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RESUMO

O presente trabalho objetiva o estudo de compostos organometalicos de Ru(I1)(n®-p-cimeno)
contendo como ligantes as triarilfosfinas (PArs) mono e 3,5-dissubstituidas e o N-heterociclico
3-metilpiridina (N). Para isso, foi realizada a sintese do ligante Ar= 3,5-di-terc-butilfenil (L1)
e sua reatividade foi testada com os calcogénios O, S, Se, de modo a obter seus derivados
inéditos E= PArs e estaveis (L5-L7). Alemdo L1, os ligantes com o grupo Ar= 3,5-dimetilfenil
(L2), 4-metoxi-3,5-dimetilfenil (L3) e 4-metdxifenil (L4) foram utilizados na sintese de uma
série  de complexos neutros, [Ru(n®-p-cimeno)PArsCl] (1-4), e catibnicos,
[Ru(n’-p-cimeno)PArsNCI] (5-8). A composicéo e estrutura desses compostos foi elucidada
com base em andlise elementar, técnicas espectroscopicas, tais como RMN de 3P{ H}, 1H,
BC{H}, FTIR, UV-Vis, além de condutividade molar. Dentre os complexos obtidos, apenas o
4 é reportado na literatura, porém, sem ter sua caracterizagdo cristalogréafica e estudo bioldgico.
Por calculos teoricos obtidos pela técnica DFT avaliou-se a estereoquimica e o efeito do
impedimento estérico do L1. As estruturas cristalograficas dos complexos 1-8 foram elucidadas
por difratometria de raios X de monocristal e os calculos DFT desses complexos auxiliaram na
determinacéo das estruturas moleculares e eletronicas, de modo a auxiliar na interpretacdo dos
resultados de espectroscopia UV-Vis e voltametria ciclica. Os resultados destas técnicas
indicam que os ligantes PAr; e N estabilizam a unidade Ru(ll)(n®-p-cimeno). A atividade
citotoxica desses complexos foi avaliada contra as linhagens celulares MRC-5 (pulméo nédo
tumoral), A549 (cancer de pulmdo), MDA-MB-231 (cancer de mama), U2-OS (cancer 6sseo
humano) e os resultados revelaram que 1, 2 e 4 apresentam alta citotoxicidade, sendo o 1 inativo
em relacdo a linha celular MRC-5, indicando boa seletividade. J& os complexos 5-8
demonstraram atividade promissora. Os testes antibacterianos realizados por disco de difusédo
e pela determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CIM) contra modelos de bactérias
Gram positivas (S.aureus e B.subtilis) e Gram negativa (E.coli), demonstraram baixos valores
de CIM, principalmente para alguns complexos da série (5-8). A partir desses resultados
preliminares e promissores, foi investigado um provavel mecanismo de acdo por meio da
viscosidade, a fim de avaliar a interacdo dos complexos com 0 DNA. Dados obtidos das técnicas
de microscopia de fluorescéncia e microfluidica indicaram que a possivel interacdo destes
complexos no meio bioldgico pode ser com as membranas celulares. Desta forma, estudos de
monocamadas de Langmuir foram realizados como modelo alternativo de membrana de cancer
(DPPS= 1,2-dipal-mitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina de sédio), de células saudaveis (DOPC=
2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-colina), de bactéria (S. aureus com 55% de 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfatidilglicerol e 45% de cardiolipina). As alteracdes das isotermas de presséo e de
potencial indicaram que os complexos modificaram o ordenamento das membranas, sugerindo
possivel interacdo, cujo efeito foi correlacionado com o potencial bioldgico dos compostos
organometalicos sintetizados.

Palavras-chave: Complexos de ruténio-areno, triarilfosfinas, 3-metilpiridina, atividade
citotoxica, atividade antibacteriana, mecanismo de acdo, monocamadas de Langmuir.



ABSTRACT

The present work aims the study of organometallics compounds of Ru(11)(n®-p-cymene),
including ligands such as triarylphosphines (PArz), mono and 3,5-disubstituted and N
heterocyclic 3-methylpyridine (N). For this purpose, the synthesis of the ligand Ar= 3,5-di-tert-
butylphenyl (L1) and its reactivity with O, S, Se were performed, in order to obtain its novel
and stable derivatives E = PArs (L5-L7). In addition to L1, the ligands with the group Ar= 3,5-
dimethylphenyl (L2), 4-methoxy-3,5-dimethylphenyl (L3) and 4-methoxyphenyl (L4) were
used in the synthesis of a series of neutral complexes, [Ru(n®-p-cymene)PArsCl;] (1-4), and
cationic, Ru(n®-p-cymene)PArsNCI] (5-8). The composition and structure of the compounds
were elucidated based on elementary analysis, spectroscopic techniques, such as 3P{*H}, H,
BC{*H} NMR, FTIR, UV-Vis, in addition to molar conductivity. Among the complexes
obtained, only 4 is reported in the literature, however, without crystallographic characterization
and biological studies. Theoretical calculations obtained by the DFT technique evaluated the
stereochemistry and the effect of the L1 steric hidrance. The crystallographic structures of
complexes 1-4 and 5-8 were elucidated by monocrystal X ray diffractometry and the DFT
calculations of these complexes helped to determine the molecular and electronic structures, in
order to assist in the interpretation of the results of UV-Vis spectroscopy and cyclic
voltammetry, and the results of these techniques indicate that the PArs and N ligands stabilize
the Ru (I1)-(m®-p-cymene) unit. The complexes were subjected to evaluation of cytotoxic
activity against the cell lines MRC-5 (non-tumor lung), A549 (lung cancer), MDA-MB-231
(breast cancer), U2-OS (human bone cancer) and the results revealed that 1, 2 and 4 show high
cytotoxicity, with 1 being inactive in relation to the MRC-5 cell line, indicating good selectivity.
Complexes 5-8 showed promising activity. The antibacterial tests performed by diffusion disc
and by determining the minimum inhibitory concentration (MIC), against Gram positive
(S.aureus and B.subtilis) and Gram negative (E.coli) bacteria models, demonstrated low MIC
values, mainly for some complexes in the series (5-8). From these preliminary, but promising
results, a probable mechanism of action through viscosity was investigated in order to evaluate
the interaction of complexes with DNA. Data obtained from fluorescence microscopy and
microfluidics techniques indicated that the possible interaction of these complexes in the
biological environment can be with cell membranes. Thus, studies of Langmuir monolayers
were performed with cancer membrane models (DPPS = 1,2-dipal-mitoil-sn-glycero-3-
phospho-L-serine sodium), of bacteria (S. aureus with 55% 1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-
phosphatidylglycerol (DOPG) and 45% cardiolipin (CL)) and healthy cells (DOPC= 2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-choline). By pressure and potential isotherm measurements, it
was noted that the complexes altered the ordering of the membranes, indicating possible
interaction, correlating with their biological potential.

Keywords: Ruthenium-arene complexes, triarylphosphines, 3-methylpyridine, cytotoxic
activity, antibacterial activity, mechanism of action, Langmuir monolayers.
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APRESENTACAO

Por muitos anos, 0s metais e complexos metalicos tém sido considerados formas
eficazes em uso medicinal, apresentando atividade contra doengas que envolvam diversos tipos
de cancer e bactérias(!l. O cancer é classificado como a segunda doenca que mais afeta os seres
humanos em todo o mundo, ap6s, as doencas cardiovasculares(?l. Além disso, a resisténcia a
antibiodticos se tornou uma ameaca a saude publica, devido seu amplo uso durante o tempo,
contra a remogao de infecgdes bacterianas!™®l. Dessa forma, faz-se necessaria a busca por novos
e eficazes medicamentos contra o cancer, bem como uma nova classe de agentes
antimicrobianos, e neste contexto, a quimica organometalica dos compostos de ruténio tem
evoluido, pois, este metal tem demonstrado menor citotoxicidade frente aos compostos ja
aplicadost34°1,

Os complexos de ruténio desempenham um papel importante na busca para alternativas
para as metalodrogas a base de cisplatina, cis-diaminodicloridoplatina(ll), e seus derivados
como carboplatina e oxiliplatina, assim como de medicamentos anticancer a base de outros
metais mais conhecidos. Embora a cisplatina e seus derivados tenham atividades citotoxicas
notaveis no tratamento da maioria dos tumores, eles também sdo tdxicos para células ndo
cancerigenas, apresentando uma atividade limitada, reducdo da eficacia causada pela resisténcia
aos medicamentos e efeitos colaterais indesejaveis. Devido as essas limitacdes, a pesquisa de
novos medicamentos anticancer concentra-se cada vez mais em complexos com outros metais,
entre os quais, os complexos de ruténio despertam grande atengaol®’#l.

Dentre as propriedades farmacoldgicas do ruténio ressalta-se os diversos estados de
oxidacao (I, 111 e 1V) sob condiges fisiologicamente relevantes, sua toxicidade baixa e alta
seletividade °1. Pesquisas recentes tém se concentrado nas propriedades anticancerigenas
promissoras de complexos organometalicos ruténio(l1)-areno do tipo [Ru(n®-areno)(XY)(Z2)],
onde XY é um ligante quelante mono ou bidentado e Z é um ligante labil. Esses complexos sdo
atraentes devido as diversas possibilidades de substituicdo no ligante areno e variedade de
ligantes que podem gerar a funcionalizagdo com grupos ativos biologicamente!®”%. Os ligantes
areno estabilizam o Ru(Il) e também fornecem uma face hidrofébica para o complexo, que pode
melhorar os processos de reconhecimento biomolecular e o transporte do composto. Um ligante
monodentado, geralmente cloreto, facilita a ligagdo das biomoléculas ao centro metalico.
Finalmente, ligantes mono ou bidentados afetam a cinética e podem influenciar as propriedades

farmacologicas desses complexost*?. Todas estas propriedades também sdo atrativas para
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utilizacdo destes como agentes antimicrobianos, na busca para encontrar novos compostos que
inibem o crescimento ou a viruléncia de bactérias patogénicas, devido ao sucesso de agentes
anticancer de platinal>*4,

Estes complexos tém sido amplamente investigados devido a apresentarem um carater
lipofilico/hidrofilico em suas estruturas, permitindo que essas moléculas atravessem a
membrana celular, aumentando sua atividadel®). Em relacdo aos ligantes, diferentes tipos
substituintes sendo doadores ou retiradores de densidade eletrénica, podem ser usados para
ajustar as propriedades biologicas dos complexos correspondentes. Portanto, a variacdo de
grupos funcionais pode direcionar a entrega do agente citotoxico, aumentando sua seletividade
e eficiéncial®l.

Nesta classe de compostos, € possivel destacar aqueles pertencentes a familia RAPTA,
que apresentaram resultados promissores, como 0 RAPTA-C, [Ru(n®-p-cimeno)(pta)Clz], com
pta= 1,3,5-triazo-7-fosfatriciclo-[3.3.1.1]decano; que desencadeou o estudo e desenvolvimento
de compostos de ruténio e derivados, incluindo analogos para os quais o ligante pta foi
substituido®%, Relacionando estes compostos, nota-se que o ligante pta é substituido por
derivados de ligantes da classe das trifarilfosfinas. Embora a lipofilicidade dessas fosfinas
resultem em uma diminuicdo da solubilidade em &gua dos complexos, as fosfinas mais
hidrofobicas aumentam a capacidade de captacdo intracelular e citotoxicidade 231, Com o
objetivo de modular a atividade bioldgica de complexos do tipo Ru(n®-areno), um niimero de
moléculas com funcéo bioldgica/farmacol6gica conhecida pode ser coordenado a esta unidade.
Esses compostos geralmente tém sido obtidos pela inclusdo de espécies com ligante areno
previamente funcionalizados, ou com ligantes quelatos com O,0; N,O(S) N,N ou ligantes
monodentados P e N ao Ru(11)[12131415],

A eficacia destes novos complexos estd sendo investigada e estdo em fase de
desenvolvimento, os quais, sdo projetados principalmente para imitar a cisplatina amplamente
utilizada, tendo como seu mecanismo de acdo a interacdo com o DNA. Além do dano ao DNA,
a cisplatina é capaz de induzir espécies reativas de oxigénio e estresse do reticulo
endoplasmatico, além de se ligar a peptideos e proteinas!*®!. Com base nisso, existem diferentes
modos de agdo citotoxica propostos para 0s compostos de ruténio. Embora 0 mecanismo exato
ainda ndo seja conhecido, ha relatos que indicam o modo de interacdo com proteinas, tal como
a albumina do soro humano (HSA)!Y solvolise das ligagdes Ru-Cl dos complexos, que
representa um mecanismo para a ativacdol'”! e interacido com as bases do DNA ou enzima

topoisomerase 11181,
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Com base em toda literatura relatada, o presente trabalho visou a sintese de novos
complexos de ruténio(ll)-areno neutros e catidnicos, com ligantes das classes das triarilfosfinas
lipofilicas substituidas PArz e de um ligante monodentado N-heterociclico. A escolha destes
ligantes é baseada nos complexos analogos que inibem a progressao do crescimento de cancer,
principalmente apos a coordenagdo de um ligante fosfina. A realizacdo dos testes biologicos
para identificar se os complexos obtidos sdo promissores como metalodrogas anticancer e como
futuros antibidticos, assim como propdr um mecanismo de acdo para estes compostos também
foi objetivo deste doutorado, desenvolvido no periodo de marcgo de 2015 a dezembro de 2019.
Ressalta-se que este trabalho originou-se de um projeto de pesquisa elaborado e aprovado pela
Prof. Dra Karen Wohnrath em parceria com o Prof. Dr. René Boere, da University of
Lethbridge-(UofL)-Canada, do Prof. Dr. Marcio P. de Aradjo (UFPR) e Prof. Dr. Jarem R.
Garcia (Chamada de Projetos MEC/MCTI/CAPES/CNPg/FAPs N° 03/2014, Cronograma 3).

Essa tese foi organizada em seis capitulos. Se inicia com o Capitulo 1, onde ha a
descricdo dos objetivos do trabalho. No Capitulo 2 estdo dispostos os resultados que envolvem
a sintese do ligante triarilfosfina PArz, onde Ar=3,5-di-terc-butilfenil, o estudo de sua
reatividade, caracterizacdo e estudo de propriedades eletrénicas e estéricas em comparacdo com
outros ligantes do tipo (PArs) utilizados neste trabalho. No Capitulo 3 séo apresentadas as
sinteses dos complexos de ruténio-areno [Ru(n®-p-cimeno)PArsClz] (1-4) e [Ru(n®-p-
cimeno)PArsNCI] (5-8), suas caracterizagdes quimicas, espectroscopicas e eletroquimica. No
Capitulo 4 sdo apresentados os principais resultados para os testes citotoxicos contra linhagens
celulares de cancer, para as duas séries de complexos, além de ser discutida também através de
algumas técnicas (viscosidade, monocamadas de Langmuir), o possivel mecanismo de agédo
destes compostos. No Capitulo 5, estdo descritos os resultados de atividade antibacteriana para
as duas séries de complexos sintetizados, além, de técnicas como Microscopia de Fluorescéncia,
Microscopia Microfluidica, e Monocamadas de Langmuir para tentar elucidar o mecanismo de

acao. Por fim, encontram-se as Considerac6es Finais e perspectivas do trabalho no Capitulo 6.
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CAPITULO 1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar novos complexos de ruténio-areno contendo ligantes da classe
das triarilfosfinas monodentadas e estericamente impedidas PArs e ligantes N-heterociclicos
como 3-metilpiridina, visando o estudo das propriedades terapéuticas destes complexos, por
meios de testes de viabilidade celular in vitro contra linhagens celulares de cancer e de bactérias
Gram positivas e Gram negativas, com o posterior estudo por diversas técnicas, para indicar um

provavel mecanismo de acao.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar o ligante tris(3,5-di-terc-butilfenil)fosfina e realizar sua reatividade por meio de
oxidacgdes quimicas com O, S, Se, obtendo suas variagdes;

- Sintetizar complexos de ruténio-areno de férmula geral [Ru(n®-p-cimeno)PArsCls] e
[Ru(nb-p-cimeno)PArsNCI], onde PArs= triarilfosfinas estericamente substituidas e
N= 3-metilpiridina.

- Elucidar as estruturas cristalogréficas do ligante e dos complexos sintetizados, por meio da
Difratometria de raios X de monocristal.

- Caracterizar os compostos por métodos espectroscopicos;

- Realizar as caracterizacgdes fisico-quimicas;

- Caracterizar os ligantes e complexos por técnicas eletroquimicas como voltametria ciclica;

- Realizar estudos tedricos por meio da técnica DFT para estudos das estruturas;

- Realizar testes bioldgicos para verificar a atividade e potencialidade antitumoral e
antibacteriana dos complexos e ligantes na presenca de diferentes linhagens tumorais,
bacterianas e frente as células saudaveis;

- Avaliar o mecanismo de acdo dos complexos por meio de técnicas de microscopias e

monocamadas de Langmuir.
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CAPITULO 2. LIGANTES TRIARILFOSFINA PAr3

2.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.1 A quimica das fosfinas PArs

As fosfinas (PR3) estdo entre os ligantes mais empregados na quimica de coordenacao.
Desde 1870, é conhecido que esses compostos possuem algumas vantagens sobre ligantes
amina, tal como a sua maior solubilidade em solventes organicos e sua compatibilidade com
metais em diferentes estados de oxidacol!l. Essse ligantes tém uso extenso em catalise
homogénea, por muitos deles apresentarem eficiéncia e seletividade em diversos processos
como: hidrogenacdo, hidroformilagdo e polimerizacdo de substratos organicos, além de
apresentarem atividades antitumorais quando em complexos metalicos!?.

As fosfinas permanecem entre os ligantes mais importantes na quimica de coordenacéao
organometalica, como bases de Lewis na quimica dos pares de Lewis frustrados (FLP) ™! e por
sua aplicacdo em processos organicos importantes, como a reacdo de Mitsunobu™ el
Especificamente, as triarilfosfinas PArs e seus derivados ArsP=E, onde E= O, S, Se, por
possuirem trés anéis arila ligados ao atomo de P, sdo objeto de estudos por apresentarem uma
variedade de processos de estereoisomerizacdo devido ao forte acoplamento dos movimentos
rotacionais dos anéis da estrutural®. O elemento quimico fdésforo apresenta varias
caracteristicas de flexibilidade estrutural na formacéo de complexos, além de seu nticleo 1P ser
100 % abundante. Outra vantagem do estudo destes ligantes (PArs) € o fato de P atuar como
um aomo doador na formacdo de complexos com metais de transi¢do, de acordo com a teoria
de acidez de Pearson. Além disso, a facilidade de rotas sintéticas e a analise por ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 3P, tornam este elemento uma excelente escolha no
desenvolvimento e sintese de novos ligantes™?l.

As trifenilfosfinas (PPhs), despertam um grande interesse por apresentarem

propriedades estéricas e eletronicas distintas, podendo em alguns casos estimar qual destes

“Par de Lewis frustrado (FLP): composto contendo um é&cido e uma base de Lewis, impedidos
estereoquimicamente, que ao se combinarem, ndo formam adutos simples-acido-base de Lewis[*®].

**Reacdo de Mitsunobu: substitui¢do de alcoois primarios ou secundarios por nucleéfilos mediados por uma
combinacdo redox de uma trialquil ou triarilfosfina e de um dialquil azodicarboxilato. Descoberta em 1967 pelo
professor Oyo Mitsunobu (1934-2003), com papel de destaque em sintese organica e na quimica medicinal,
condicGes estereoespecificas e reagdo moderadasl’l.
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efeitos € predominante. Este interesse baseia-se no pressuposto de que as propriedades
doadoras/aceitadoras e o volume do ligante influenciam fortemente o curso da reacdo em
compostos de metal de transicdo*!l. Tais ligantes conseguem combinar as propriedades da
ligacdo o doadora forte como as aminas, com as ligagdes 7 receptoras que sao semelhantes ao
mondxido de carbono, tornando-se muito versateis, capazes de estabilizar tanto as valéncias
mais altas como as mais baixas dos metais de transicdo. Podem exercer também alteragdes sobre
a reatividade do centro metalico e apresentar um acentuado efeito trans labilizante, que aliado
a efeitos estéricos, formam complexos facilmente dissociaveis, que sdo capazes de gerar um
sitio de coordenaco livrel?12,

Ligantes triarilfosfinas como PMesz, onde: Mes= 2,4,6-trimetilfenil e PTips, onde: Tip=
2,4,6-triisopropilfenil, por apresentarem angulo de ligacdo amplo ao redor do fdsforo e
consequentemente, elevado efeito estérico, possibilitam estruturas moleculares pseudo-
planares diversas e nio-usuais(*®l. Estes ligantes também despertam interesse em reacdes para
formagc&o de triarilfosfinas provenientes de uma oxidacao quimica (POAr3)1*# e na sintese de

complexos de coordenacaol*>€l,

2.1.2 Caracteristicas eletronicas

A coordenacdo das fosfinas ao centro metalico ocorre pela interacdo entre o par de
elétrons do atomo de fosforo e um orbital presente no metal, formando uma liga¢do o.
Simultaneamente, hé possibilidade da ocorréncia da retroligagdo 7 entre um orbital do metal e
um orbital do ligante (3pc*3dm), similar ao observado na molécula de monéxido de carbono
(CO). Neste tipo de ligacdo, a densidade eletronica é sinergisticamente compartilhada entre o
ligante e 0 metal, originando ligagcdes mais estaveis, como ilustra a Figura 2.1. Por apresentar
caracteristicas de uma base mole, quando a fosfina é coordenada aos metais de transi¢cdo do
bloco d em estados de oxidagdo mais baixos, proporciona estabilidade a estes complexos 2121,

Figura 2. 1: Representacdo dos orbitais e as interagdes entre metal-ligante: a) ligacao o; b) retroligagdo m.

77N
a M 2

Fonte: A autora.



35
CAPITULO 2

Esta classe de ligantes, ainda possibilita a variagcdo dos grupos substituintes ligados ao
atomo de fdsforo, com a inclusdo de diferentes grupos doadores ou receptores de densidade
eletronica. Isso, torna as fosfinas notaveis para o estudo dos efeitos dos ligantes (L) na
labilidade da ligacdo de alguns complexos do tipo P-M-L, cujo diagrama de orbitais esta
representado na Figura 2.2(a), bem como a afinidade do centro metalico por tais ligantes.
Mudancas também podem ser observadas nos substituintes R de ligantes como (PR3), € isto
pode alterar a habilidade dos mesmos em influenciar a atividade, seletividade e estabilidade de
sistemas cataliticos, uma vez que a extensao tanto da ligacao ¢ quanto m, dependem da natureza
do substituinte presente. Nos complexos como M-PR3, os orbitais P-Ro* desempenham o
mesmao papel que nos complexos M-CO com os orbitais ¥, os quais, aceitam a ligagdo provinda
do metal. Neste contexto, a natureza dos grupos R determina a capacidade doadora e aceitadora
do ligante em funcdo da eletronegatividade do atomo ligado diretamente ao fésforo. Com o
aumento da eletronegatividade ndo so6 orbitais 6 como também o* estabilizam, visto que
energeticamente, ha um aumento da contribuicdo do 4tomo de fosforo para a orbital *. O
consequente incremento do tamanho do orbital, melhora a sobreposi¢ao do orbital 6* com as
orbitais d do metal, facilitando a ocorréncia da retroligacdo n, Figura 2.2(b). Portanto, as
fosfinas podem exibir uma gama de capacidades o-doadora e m-aceitadora, onde as
propriedades eletrbnicas de um centro metalico podem ser varidveis pela substituicdo de

fosfinas eletronicamente diferentes 11121,

Figura 2. 2: Diagrama de orbitais M-PR3: a) Representacdo do diagrama para formagdo dos complexos M-PRs;
b) O orbital vazio P-Rc* estabiliza com o aumento da eletronegatividade do atomo ligado ao fdsforo (R),
diminuindo a energia deste orbital e, consequentemente, tornado-o melhor aceitador da ligagdo com metal.

(a Lm LM-PR, PR, (b)

o (P-C)
o*(P-N)
o (PO)
o (P-F)

P < Kot
‘VL + R M(dyz) + P(o”) = M-Pr
\‘+(’",.-'

Fonte: Adaptado de CRABTREE, 20050171,

Assim, como em ligantes do tipo NR3, as fosfinas tém um par livre no atomo central
que pode ser doado a um metal. Porém, ao contrario do NR3, sdo ligantes considerados m-acidos,

caracteristica que depende também da natureza dos grupos R. Para alquilfosfinas, a acidez & ¢
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considerada fraca, no entanto, fosfinas com grupos aril, dialquilamino e alcOxi, sdo
sucessivamente mais eficazes na promog¢ao da acidez n € no caso de uma fosfina como PF3, a
acidez m torna-se tdo expressiva quanto a encontrada para o ligante CO, de acordo com a
seguinte sequéncial’’l:

PMesz~ P(NR2)3< PArs< P(OMe)z< P(OAr)3< PCls< PF3= CO

2.1.3 Caracteristicas estéricas

Outro aspecto interessante da versatilidade destes ligantes na quimica de coordenacéo
refere-se ao impedimento estérico, como descrito pelo angulo de cone (0) desenvolvido por
Chadwick A. Tolman, cuja demonstracao esté representada para a ligacdo Ni-PRs3 ilustrada na
Figura 2.3. Este conceito € um dos mais aplicados para quantificar o volume estérico de

monofosfinas, as quais, raramente formam um cone perfeitol*8l,

Figura 2. 3: Angulo de Tolman para molécula Ni-PRs.

Fonte: JOVER; CIRELA, 201911,

Este parametro é definido como o angulo do apice de um cone com sua origem no centro
metalico com a propagacao das arestas ao longo das esferas de van der Waals dos atomos mais
externos, como ilustra a Figura 2.3. Apesar de sua ampla aceitagcdo e uso constante, este
parametro foi falho desde a sua cria¢do no final da década de 1970. Originalmente, 0 angulo do
cone de Tolman foi desenvolvido para ligantes de fosfina monodentados simétricos ligados ao
centro metalico de niquel, em um arranjo tetraédrico. A distancia Ni — P foi fixada em um valor
de 2,28 A, que é uma distancia média obtida a partir de estruturas cristalinas, e o angulo do
cone foi medido usando um modelo fisico de preenchimento de espago. No caso de ligantes de
fosfina assimétricos, o angulo do cone pode ser estimado calculando a média dos trés angulos
0 entre os substituintes de fosforo: 6 = 1/3(01 + 0 + 03)1H17):

Embora o procedimento seja apenas uma aproximacao, os angulos obtidos foram muito

eficazes para racionalizar o comportamento de uma ampla variedade de complexos metalicos
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com ligantes desta classe, por exemplo, o PHz ou PMes, mas falhou em grande parte para os
ligantes com maior volume e substituintes flexiveis, sendo assim calculados adequadamente
apenas para alguns exemplos. Podemos, portanto, esperar que a quimica de um complexo
contendo fosfina tenha uma variagcdo com a sua posic¢ao e com o volume apresentado. Pode-se
verificar que o angulo de cone formado varia de acordo com as substitui¢cdes nas fosfinas:
PH3=87°, PPh3=145°, P(tBu)3=182° e P(mesitil)3=212°. Apesar de certas fosfinas apresentarem-
se mais volumosas, ainda podem formar complexos metalicos, porém com baixos nimeros de
coordenacéo 118191,

Objetivando a distingdo entre efeitos estéricos que sdo principalmente de protecdo e
aqueles que estdo principalmente associados a geracdo de pressdo estérica, ha relatos desta
relacdo para geometria das moléculas do tipo DippsP= tris(2,6-diisopropilfenil)fosfina e
TrippsP= tris(2,4,6-triisopropilfenil)fosfina. O estudo demonstra que um dnico conjunto de
substituintes na posicdo orto dos anéis arila, pode fornecer uma protecéo estérica consideravel
para o par de elétrons livre do P e consequentemente, um grande angulo de cone de Tolman, ao
redor do P. Mas a presenca de substituintes nas posi¢cdes 2 e 6 do anel, induz uma pressao
estérica, diminuindo o angulo resultante, fornecendo uma maior blindagem para o par solitario
nestes compostost*®20],

Outras propostas de medidas quantitativas estéricas foram desenvolvidas desde o angulo
do cone de Tolman, as quais incluem os angulos solidos (0)1°) e alternativamente tem-se 0s
métodos computacionais. Neste caso, as estruturas otimizadas por DFT séo usadas como fonte
para obter angulos de cone por diferentes pesquisast*l. Atualmente, as técnicas de modelagem
molecular sdo cada vez mais usadas para racionalizar as relacGes estrutura/reatividade,
enquanto as analises estruturais de raios X de alta resolucdo e os célculos ab initio, fornecem
uma visdo da estrutura eletrénica dos compostos*l.

O angulo sélido (6) considera o volume estérico ou a deformacdo estérica sob o 4tomo
de fésforo, sendo esta, uma medida mais simples, a qual compara as somas dos angulos ao redor
do fosforo, que serdo 360° para uma geometria planar trigonal - o limite maximo para uma
molécula de trés coordenadas - e cerca de 328° para uma molécula piramidal, com angulos de
conexdo "tetraédricos"?l, Esta é uma abordagem similar, que pode ser uma alternativa para
suprir algumas limitacdes no estudo do angulo do cone de Tolman, onde a partir de dados
cristalograficos ou estruturas calculadas, os raios dos atomos do ligante sdo projetados na
superficie metalica, fornecendo uma medida do volume estéricoll,

Os efeitos estéricos conferidos a esta classe de ligantes, podem ser controlados e, como

consequéncia, propiciar uma facilidade para reacdes de sintese, sendo excelentes para
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coordenacdo com metais de transicio*”?%. Aumentando-se o tamanho do substituinte R em
fosfinas do tipo PR3, é possivel aumentar os angulos R—P-R (&ngulo de cone de Tolman). Pode-
se tambeém variar os angulos entre os ligantes associados ao metal, aumentar a distancia M-P e
M-L, reduzir o carater doador dos pares de elétrons isolados do fosforo, favorecer baixos
estados de oxidacdo do metal e as reacOes de adicdo oxidativa e intramolecular e ainda,
favorecer a coordenacao e a formacéo de isdbmeros, onde o impedimento estérico seja menor.
A capacidade de controlar o volume do ligante na estrutura do complexo permite controlar a
reatividade que o complexo metalico pode apresentart>*71,

A quimica das triarilfosfinas (PArs) incorporando substituintes volumosos, vem sendo
estudada pela facilidade de obtencdo, sendo em alguns casos, comercialmente disponiveis;
possuem na estrutura fosforo trivalente e substituintes volumosos derivados do ligante arila;
que propiciam uma riqueza de dados estruturais para serem explorados na quimica de
coordenagdo!?®!. Recentemente encontra-se um artificio para auxiliar na definicio das formas
estruturais de ligantes organofosfinas e outras moléculas relacionadas. Este artificio denomina-
se indice de piramidalidade, X{£CPC}, obtido a partir das geometrias internas de estruturas do
cristal ou dados computacionais, acomodando bem os desvios de simetria, ndo havendo
necessidade de definir um eixo principal®®?t, Um indice de 360° é trigonal planar e 280,8° é
uma geometria quase em angulo reto, como apresenta a fosfina PHz. Em comparacdo com esta
fosfina PH3, trés anéis arila causam uma reducdo significativa na piramidalidade estrutural, por
exemplo, £{2CPC}= 308,2(4)° em uma fosfina como PPhs, determinado pela média de
maultiplas estruturas cristalinast™,

Relata-se uma certa experiéncia com fosfinas hidrofébicas do tipo (PArs) 2,6-
dissubstituidas, e estas induzem piramidalidade reduzida, como podemos citar: X{£CPC}=
335,6(3)° em DippsP, tris(2,6-diisopropilfenil)fosfina)*®?21 334,4(3)° em TrippsP, tris(2,4,6-
triisopropilfenil)fosfina™® e 329,1(5)° em MessP, tris(2,4,6-trimetilfenil)fosfinal?®l, todos os
dados obtidos de estudos de difragdo de um monocristal. Estes ligantes ndo eram eficazes para
coordenacdo em complexos, pois, estariam muito impedidas estereoquimicamente para
coordenar com o centro metalico. A piramidalidade também é reduzida apds a oxidacao quimica
desta classe de ligantes, por exemplo, £{~CPC} diminui para 319,26(3)° em PhsPO[?4],
317,5(4)° em PhsPS[®! ¢ 317,9(6)° em PhsPSel?8l, Portanto, ha o interesse em ligantes analogos
como fosfinas da classe PArz do tipo 3,5-dissubstituidas, as quais, apresentam uma maior
basicidade e podem ocasionar uma maior lipofilicidade aos complexos formados.

Para obter os indices de piramidalidade das estruturas destes ligantes faz-se a soma dos

angulos em torno do atomo de fosforo, X(2CPC)], como por exemplo, em fosfinas 2,6-
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dissubstituidas volumosas[?%. A substituicdo sistematica na posicdo 2 fornece uma blindagem
estérica (Figura 2.4(a)) criando uma cavidade ao redor dos pares de elétrons do 4&tomo de P.
Isso ocorre quando todos os substituintes estdo orientados na posi¢do exo, 0 que seria mais
comum, mas ndo observado exclusivamente em complexos de coordenacio?%. Contudo, a 2,6-
dissubstituicdo também gera presséo estérica (Figura 2.4(b)) entre os substituintes orientados
nas posigdes endo. Essa interagdo repulsiva pode diminuir significativamente a piramidalidade
do ligante PArs, ocasionando o aumento de energia do HOMO (induzindo uma maior
basicidade) e o aumento do efeito estérico na estrutura, ao forcar os substituintes nas posi¢des
exo a se aproximarem do atomo doador de fosforol!°2%. Quando ha uma substituicdo sistematica
na posicéo 3, esta pode proporcionar uma oportunidade para 0S grupos em exo criarem uma
bolsa de coordenacdo (perimetro tracejado na Figura 2.4(c)) sem interferéncia direta com o
sitio doador (volume estérico distal ao redor do &tomo de P do ligante). Prop&e-se entdo, que
esta cavidade disponivel pelo ligante, force um centro nucleofilico, como o centro metélico de
alguns compostos, a efetivarem uma ligagdo, tornando possivel a coordenagdo e geracao de
novas estruturast?’?él, Mas a 3,5-disubstituicio também gera pressao estérica dos substituintes
nas posi¢oes endo, porém, é prevista um favorecimento de um sitio de coordenacao com centros

metalicos para formacao de novos complexos.

Figura 2. 4: Efeitos estéricos em substituintes PArs.

I“””H!IIIIIlll||||IlI||||||||II|I”||I||]“I
exo exo exo’ ;
exo l,“ it ¥
{;L/i/ P\x ©/ ' “ yunnm l e
: H ’. endd : d
H end endo
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Fonte: BOERE, ZHANG, 20052,

A literatura relata alguns trabalhos que estudaram alguns ligantes estericamente
impedidos, gerando assim um interesse significativo nesta classe. Vulovik e colaboradores?%;
Cinderella e colaboradorest®, realizam a sintese e aplicacio de uma fosfina 3,5-di-terc-
butilfenil como ligante e catalisador nas reagdes, relatando as suas propriedades eletronicas e
estéricas favoraveis no estudo. Szigeti e colaboradores!®, realizaram a aplicacio de ligantes

triarilfosfina como (PPhs e tBu) como reagentes nas reacdes de Mitsunobu.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

O objetivo deste capitulo é a sintese e caracterizagao espectroscopica e estrutural de um
ligante fosfina da classe PArs 3,5-dissubstituido e sua comparagdo com outros ligantes
comercialmente disponiveis. Fornecer evidéncias para as forcas relativas destas fosfinas com
propriedades doadoras e explorar os efeitos estéricos destes ligantes e em seus derivados,
formados a partir de reacfes de oxidacdo quimica com O, S e Se, para obtencdo de moléculas

mais estaveis.

2.2.2 Objetivos especificos

- Sintetizar o ligante tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina (L1), por uma rota sintética modificada
da literatural®;

- Realizar a reatividade do ligante L1 por meio de oxidacGes quimicas com os calcogénios O,
S, Se, de modo a obter suas variagdes (L5, L6 e L7, respectivamente);

- Caracterizar os ligantes obtidos por analise elementar e ponto de fus&o;

- Caracterizar os ligantes por técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (3'P{‘H} e
'H), espectroscopia de absor¢éo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho (FTIR).

- Elucidar as estruturas cristalinas dos ligantes, por meio da difratometria de raios X de
monocristal.

- Realizar estudos tedricos por meio da técnica DFT, para estudos das estruturas, da
estereoquimica e das energias dos conférmeros resultantes.

- Caracterizar os ligantes por medidas de voltametria ciclica, para defini¢do dos processos redox

e elucidar o mecanismo eletroquimico.

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Reagentes

A sintese do ligante tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina (L1) foi realizada em atmosfera
de N2 e com solventes de grau analitico. Os solventes utilizados foram tratados por destilagdo

com o respectivo sal secante designado para cada solvente descrito por Perrin e Armarego2l,
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O solvente tetraidrofurano (THF) utilizado na sintese do ligante, foi seco sob refluxo em sddio
metalico e benzofenona sob atmosfera de Nj. A acetonitrila (CH3CN) e o diclorometano
(CH2Cl,) foram destilados com hidreto de calcio e armazenados em peneira molecular sob
temperatura ambiente. tris(4-metoxifenil) fosfina (L4), tris(4-metoxi-3,5-dimetilfenil) fosfina
(L3), tris(3,5-dimetilfenil) fosfina (L2) e 1-bromo-3,5-terc-butil benzeno foram disponiveis
comercialmente da Aldrich, com grau reagente. Todo o trabalho com fosfinas sensiveis ao ar
foi conduzido em atmosfera de N2 seco, usando técnicas de Schlenk e linha de vacuo. O sal

perclorato de tetrabutilaménio (PTBA- Aldrich) foi empregado sem nenhum tratamento prévio.

2.3.2 Sintese do ligante tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina (L1) e suas varia¢fes (L5-L7)

2.3.2.1 tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina (L1)

A sintese foi realizada pela rota reportada em Manabe, 19985, a qual foi modificada
para este trabalho. Uma solucéo de 5,0 g (18,6 mmol) de 1-bromo-3,5-di-terc-butilbenzeno em
18 mL de THF seco em um baldo de 250 mL equipado com uma saida lateral, foi arrefecida até
—78 °C durante 10 min sob agita¢do. Entdo foram adicionados 13,2 mL (19,5 mmol) de n-butil
litio (1,6 mol em hexano) durante 10 min. Em seguida, adicionou-se 0,540 mL (6,2 mmol) de
PCls ao longo de mais 10 min. A mistura resultante foi aquecida a 0 °C e depois agitou-se
durante 30 min. Finalizando a reacdo, removeu-se o solvente sob pressao reduzida e adicionou-
se ao residuo formado uma solugdo de 10 mL de H.O/1mL de H2SO4 1 mol L™ desgaseificada
por ebulicdo em N2. Em seguida adicionou-se 2 vezes a esta mistura 20 mL de CH2Cl»
desgaseificado e manteve esta solu¢do sob atmosfera de N.. Formaram-se duas camadas e
separou-se a fase organica (CH.Cl,+fosfina) com o auxilio de uma cénula, sendo esta solugéo
na sequéncia tratada com NaSOs anidro, utilizando depois a mesma canula para separar a
solucdo do excesso de sal. Evaporou-se todo solvente, formando um p6 branco. Este solido foi
transferido para o tubo de Schlenk, o qual foi mantido sob atmosfera de N». A recristalizagdo
foi feita numa mistura MeOH/EtOH 3:1 a frio sob N2 e a etanol 99%. Rendimento: 3,13 g
(84,4%). RMN *H (300.13 MHz, CDCls, 8 ppm): H1 1,21 (s, 54 H,-C(CHs3)s]; H2 7,06 (d, 6 H,
Jnp=9.0 Hz); H3 7,34 (s, 3 H, -CH) (Lit. §: 1,22, 7,08, 7,36)E. RMN 31P {*H} (121.49 MHz,
CDCls): 8 —1.30. FTIR (v/cm™)= 2951 (Csp3-H), 1578 e 1472 (C=C), 1131 e 710 (P-C), 873,
775 (C-H (aromético). (Lit .(v/cm™Y)KBr 2950, 1575, 1475)1,
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2.3.2.2 tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina oxidada monohidratada (L5)

Uma certa quantidade do L1 foi colocada em um baldo de 50 mL e dissolvida em 20
mL de acetona. Em seguida fez-se uma cromatografia em camada delgada (TLC) antes da
reacdo, em 95% de hexano e 5% de acetato de etila. Na sequéncia, a solucdo foi aquecida e
agitada até a ebulicdo, depois adicionou-se gotas de H20. a 4% (0,7 mL de H202 30% em 5 mL
de H20). Esta mistura reacional foi monitorada por TLC por 1 hora. Esta solugéo foi deixada a
temperatura ambiente, onde houve a formagéo de cristais, realizando na sequéncia a filtragdo.
Os cristais formados foram purificados com 10 mL de CH2Cl> e Na2SO4 como agente secante.
Depois, filtrou-se e evaporou-se todo o solvente. A recristalizacdo foi feita em 2 mL de n-
heptano, sob agitacdo e aquecimento. Apds arrefecer a solucdo a temperatura ambiente,
resfriou-se (-30°C). Obtiveram-se cristais incolores do fosfina oxidada monohidratada. (m=
0,279 g). Ca2HesPO-nH,0. MM= 614,90 g mol™. Andlise elementar, CsHs3sOP-0,35H,0
(melhor ajuste ao teor de agua residual): Calc: C 81,20, H 10,34%. Enc.: C 80,88, H 9,96%.
PF: 180-189 °C. RMN *H (300.13 MHz, CDCls, & ppm): H1 1,26 (s, 54 H, -C(CHa)3]; H2 7,46
(d, 6 H, Jnp=10,8 Hz); H3 7,55 (t, 3 H, -CH, Jun= 1,8 Hz) (Lit. &: 1,26, 7,48, 7,59)"). RMN
31p {1H} (121.49 MHz, CDCls & ppm): +35,00. FTIR (vicm™): 2954 (Csp®-H), 1593 e 1474
(C=C), 1255 (P=0), 1149 e 709 (P-C), 873 e 787 (C-H, aromatico).

2.3.2.3 tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina sulfurada (L6)

Em um baldo de 25 mL, foram adicionados 300 mg (0,50 mmol) do L1 e 50 mg
(0,19 mmol) de enxofre (Sg) em 5 mL de m-xileno. Esta solucdo foi agitada e mantida sob
refluxo (~160 °C) sob N2 durante 2 horas. A reacdo foi monitorada por TLC em hexano, até a
formacdo completa do composto. Em seguida, arrefeceu-se a solugdo a temperatura ambiente e
removeu-se 0 solvente sob pressao reduzida. Ao residuo formado foi adicionado 6 mL de n-
heptano, sob agitacédo e aquecimento. Com o resfriamento, formou-se cristais brancos que
foram filtrados e secos. Rendimento: 0,172 g (57,33%). Analise elementar: Calc. para C42He3PS
(MM: 630,99 g mol™): C 79,94; H 10,06; S 5,08 %. Enc.: C 80,18; H 9,79; S 4,90 %. PF: 240-
250 °C. 'H NMR (300.13 MHz, CDCl3, 6 ppm): Hi 1,24 (s, 54 H, -C(CHa)s]; H2 7,46 (d, 6H,
Jup=14,40 Hz); H3 7,50 (t, 3 H, -CH, Jun= 1,8 Hz). RMN 3!P {*H} (121.49 MHz, CDCl3 6
ppm): +47,92. FTIR (vicm™): 2959 (Csp®-H), 1593 e 1468 (C=C), 1136 e 712 (P-C), 673 (P=S),
875 e 781 (C-H, aromatico).
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2.3.2.4 tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina selenato (L7)

Em um frasco de 25 mL, foram adicionados 300 mg (0,50 mmol) do L1 e 210 mg
(2,66 mmol) de selénio em 5 mL de m-xileno. Esta solucdo foi agitada e mantida sobre refluxo
(~160 °C) sob N> durante 2 horas. A reagao foi monitorizada por TLC em 95% de hexano e 5%
de acetato de etila, até completar a formacdo do composto. Em seguida, arrefeceu-se a
temperatura ambiente e fez-se a filtracdo em Celite para remover o excesso de selénio. Na
sequéncia, removeu-se 0 solvente sob pressdo reduzida e adicionou-se ao residuo formado 6
mL de n-heptano, sob agitacdo e aquecimento. Com o resfriamento, houve a formacéo de
cristais brancos que foram filtrados e secos. Rendimento: 0,1 g (37 %). Andlise elementar: Calc.
para CsHssPSe (MM: 677,89 g mol™): C 74,42; H 9,37%. Enc.: C 73,96; H 8,91%. PF: 274-
278 °C. 'H NMR (300.13 MHz, CDCls3, & ppm): H1 1,40 (s, -C(CHz3)3); H2 7,44 (d, 6H, Jup =
14 Hz); H3 7,50 (t, 3 H, -CH, Jun = 1,5 Hz). RMN 3!P {1H} (121.49 MHz, CDCl3, & ppm):
+39.54 (Jp-se= 719 Hz). Lit. 8: +37,4 (Jp_se = 714,0 HZ8 FTIR (v/cm™): 2960 (Csp-H), 1590
e 1474 (C=C), 1136 e 707 (P-C), 580 (P=Se), 879 e 787 (C-H, aromatico).

2.3.3 Caracterizacdes do ligante tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina e suas variacdes

2.3.3.1 Andlise elementar e ponto de fusao

As analises elementares da porcentagem de C, H, N foram realizadas utilizando-se
Analisador Elementar Micro-cubo Vario. O ponto de fusdo foi realizado em um equipamento
Electrothermal Mel-temp 3.0. Equipamentos alocados no Laboratorio de microanalises do

Departamento de Quimica e Bioguimica da UofL-Canada.

2.3.3.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos em um
espectrofotdbmetro Varian Cary 50 disponivel no laboratério do Departamento de Quimica e
Bioquimica da UofL -Canada. A amostra foi analisada em uma cubeta de quartzo, com caminho
optico de 1 cm. Os espectros foram obtidos em diclorometano, em uma concentracdo de

1.10° mol L em uma faixa de comprimento de onda de 200-900 nm.
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2.3.3.3 Espectroscopia de vibracao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram registrados no
espectrofotdbmetro modelo Bruker Tensor 37 alocado no laboratério do Departamento de
Quimica e Bioquimica da UofL-Canada. A andlise foi realizada no modo de transmissdo com
resolugdo de 4 cm, com acumulagdo de 64 scans. Utilizou-se o0 modo de transmiss&o, onde os
complexos foram analisados por meio de amostras em po, na regido de 400-4000 cm™, por

espectroscopia de Refletancia Total Atenuada (ATR).

2.3.3.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 1D 3'P{*H} e 'H foram registados em solucio de cloroférmio
deuterado CDCls-de num espectrébmetro Bruker Avance Il de 300 MHz alocado no
Departamento de Quimica e Bioguimica da UFofL-Canada e os deslocamentos quimicos
presentes no espectro de RMN de 'H, foram determinados em relagdo ao tetrametilsilano
(TMS). O RMN 3P{*H} foi obtido com 32 scans; largura espectral de 49019,609 Hz; tempo
de aquisicéo 0,66 s; tamanho do Fid 65536 e comprimento de pulso 40°. Ja para 0 RMN *H, o
espectro foi obtido com 16 scans, largura espectral de 6188,119Hz, tempo de aquisi¢do 5,99 s,
tamanho do Fid 74256 e comprimento de pulso 90°.

2.3.3.5 Caracterizacdo eletroquimica por medidas de voltametria ciclica

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas a temperatura ambiente com um
potenciostato/galvanostato p-Autolab (Tipo [Ill, Metrohnm-Eco Chemie), alocado no
Laboratdrio de Desenvolvimento de eletrodos modificados, GDEM-UEPG. Estes experimentos
foram realizados utilizando CH3CN tratada, contendo BusNCIOs 0,10 M (perclorato de
tetrabutilamonio- PTBA) como eletrélito suporte e uma célula eletroquimica baseada em trés
eletrodos: eletrodo de trabalho de carbono vitreo com area eletroativa de 3 mm?, eletrodo
auxiliar de platina e eletrodo de referéncia Ag/AgCl em capilar de Luggin, com a utilizacdo da
solugdo de PTBA em acetonitrila (0,1 mol L™1). Nestas condigdes, o ferroceno (Fc) é oxidado a
+0,375 V e os dados sdo corrigidos para a escala Fc*/°. As analises foram realizadas com o0s
ligantes em solugdo com concentragdo de 1.10° mol L?, sob atmosfera de N, e os
voltamogramas foram registrados em diferentes velocidades de varredura variando de 50 a 2000

mV s,
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2.3.3.6 Difratometria de raios X de monocristal

As estruturas do ligante e suas variaces foram determinadas por cristalografia de raios
X de um monocristal a 100 K, pelo Prof. Dr. René Boeré, com um difratdbmetro Rigaku-Oxford,
Super Nova, equipado com um detector Pilatus P200 HPAD e utilizando radiagdo Cu-Ka, A=
1,54184 A, alocado no laboratério do Departamento de Quimica e Bioquimica da UofL-
Canada. As imagens foram integradas, os dados processados e corrigidos para absor¢éo usando
CrysAlisPro 1.171.38.43, resolvido com SHELXTE e refinado usando SHELXL-2014(34

dentro do conjunto de programas Olex2[%],

2.3.3.7 Calculos teéricos

Os célculos da teoria do funcional da densidade hibrida (DFT) na fase gasosa no nivel
de teoria B3LYP/6-31G (2d,p) foram conduzidos utilizando W03 Gaussiano (ou em parte,
GW16). Os resultados foram interpretados usando GaussView 6.5. As geometrias corrigidas

por dispersao usando fatores empiricos D3 de Grimme.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Considerages sobre as sinteses

A sintese do L1 seguiu o procedimento relatado por Manabe, 19985 com algumas
modificacbes para facilitar o trabalho em atmosfera inerte, usando técnicas de canula. Este
ligante apresenta uma coloracdo branca no estado soélido e como é instavel na presenca de
oxigénio, é necessario manté-lo sob atmosfera inerte (N2). A purificagdo se mostrou dificil, o
que influenciou no rendimento final de todas as preparacGes. Este fato foi devido a solubilidade
alta apresentada pelo L1 em alcoois e em solventes como eter, acetonitrila, diclorometano e
cloroférmio a temperatura ambiente (25 °C). Todas as sinteses obtiveram alto grau de pureza,
como pode ser evidenciado pelos valores de C e H e pelos espectros de RMN.

Realizou-se o estudo da reatividade do L1, ja que 0 mesmo possui uma instabilidade em
oxigénio. Sua oxidacdo é induzida por processos de transferéncia de elétrons porque a
blindagem estérica causada pelos substituintes (tBu) bloqueia o acesso das reacdes de oxidacao
ao atomo de fosforo. O grupamento PPhs, em contraste, € facilmente acessivel aos oxidantes e,

tem um potencial de oxidacdo substancialmente mais elevado. Para investigar esse
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comportamento, avaliou-se a oxidagcdo quimica com oxigénio, enxofre e selénio, obtendo assim
variagfes do L1. O resumo desta sintese esta representado no Esquema 2.1. A investigacdo
cristalografica demonstrou que os cristais, livres de contaminacdo por 6xido eram dificeis de
serem observados devido a reatividade das fosfinas com o O. O oOxido L5 formado foi
sintetizado para confirmar esta reatividade. Verificou-se que a recristalizacdo de L1 em uma
quantidade minima de uma mistura de MeOH/EtOH 3:1 a frio sob N2, produziu pequenas
agulhas incolores, possibilitando assim, a elucidacéo da sua estrutura.

Esquema 2. 1: Esquema de sintese para obtencédo do ligante L1 e seus derivados L5, L6 e L7.

12 Etapa

H3C);C (H3C)3C

(
(H3C)3C (H3C)3C
22 Etapa
HaC)sC
(HaC)s (HC)sC (H3C)sC
i - [C]
3 Li +PCl, P p—g
(H3C)sC
(HC)sC A (HC)sC s £ Ls
L1 E=S L6

E=Se L7
2.4.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho dos ligantes

Os espectros obtidos pela anélise de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho para L1 e derivados (L5-L7), obtidos por meio de amostras em p0, sao ilustrados

na Figura 2.5.

Figura 2. 5: Espectros vibracionais na regido do infravermelho para L1 e derivados (L5-L7) em pd, obtidos por
espectroscopia de Refletancia Total Atenuada (ATR).
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Segundo Manabe, 200814, a banda intensa em 2950 cm™ ¢ atribuida ao estiramento
assimétrico (vCsp3-H) do grupamento tBu, substituinte do anel aromaético do ligante
triarilfosfina. Ja as bandas em 1584 e 1472 cm s&o atribuidas ao (vasC=C) do anel aromatico.
Pode-se evidenciar ainda bandas em 1131 e 710 cm™, referentes ao estiramento (vP-C),
resultante da ligacéo entre o &tomo de P e o C do anel aromético 3,5-dissubstituido. Em relacéo
a este modo de substituigdo, observam-se as bandas em 775 e 873 cm™. Os ligantes L5, L6 e
L7 apresentam bandas semelhantes com poucas variacdes nos valores citados, porém, algumas
bandas mais caracteristicas podem ser observadas e que comprovam as reacdes de oxidacdo
quimica, tais como, no espectro do L5 ha uma banda em 1255 cm™ relacionada ao vP=0 ¢
no L6 ha uma banda por volta de 673 cm™ atribuida ao vP=S [3¢1; o espectro do L7 apresenta
uma banda em 580 cm™ resultante do modo vP=Se 61, A Tabela 2.1 resume os modos

vibracionais com as principais atribuicGes relatadas.

Tabela 2. 1: Atribuicdo das bandas dos espectros FTIR (cm™) observadas para L1 e derivados (L5-L7).

L1 L5 L6 L7
v(Csps-H) 2950 2960 2959 2960
vas(C=C) 1584, 1472 1593, 1474 1593, 1468 1590, 1474
v(P-C) 1131,710  1149,709  1136,712 1136, 707
v(P=0) - 1255 - .
v(P=S) - - 673 -
v(P=Se) - - - 580

3(C-H) (aromatico) | 873,775 873,787 875,781 879,787

2.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear dos ligantes

Pela espectroscopia RMN de 3P{*H} e 'H evidenciou-se os deslocamentos quimicos
(o) caracteristicos, que podem ser diretamente ligados as estruturas propostas dos ligantes
sintetizados em solucdo. As atribuicdes dos sinais na Figura 2.6, foram realizadas a partir das
correlagbes observadas nos espectros e por meio da comparacdo com os valores de

deslocamentos quimicos para ligantes analogos ou ja descritos na literaturaf®303136],
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Figura 2. 6: Espectros de RMN dos ligantes L1, L5-L7: (a) RMN *P{*H} (121,49 MHz, CDCls); (b) RMN *H
(300,13 MHz, CDClI3). (Expansdo RMN !H, regido entre 7,00-7,60 ppm, em A2.1).
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Nos espectros de RMN 3'P{*H}, Figura 2.6(a), nota-se a presenca de simpletos na faixa
de 6 -1,30 a +39,54 ppm. Os diferentes deslocamentos quimicos indicam as oxidac¢des do ligante
(L1), as quais, desblindam os sinais no espectro, devido as ligagdes formadas do P com
elementos de maior eletronegatividade. Similar a este resultado observado, a série de ligantes

obtida com tris(4-piridil)fosfinal* e suas variacdes quimicas (O, Ss, Se), demonstrou a mesma
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tendéncia de desvios quimicos das ressonancias *!P{*H}: 6= 22,4 ppm para 6xido, = 38,4 ppm
para sulfeto, e um ressonancia intermediaria em 6= 31,4 ppm para o seleneto.

No espectro de RMN *H, Figura 2.6(b), sio observados os deslocamentos quimicos do
anel aromatico 3,5-dissubstituido, com simpletos entre 6 1,21-1,26 ppm, atribuidos ao
deslocamento quimico dos hidrogénios do grupo tBu (H1), nas posi¢des 3,5 do anel, os quais,
apresentam uma maior blindagem. Os dupletos com deslocamentos quimicos em & 7,06 ppm
(Jn-p=9,0 Hz) e entre 7,44-7,46 ppm (Jur=14,0 a 15,0 Hz) referem-se aos hidrogénios na
posicéo orto do anel aromatico (H2), que estdo mais desblindados, devido o acoplamento com
0 atomo de fosforo, que leva a um desdobramento do sinal. Por fim, o deslocamento do sinal
na forma de tripleto em regides mais desblindadas do espectro, & 7,34 ppm e entre 7,50-7,55
ppm (Ju-w=1,5 a 1,8 Hz) é atribuido aos hidrogénios em posicdo para do anel aromatico (Hs).
Esta maior desblindagem é resultante da aproximacdo com o0s substituintes tBu, por serem
volumosos, com grande efeito estérico.

Os sinais para os hidrogénios (H2 e Hs), em posicdo orto e para do anel aromatico,
respectivamente do L5, L6 e L7, estdo situados na regido mais desblindada do espectro, em
relacdo aos sinais do L1. Novamente isso € ocasionado pela interacdo do atomo de fésforo com
os elementos O, S e Se, proveniente das oxida¢cdes quimicas, que mudam o ambiente quimico

dos hidrogénios ao redor do 4&tomo de P.

2.4.4 Estudo Cristalografico e Computacional das estruturas do L1

2.4.4.1 Estrutura do cristal L1

A difratometria de raios X de um monocristal de L1 demonstrou que a estrutura é
formada por pequenas placas longas e finas incolores, quando obtidas por recristalizagdo em
etanol ou metanol. A estrutura é complexa, formada por 4 moléculas independentes, que
cristalizaram nos sistemas cristalinos triclinicos e apresentaram grupo espacial em uma rede
P21/c (denotada como Z'= 4), Figura 2.7.
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Figura 2. 7: Representagcdo ORTEP das estruturas de L1 com 4 moléculas independentes P1, P100, P200 e P300.
Cristais crescidos a partir de etanol 99%.

FONTE: GUIMARAES et al., 2018[7],

A base de dados de Durham Z' para Z'> 4 ndo apresenta dados para ligantes do tipo
PArs. Convencionalmente este pardmetro Z' é usado para denotar o nimero de moléculas na
unidade assimétrica. E definido como o niimero de unidades de formula na célula unitaria,
dividido pelo numero de posi¢des das moléculas independentes. A complexidade da unidade
assimétrica deriva do fato de que as moléculas estdo livres para se associarem ao espaco
tridimensional®®. Uma revisdo realizadaem CSD” (CSD Versdo 5.39, novembro de 2017), para
a estrutura tris[3,5-bis(trifluormetil)fenil]fosfina (CSD refcode: IGAGIG), um analogo
estrutural préximo de L1, em vista do tamanho molecular semelhante de CF3 e substituintes
tBu, também cristaliza com Z'= 41% Além disso, nessa estrutura, trés das quatro moléculas
estdo predominantemente em uma conformacgdo “plana” e apenas uma ¢ helicoidal.

Estas moléculas, existem como dois isbmeros conformacionais distintos, um contendo
o anel arila C1> C6 orientado de forma “plana”, isto €, ortogonal a um plano que contém o eixo
principal da molécula através de P1 e os elétrons isolados do fosforo, como mostra a Figura
2.8(a), as outras trés moléculas tém um arranjo helicoidal comum aos trés anéis arila Figura

2.8(b)). Os dois tipos de conformacéo séo ilustrados em perspectiva na Figura 2.8(c).

*The Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), disponivel em: https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-
system/components/csd/
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Figura 2. 8: Elipsoides de deslocamento (30% de probabilidade) de (a) conformacéo “plana” designada por P1
contendo C1—C54; (b) uma das conformagdes helicoidais designadas por P100; (¢) Diagramas de perspectiva das
moléculas P1 e P100 para as principais conformacfes tBu na estrutura cristalina. (Moléculas P200 e P300,
representacdo das estruturas, em A2.2).

Conférmero plano Conférmero helicoidal

FONTE: Adaptado de GUIMARAES et al., 20187,

A molécula designada por P100 tem uma rotagdo no sentido anti-horario (configuracao
P) se vista de cima, enquanto P200 e P300 (outras moléculas conformacionais) possuem rotacdo
no sentido horario (configuracdo M). Portanto, trés das quatro moléculas da estrutura possuem
uma perturbacdo rotacional dos anéis arila. As conformacfes limitantes dos grupos tBu
observadas na Figura 2.8(c), ttm um grupo metila no plano ou sin com o lado do anel arila (cor
vermelha) ou anti (cor verde).

Este controle estereoquimico sobre o isomerismo de estruturas em forma de hélice de
cations trimesitilmetilfosfonio ja foram obtidos, pois, 0s mesmos sdo conhecidos por adotarem
tais geometrias quirais que diferem, tanto em solucdo quanto no estado solido, no sentido da
torcédo dos trés aneis aromaticos presentes em tais estruturas. Essas por¢des existem, portanto,
em dois enantidmeros com configuragdes P (sentido horério) ou M (sentido anti-horario)%,
como mostra Figura 2.9. A maioria dos sistemas, incluindo triarilfosfatos e sais de
triarilfosfonio, apresentam uma troca rapida entre os enantidmeros em solucgéo e seu isolamento

a temperatura ambiente na forma ndo racémica.
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Figura 2. 9: Desenho em perspectiva dos conférmeros P (sentido horario) e M (sentido anti-horario) para as
moléculas de hélice piramidal.

Me Me
=N A=

!

FONTE: LALEU, et al., 200671,

2.4.4.2 Andlise computacional das conformaces de (L1)

A fim de compreender quais estruturas coexistem na estrutura cristalina de (L1) com
(Z2’= 4), considerando as diferentes conformacdes apresentadas pela molécula, verificou-se qual
estrutura, sendo ela plana ou helicoidal, a de menor energia e qual a diferenca de energia entre
os conférmeros apresentados. Este estudo foi realizado por simulacBes computacionais
baseadas na Teoria do Funcional de Densidade (DFT) aliada ao funcional hibrido no nivel de
teoria B3LYP/6-31G (2d, p) e uma otimizacdo que comecga com a forma plana de L1 (Figura
2.9), convertendo-se em uma geometria helicoidal. A geometria plana otimizada foi encontrada
em aproximadamente de 6 kJ.mol?, valor mais alto em energia do que o valor para a
conformacao helicoidal otimizada.

Uma vez descoberto que a forma helicoidal é a mais estavel, foi dada atencdo as
conformac@es limitantes dos grupos tBu na molécula de L1. A conformacao simétrica tripla em
que todos os trés grupos tBu exo (no lado do atomo de fésforo da piramide) sdo syn e os trés

grupos endo todos anti (Figura 2.10), é a energia mais baixa neste nivel de teoria.

Figura 2. 10: Conférmero de energia minima obtida por DFT: grupos tBu superiores orientados com um grupo
metil coplanar syn (vermelho) e todos os grupos tBu inferiores orientados anti (verde).

o
b
=N

FONTE: Adaptado de GUIMARAES et al., 2018137],
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A geometria apresentada na Figura 2.10, com orientac¢des otimizadas do grupo tBu, foi
entdo usada para investigagdo computacional da conformacdo!®, Figura 2.11. Para
comparagao, utilizou-se a a fosfina PPhs uma varredura similar no mesmo nivel de teoria. As
varreduras foram realizadas em aproximadamente 180°. Para PPhs a partir do enantibmero
helicoidal M, i, a energia aumenta até um maximo de ii em cerca de 5,6 kJ mol*, com uma
orienta¢do “plana” de um dos anéis, de acordo com a determinagdo por Mislow de que o giro
de dois anéis, é o mecanismo limite para racemizacao de moléculas triaril de forma piramidais,

COmo esta representado na Figura 2.120%401,

Figura 2. 11: Varreduras computacionais comparativas de energia no nivel de teoria B3LYP/6-31G (2d, p) para
L1 e PPh; com otimizacéo de todos os pardmetros além dos &ngulos de tor¢éo Cipse-P-Cipsoo-Corto. Conformacdes
moleculares para 0s maximos e minimos de energia também sdo representadas.

Barreiras Calculadas
(L1) PPh;

25.0 1

0.0
A
5.0 1

0.0 1

5.0 1

Energia (KJ.mol)

- 3 25 85
CFPSO'P'Cipso'cono ﬁngulo de tor;éo (o)

FONTE: Adaptado de GUIMARAES et al., 20187,

Figura 2. 12: Perspectivas (vistas de cima) dos processos classicos de "giro" para racemizacdo das moléculas,
segundo Mislow.

— "1

Me Me
R 2 A
. I

FONTE: LALEU, et al., 200611,

|
|
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Além desse m&ximo obtido pela estrutura M ii do ligante PPhs, a estrutura helicoidal P
iii é alcancada. A conducéo adicional dos angulos diédricos leva a uma segunda conformacao
de forma “plana” em iv a 5,1 kJ mol~?, que difere de ii nas tor¢des relativas dos outros dois
anéis arila, que depois cai rapidamente para uma geometria M helicoidal v que ¢ idéntica a
conformacdo i. Isto ndo é surpreendente, mas quando a mesma varredura é realizada na
geometria otimizada de L1, a partir do estado fundamental M, a energia sobe abruptamente e
atinge um maximo para o conformero 11 por volta de 26 kJ mol~?, para o qual, a geometria esta
muito proxima do intermediario idealizado por Mislow, por um mecanismo de inversao de um
anel (um anel arila paralelo ao eixo principal). No conférmero Ill, o enantibmero P1 é
alcancado (o0 que pode ser otimizado para a mesma energia que o conférmero I). A condugéo
adicional do diedro leva ao conformero 1V a 6,7 kJ mol~%, com o tinico anel arila “plano”. Aqui
pode-se evidenciar uma comparacdo, onde a barreira de energia para os intermediarios 1V e iv
sdo extremamente semelhantes, apesar das grandes diferencas no volume de seus substituintes.
Assim, pode-se esperar que o ligante estudado L1 mude de conformacéo, invertendo-se sobre
a barreira de energia em 1V, para interconverter sua quiralidade. Desta forma pode-se propor
que, as estruturas que apresentam menor energia, I11, IV e V, coexistem na estrutura cristalina

(Z'= 4), de acordo com as estruturas obtidas por raios X.

2.4.4.3 Caracterizacéo cristalografica dos derivados de L1

Os dados das estruturas cristalograficas resolvidas pela técnica de difratometria de raios
X do L1 e seus derivados (L5-L7), podem ser verificados na Tabela 2.2 e os principais
comprimentos e angulos de ligacdo na Tabela A2.3. Durante o desenvolvimento deste trabalho,
breves relatos foram encontrados para a preparacdo do 6xido (L5)?* e o ligante com selénio

(L7)B% com caracterizagdo parcial para cada um destes compostos formados.
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Tabela 2. 2: Cristal, determinag&o da estrutura e pardmetros de refinamento.

Ligante L1 L5 L6 L7
Férmula empirica Ca2HesP C42HgzOP-0.8H20 Cs2HesPS Ca2HesPSe
Peso Molecular 598.89 629.34 630.95 677.85
Temperatura 99.9(2) 99.99(17) 100.00(10) 99.99(14)
Sistema cristalino monoclinico triclinico monoclinico monoclinico
Grupo espacial P2i/c P1 P2i/c P2i/c
alA 33.5426(3) 14.5038(2) 10.37504(9) 10.31240(10)
b/A 10.06131(11) 16.8369(2) 19.11982(16) 19.3690(3)
c/A 46.2696(5) 18.8775(2) 20.46184(16) 20.3821(3)
a/° 90 68.1500(10) - -
[ 93.3735(9) 72.7510(10) 91.3953(7) 90.5170(10)
v/° 90 89.9500(10) - -
Volume/A3 15588.1(3) 4054.98(9) 4057.79(6) 4070.97(10)
Cela unitéria Z 16 4 4 4
VA 4 2 1 1
peaicg/cm?® 1.021 1.037 1.033 1.106
w/mm? 0.790 0.819 1.249 1.788
F(000) 5280 1392 1384 1456
Tamanho do 0.15x 0.12 x 0.03 0.339 x 0.089 x 0.28 x 0.18 x 0.07 x 0.06 x
cristal/mm?® .035 0.13 0.05
Radiacéo CuKa (A=1.54184) CuKa (A=1.54184) CuKa (A= CuKa (A=
1.54184) 1.54184)
Limites de 20 para 6.7 to 155.122 6.43 to 155.474 8.526 to 8.564 to
coleta de dados /° 155.128 159.654
Indices -41<h<42,-6<k -18<h<18-21<k -13<h<11-23 -13<h<13-24
<12,-57<1<58 <21-23<1<23 <k<23-24<1 <k<24-26<1
<25 <25
Reflexdes coletadas 98894 162605 40872 64116
Reflexdes 32038 17081 8443 8813
independentes
Rint =, Rsigma = 0.0381, 0.0401 0.0392, 0.0172 0.0382,0.0257  0.0566, 0.0305

Dados/limitacdes/para
metros
Refinamento (F?)

R final [I>20]
WR: [todos os dados]

Max, min residual

32038/1620/1825

1.014
0.0562
0.1452

0.73/-0.39

17081/1146/1104

1.035
0.0613
0.1618

0.89/-0.52

8443/426/477

1.035
0.0636
0.1755

01.01/-0.69

8813/345/424

1.103
0.0747
0.1895

1.04/-0.92
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O L5, a partir de uma mistura acetona/agua, cristaliza na forma de dois dimeros
centrossimétricos conectados em ponte por duas moléculas de 4gua, com (Z'= 2), como ilustra

a Figura 2.13.

Figura 2. 13: Gréafico dos elipsoides de deslocamento (40% de probabilidade) de um dos dois dimeros com pontes
de agua, cristalograficamente independentes e centrossimétricos do Lb5.

FONTE: Adaptado de GUIMARAES et al., 2018[7),

As estruturas cristalinas do L6 e L7 formaram-se em solugdes de n-heptano a quente,
sendo isoestruturais em uma rede P21/c, representadas na Figura 2.14. Nota-se que a presenca
dos substituintes 3,5-tButil proporcionam menores interacdes na rede cristalina. Ambas as redes
também contém espacos vazios (67 A3, 1,7% do volume da célula para L6; 141 A3, 3,5% do
volume da célula para L7), mas os volumes desses vazios sd0 muito pequenos para serem
acessiveis ao solvente. Ndo ha também contatos intermoleculares significativos em nenhuma

das estruturas relatadas.

Figura 2. 14: Elipsoides de deslocamento (40% de probabilidade), que descreve a estrutura molecular do (a) L6
e (b) L7, conforme encontrado em suas redes cristalinas.

FONTE: Adaptado de GUIMARAES et al., 2018131,
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2.4.4.4 Indice de Piramidalidade dos ligantes X{2CPC} e o efeito estérico.

O indice de piramidalidade X {2£CPC} do L1 é 303,5(2)° para as geometrias helicoidais
(P200, 300, 400), mas 308,5(1)° para a geometria planar da molécula P1 na rede cristalina.
Podemos também comparar £{£CPC}= 313,31(5)° em L5, 314,69(5)° em L6 e 315,28(10)°
em L7. A partir destes dados, percebe-se que exceto para a geometria planar em L1, todos os
derivados de tris(3,5-di-terc-butilfenil) fosfina sdo consistentemente mais piramidais que os
analogos E=PPhs, onde E=0, S, Se: {£CPC}= 319,26(3)° para O=PPhsl?¥l, 317,5(4)° para
S=PPhs[®! e 317.9(6)° em Se=PPhs?®l. Assim, pode-se confirmar que os grupos 3,5-tBu
substituidos em anéis arila das fosfinas estudadas PArz, ndo geram presséo estérica em posicoes
endo, mostrando uma interacdo ndo repulsiva nestas regides.

As origens mais provaveis para essa interacdo que resultam do aumento da
piramidalidade para esses ligantes, sdo as for¢as de dispersédo que operam entre 0s grupos 3,5-
substituidos e a densidade eletronica m dos anéis aromaticos ricos em elétronst*!. Para confirmar
esta hipotese, os calculos DFT originalmente usados na analise de dados foram repetidos no
mesmo nivel de teoria, com otimizacdo da geometria para L1 a L4. E os resultados mostraram
que tém valores decrescidos de X{£CPC}, os quais se correlacionam diretamente com a
identidade dos substituintes 3,5-substituidos, ou seja, £{£CPC}>305,4° para L4, X{£CPC}=
304,8° para L2 e L3 (com pequena altera¢do) e £{£CPC}= 298,3° para L1 (com contracdo

consideravel).

2.4.5 Estudo eletroquimico e forca doadora dos ligantes L1-L4

As propriedades eletroquimicas das fosfinas L1-L4 e PPhs foram estudadas por
voltametria ciclica em solu¢es de CH3CN/[nBusN][CIO4], e os voltamogramas obtidos estdo
apresentados na Figura 2.15, onde esta disposta também a correlagdo entre energias de Epa

(potencial de pico anddico) com a energia dos respectivos orbitais HOMO.
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Figura 2. 15: (a) Voltamogramas ciclicos das fosfinas L1-L4 obtidos em solu¢cbes CH3CN/[nBu4N] [ClOq]
obtidas vs. Ag/AgCl a 100 mV e expressas na escala Fc+/0; (b) Basicidade de L1-L4 e PPh; avaliada em funcéo
da correlacéo entre energias de Epa e HOMO de DFT; (c) (Inser.) Diagrama da superficie orbital de Kohn-Sham
para o orbital molecular da espécie reduzida de L1.
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FONTE: GUIMARAES et al., 201871,

Os voltamogramas mostram a presenca de um processo de oxidacao irreversivel com
potenciais de pico anodico (Epa) na faixa de +0,54 a +0,79 V, tais valores estdo apresentados na
Tabela 2.3. Este processo de oxidacéo irreversivel foi atribuido a formacdo de uma espécie
estavel, que ndo sofre nenhum processo de reducdo na sequéncia, de acordo com a reacao a
seguirft®20l;

:PPhs —>  PPhs" +¢ (orbital HOMO) [2.1]
Tabela 2. 3: Dados voltamétricos experimentais e energias dos orbitais redox calculadas por DFT.
Fosfina Epa (V)&  AE de L1 (V) HOMO (eV)™!
PPhs 1,04@ -0,251 -5,755
L1 0,785 0,000 -5,549
L2 0,745 0,025 -5,536
L3 0,735 0,039 -5,416
L4 0,535 0,251 -5,228

l{IMedidos em soluges de CH3CN/[nBusN][ClO4], vs. Ag/AgCl e calibrados versus Fc *°, Eyp = +0,375 V. Erro
estimado = + 0,010 V. PIDados da geometria otimizada B3LYP/6-31G (2d, p), a partir de célculos hibridos DFT
incorporando as corre¢des de dispersdo empirica D3 da Grimme.

Além disso, boas correlagdes dos potenciais de pico anodicos (Epa) foram obtidas para
a basicidade relativa das fosfinas (AE em relagdo ao potencial do L1). O potencial de oxidagéo
obtido por voltametria ciclica € um parametro frequentemente usado para classificar as
propriedades das fosfinas. Esta medicdo é realizada diretamente sobre a fosfina livre, e assim,

a escala resultante é independente de qualquer questdo relacionada com a sintese ou utilizagdo
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de complexos metalicos. Por este método podemos determinar as habilidades de o-doador e
carater m-aceitador dos ligantes testados!*®l. Os calculos DFT B3LYP/6-31G (2d,p) otimizados
para determinar a geometria, incorporando a correcdo de dispersdo empirica D3 de Grimme,
foram realizados para L1-L4, e a energia do HOMO de cada fosfina esta listada na Tabela 2.3.

Nota-se que a faixa de potenciais dos ligantes L1-L4 (0,25 V) é razoavelmente grande
para essa variacdo nos substituintes. Os dados do potencial de oxidagdo se correlacionam
linearmente com as energias do HOMO calculadas para L1-L4, cujo orbital € o que envolve a
remocao de um elétron na oxidacédo eletroquimica (Figura 2.15(c), insercdo), resultando em
uma correlagdo linear com R? de 0,97 (Figura 2.15(b)). De acordo com esses dados
voltamétricos e com as energias dos orbitais HOMO nota-se que as forcas doadoras de L1-L.3
sdo semelhantes, e que, o L4 é o ligante que apresenta maior basicidade, devido ao efeito
ressonante do substituinte MeO.

O estudo da variagdo da velocidade de varredura para L1-L4 foi realizado em um
intervalo de 100 a 1200 mV st (ver A2.4) onde, avaliou-se a natureza do transporte do material
eletroativo para a superficie do eletrodo. Para a determinacdo do processo de transferéncia de
massa, fez-se uma correlacdo entre a intensidade da corrente do pico anodico (lpa) Vs. a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v*/2), e os resultados sugerem que a transferéncia de massa
dos ligantes em solucao até a superficie do eletrodo de trabalho ocorre por meio de um processo

difusional, devido a maior linearidade observada na relagio entre lpa x v /2441,

2.5 CONCLUSOES PARCIAIS

As sinteses do L1 e derivados (L5-L7) foram realizadas com sucesso, obtendo-se
compostos de pureza elevada por meio de recristalizacdo. As técnicas de caracterizacao
quimicas e espectroscopicas permitiram confirmar as estruturas propostas para estes ligantes.
Os espectros de RMN 3*P{H} evidenciaram a presenca de simpletos na faixa de
6 -1,30 a +39,54 ppm, sendo os maiores deslocamentos quimicos resultantes das oxidagdes do
L1, as quais, desblindam os sinais no espectro, devido as ligagdes formadas entre o &tomo de P
com elementos de maior eletronegatividade (O, S, Se). A estrutura cristalografica determinada
para L1 apresentou uma desordem com 4 moléculas independentes, denotada como Z'= 4,
estendendo o estudo devido ao volume dos substituintes e seu efeito estérico e eletrdnico
decorrente. Na estrutura do L1 com Z'= 4 existem dois isdmeros conformacionais, um com o
anel arila de forma “plana” e outras trés moléculas tém um arranjo helicoidal comum aos trés

anéis arila, sendo esta ultima forma a mais estavel.
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As propriedades estruturais de L1 e L5-L7 demonstraram em sua cristalografia os
desafios impostos pela substituicdo do grupo 3,5-tBu. O L1 cristaliza como um aglomerado
complexo de quatro moléculas com varias conformacdes diferentes (Z’=4), 0 L5 tem uma
afinidade forte pela agua; e as estruturas de L6 e L7 apresentam espagos vazios que ndo sdo
preenchidos por solvente, mas indicam que as formas volumosas tém dificuldade em preencher
0 espaco eficientemente. A partir dos resultados dos indices de piramidalidade das estruturas,
> {£CPC}, confirma-se que os grupos 3,5-tBu substituidos nos anéis das PArs e seus derivados,
ndo geram pressao estérica em posi¢cdes endo, mostrando uma interacdo ndo repulsiva nestas
regides.

Uma vez que uma maior piramidalidade esta associada ao aumento da contribuicédo
orbital s para 0 HOMO, a crescente piramidalidade resultante das maiores forgas de dispersao,
também sdo uma explicacdo plausivel para que a basicidade de L1-L3 seja menor do que
esperado. Em vista da correlacdo com as energias HOMO calculadas pelo DFT, sugerimos que
a forca doadora das fosfinas L1-L4, estabelecida pelos potenciais de pico anddico do processo
irreversivel, € de certa forma precisa para estes ligantes, sendo o L4 o que apresenta maior
basicidade.
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CAPITULO 3. COMPLEXOS DE RUTENIO-ARENO COM LIGANTES
TRIARILFOSFINA (PArs) E 3-METILPIRIDINA (N)

3.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.1 Complexos de ruténio-areno

O atomo de ruténio com sua configuracéo eletronica [Kr]4d’,5s?, pertencente ao grupo
VIl dos metais de transicdo da Tabela periddica, tem inimeras propriedades que o destacam
frente a outros metais, como, por exemplo os diversos numeros de oxidacdo que pode
apresentar, na faixa de 2- a 8+, sendo mais comum complexos com o metal no seu estado de
oxidagdo 3+ e 2+2, Os compostos deste metal podem compreender diversas geometrias como
octaédrica, tetraédrica, piramidal trigonal e trigonal plana, dependendo do seu estado de
oxidacdo. O ruténio pode formar complexos com diversos grupos de ligantes como a carbonila,
fosfinas terciarias, ciclopentadienilas, arenos, ligantes N-doadores, dienos e carbenos!l.

A quimica organometélica do ruténio tem evoluido, podendo destacar os principais
avancos destes complexos em areas como biologia, medicina, catéalise, nanociéncia, processos
redox e materiais fotoativos®. Dentro desta classe de compostos, os complexos
organometalicos de ruténio com o ligante areno (especificamente o n®-p-cimeno) tém
despertado grande interesse devido sua estabilidade, facilidade de sintese, e caracteristicas
como hidrofilicidade e lipofilicidade evidentes®.

Os compostos com a presenca dos ligantes areno sdo definidos como hidrocarbonetos
aromaticos com alternancia das ligacGes n e o, onde a importancia da quimica destes ligantes
deve-se a sua capacidade de doar densidade eletronica para os centros metalicos, com uma
ligagcdo do tipo retroligacdo de carater « ( ligante o-doador e n-aceptor ) . O centro metélico
estd num ambiente de coordenacdo pseudo-octaédrica, no qual trés sitios de coordenacdo estdo
ocupados pelo ligante areno, ligado sob a forma n®, enquanto varios ligantes podem ocupar 0s
outros trés sitios de coordenacdo!®. Uma analogia & estrutura destes complexos pode ser feita
em comparagdo com um banquinho de piano de trés pernas, também chamada a estrutura
“piano-stool”, Figura 3.1 A ligacdo entre metal-hidrocarboneto nestes complexos é
altamente estavel em acido, base, bem como em condi¢Ges redutoras ou oxidantes, enquanto
gue os outros ligantes podem ser facilmente substituidos. As propriedades dos complexos de
ruténio-areno podem ser facilmente alteradas por modificacdo do areno e dos ligantes na

estrutural®l. O substituinte areno tem a acéo de estabilizar o ruténio no seu estado de oxidacio
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(2+), mantendo-o relativamente inerte e pequenas variacdes no anel aromatico deste ligante,
pode tornar a molécula mais versatil e melhorar seu desempenho®10.111,

Figura 3. 1: Imagem retratando a analogia entre a estrututa de um “piano-stool” (esquerda) e um complexo de

ruténio-areno e seus ligantes XYZ (direita).

I
Ru,
/ "/, ///
7 \ X
Y

Fonte: PAGE, 20127,

Os complexos organometalicos de ruténio-areno tém atraido a atencdo de varios
cientistas, quimicos e bi6logos, devido as suas propriedades quimicas especificas. O progresso
na quimica destes compostos resultou da descoberta dos complexos binucleares com clorido
em ponte, [Ru(n®-p-cimeno)(u-Cl)Cl]2, por Winkhaus e Singer[*®l. Depois de alguns anos a sua
estrutura binuclear foi estabelecida, por estudos realizados por Bennett e Matheson!**l e
modificada por Jensen, Rodger e Spicer!*®!, cuja rota sintética é adotada atualmente (Esquema
3.1). Zelonka e Baird!*® mostraram que a rota de sintese estipulada leva a formagio de
precursores indispensaveis na quimica organometélica do ruténio, pela formacéo de um dimero

estavel que pode reagir com uma variedade de ligantes.

Esquema 3. 1: Reagdo empregada para a formagdo do precursor [Ru(n8-p-areno)(-CI)Cl]..

>R R
RUCl3.xH,0 @ cl Ci
| | + 3-XH>2 N_ /N

R

A Y u /RU\
FONTE: Adaptado de BENNETT e MATHESONI4],

Nesta classe, o ligante (n°®-p-cimeno)(1-metil-4-isopropilbenzeno) é o ligante areno
mais investigado para a preparacdo de complexos de ruténio (I1). Esta notoriedade deve-se em
parte a sintese do dimero [Ru(n®-p-cimeno)(u-CI)Cl]z a partir de cloreto de ruténio (111)
hidratado e a-felandreno, um terpeno que ocorre naturalmente. A facil clivagem da ponte de
cloreto do complexo dimero com 2 equivalentes de uma fosfina como ligante, por exemplo,
ocorre prontamente levando & formagao de complexos monometalicos de ruténio-arenol*”l.

A coordenagdo do ligante (n®-p-cimeno) ao centro metalico confere vérias
funcionalidades ao complexo sintetizado, podendo influenciar na solubilidade de tais

compostos em agua e em solventes organicos polares e apolares. Os outros trés sitios de
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coordenacdo (X, Y e Z), Figura 3.1, sdo modificados para gerar complexos neutros e
catidnicos, que poderdo influenciar na atividade/reatividade desses no meio
fisiologico/catalitico, aliado ao efeito sinérgico ligante-metal™®l. Devido estas propriedades
citadas, estes complexos sdo frequentemente utilizados em catalise na area bioldgica, para
varias reagbes organicas e suas transformacBesi*® podem atuar em arranjos
supramoleculares(®l, sensores eletroquimicos?®!, além de serem promissores em atividades
antitumoral(?*?2 antifingica e antiparasitaria %! e antimicrobianal*2°!,

Um exemplo classico de complexos de ruténio(ll)-areno, sdo os chamados RAPTAs. A
sintese desses complexos é baseada na adi¢do do ligante (pta= 1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano)
com o dimero [Ru(n®-p-cimeno)(u-CI)Cl]2, resultando na formagdo desta nova classe de
complexos. Destaca-se a formacdo de dois complexos, os denominados RAPTA-C e o
RAPTA-T de formulas moleculares [Ru(n®-p-cimeno)(pta)Cl2]) e ([Ru(n’-tolueno)(pta)Clz],
respectivamente (Figura 3.2). Esses complexos possuem propriedades citotoxicas e
antitumorais e estdo em estudos pré-clinicos?62":281, O ligante pta é hidrofilico conferindo uma
boa solubilidade aos complexos, caracteristica também relevante pela presenca do ruténio e dos
ligantes cloridos. Em contraste, (n°-p-cimeno) e (n°-tolueno) possuem uma caracteristica
hidrofobica. Estas duas propriedades, ddo a estes complexos de ruténio-areno um carater
anfifilico, sendo importante para aplicacBes principalmente em estudos bioldgicos, por

apresentarem maior facilidade de interagio com o material biol6gicol?”:2%:30]
Figura 3. 2: Compostos de Ru(ll)-areno desenvolvidos por Dyson: A) RAPTA-C, B) RAPTA-T.
A i

B
mf’?”\ 2 C|"’/R”\
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FONTE: Bergamo, 2012271,

3.1.2 Complexos de ruténio-areno com ligante fosfina

Na quimica de coordenacéo, as fosfinas sdo os ligantes mais comuns e desempenham
um papel importante, devido a sua capacidade de permitir principalmente a reatividade, a
estabilidade e o aumento da basicidade de complexos organometalicost®, como descrito no
Capitulo 2. A possibilidade de variar os grupos substituintes ligados ao atomo de fosforo torna
esses ligantes interessantes para o estudo dos efeitos desta substituicdo, como realizado para a

classe de fosfinas estudadas neste trabalhof32,
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Na literatura sdo reportados exemplos de diversos complexos de ruténio-areno fosfina,
dentre eles, podemos citar trés estudos que relatam o efeito da variacdo da estrutura do ligante
nas propriedades quimicas e aplica¢des dos mesmos. Hodson e Simpsonf®®! reagiram o dimero
[Ru(n’-p-cimeno)(u-C1)Cl]2 com as fosfinas P(OPh)s, P(OMe)s, PPhs e PMes, em hexano a
quente, e obtiveram a série de compostos monoméricos [Ru(n®-p-cimeno)(L)X;] (onde L=
fosfinas e X= ClI, I, Br). As caracterizacbes desses compostos pelas correlagdes {3 C—*H} e
{*H-'H} COSY e NOESY permitiram a diferenciacio dos prtons em posi¢éo orto para o grupo
isopropil do anel n8-p-cimeno, em deslocamentos quimicos maiores, em relacéo ao susbtituinte
metil em orto no anel.

Lee e colaboradores®¥ sintetizaram os complexos [Ru(n®-p-cimeno)(L)Cl2] contendo
ligantes fosfinas ou fosfitos derivados de fldor (Figura 3.3). Como os complexos com as
fosfinas fluoradas foram mais sollveis em &gua, é esperado pelos autores ser um fator
importante na citotoxicidade destes compostos, provocando maior lipofilicidade. O estudo das
propriedades eletronicas por meio de calculos tedricos, sugeriram que o flior afeta a capacidade
doadora da fosfina ou fosfito, reduzindo a o-doagédo (basicidade de Lewis), fazendo que o
orbital LUMO mude de um carater que envolve Ru(dx; ou dy;) para um carater «* do ligante

fosfina.

Figura 3. 3: Preparagédo dos complexos [Ru(n®-p-cimeno)(L)Cl;] contendo fosfinas e fosfitos fluorados.
L= Fos_fina Fosfito
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FONTE: LEE et al., 201634,

Biancalana e colaboradores™! sintetizaram os complexos [Ru(n5-p-cimeno) («P-PPhz(2-
CsH4OCO-EA))CI;] e [Ru(n®-p-cimeno)Ru(kP-PPh2(4-C¢HsCO2CH.CH,OCO EA))CI], onde
(EA-CO2H= &cido etacrinico) (Esquema 3.2). A incorporacgédo do &cido etacrinico via fosfato,
uma molécula biologicamente ativa que ¢ um um inibidor de glutationa transferases (GSTS)
envolvido em mecanismos de resisténcia, implicou na melhora da atividade antiproliferativa in
vitro destes compostos contra a linhagem BxPC3, adenocarcinoma pancreatico, com valores de

ICs0 de 13,4 UM e 7,7 M, proximos ao complexo de referéncia cisplatina 11,0 uM.
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Esquema 3. 2: Preparacéo dos complexos [Ru(n5-p-cimeno)(PArs)Cl,], onde PArs; sdo triarilfosfinas substituidas
derivadas do acido etacrinico.
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FONTE: BIANCALANA et al., 20166,

3.1.3 Complexos de ruténio-areno com ligantes N-heterociclicos

A troca de um ligante no ambiente de coordenacdo de um complexo pode favorecer
mudancas tanto quimicas e estruturais, quanto as propriedades bioldgicas, levando a um
aumento pronunciado das caracteristicas terapéuticas e modo de interacdo destes complexos.
Neste contexto, os ligantes contendo atomos N-doadores estdo entre os mais aplicados para a
sintese de complexos de metais de transicdo, dentre eles estdo a classe das piridinas, bipiridinas
e aminas. Estes ligantes apresentam uma forte estabilizacdo do campo ligante em solucgéo
aquosa, nos estados de oxida¢do mais comuns para o centro metalico de Ru (I1), Ru (I11) e Ru
(1V), e geralmente s&o estruturas octaédricas e inertes a substituicdol*>26371,

As vantagens de se utilizar complexos de ruténio com ligantes N-heterociclicos incluem:
a confiabilidade para sintetizar complexos com estruturas estaveis e previsiveis, habilidades de
ajustar afinidades de ligantes, e potenciais resultados bioldgicost®8. Além disso, os efeitos
estéricos e eletrbnicos em torno do atomo de ruténio podem ser escolhidos de forma apropriada
por substituintes volumosos e/ou substituintes retiradores ou doadores de elétrons incorporados
nos ligantes nitrogenados!®¢,

E reconhecido que esta classe de ligantes proporcionam uma boa estabilidade para a
estrutura de Ru(ll), devido as suas propriedades eletrénicas n-receptoras, que permitem a
interacdo com estruturas supramoleculares. Esses ligantes estabelecem interagdes direcionais
ndo covalentes do tipo 7-wt, que sdo mais fracas do que as ligagdes de hidrogénio, mas forte o
suficiente para aumentar a estabilidade dos complexos, tanto em solugdo como no estado solido.

Dentre os complexos de ruténio-areno com ligantes N-heterociclicos, destaca-se a série
[Ru(n®-p-cimeno)(L)CI.], sendo que L sdo flavondides e seus derivados (aminoflavonas) de

origem de compostos naturais capazes de induzir efeito citotoxico em varias linhagens. As
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propriedades de transferéncia eletronica de todos os complexos, confirmaram um processo
irreversivel de transferéncia de elétrons ocorrendo, 0 que provavelmente resulta em maior
estabilidade eletroquimica dos compostos in vivo. A citotoxicidade desses compostos foi
avaliada em varias linhagens celulares de melanomas e leucemia, demonstrando uma aplicacéo

promissora no que se refere a toxicidade!®, Figura 3.4.

Figura 3. 4: Rota sintética de complexos ruténio-areno com ligantes flavondides e seus derivados (aminoflavonas).
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FONTE: PASTUSZKO et al., 20131,

Grau e colaboradores“l descreveram a sintese de trés séries de compostos
organometalicos com estrutura [Ru(n®-p-cimeno)LCl,] onde (L= 2-, 3- ou 4-metilpiridina (A);
L= 2,3-, 2,4-, 2,5-, 3,4-, 3,5-dimetilpiridina (B) e L= 1,2-, 1,3- 1,4-metilaminobenzeno (C)),
ilustradas no Esquema 3.3. Por dicroismo circular percebeu-se que ap6s hidrélise do ligante
Cl" houve interacdo destes complexos com estrutura secundaria do DNA, sendo esta de natureza
covalente devido a afinidade do ruténio (1) com o N da guanina, principalmente na posicao
N7, confirmando um possivel mecanismo de a¢do. Os compostos com os ligantes metilpiridina
da série A e C tiveram seus testes de citotoxicidade realizados, porém, para os complexos do
tipo C, ndo foi possivel estimar porque esses sdo fracamente solUveis nas condicdes
experimentais dos ensaios. A série A exibiu propriedades citotoxicas in vitro contra para células
de cancer do colon (LoVo), sendo os valores de ICsp variaveis de acordo com a substitui¢do do
ligante na série A, com 2-, 3- ou 4-metilpiridina e valores de ICso de 78, 90 e >50 uM,

respectivamente.
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Esquema 3. 3: Esquema reacional para a sintese dos complexos [Ru(n®-p-cimeno)LCl;], onde L simboliza

isdmeros estruturais da metilpiridina (A), dimetilmetilpiridina (B) e metillaminobenzeno (C).

MeOH
o’ 65% 8h oL
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NH2
N N N
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FONTE: GRAU et al., 201611,

Richter e colaboradores!*!! sintetizaram complexos com ligantes N-doadores mono ou

bidentados, com substituintes do grupo carboxila ou éster, Figura 3.5. Os testes para prever a

interacdo destes compostos, indicaram que os complexos monodentados interagem com 0 DNA

por uma ligacdo covalente, semelhante a interagcdo apresentada pela cisplatina, enquanto que 0s

complexos em sua forma bidentada, apresentaram uma interacdo covalente com o DNA apds

exposicao a luz ultravioleta, semelhante aos analogos da cisplatina. Os autores sugerem que a

fotoexcitacdo promove uma hidrolise das espécies, onde o ligante clorido é convertido a um

ligante aquo, e assim, a interagdo com o DNA ocorra mais facilmente. Os compostos s&o

seletivamente citotoxicos contra varias linhas de células tumorais, sendo os complexos

monodentados os que apresentaram melhores resultados.

Figura 3. 5: Complexos mono e bidentados sintetizados por Richter e colaboradores.
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FONTE: RICHTER et al., 201611,

Baseado nas atividades promissoras de complexos de ruténio-areno contendo ligantes

fosfinas e N-heterociclicos, e a partir de trabalhos que relatam a sintese de complexos de ruténio
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com os dois ligantes presentes, do tipo mer-[RuCls(dppb)N]#? e [Ru(n®-p-cimeno)PPhsNCI]4!
onde: dppb= 1,4-bis(difenilfosfina)butano; PPhs= trifenilfosfina e N= piridina, neste trabalho
sintetizou-se complexos com fosfinas volumosas e extendeu-se a série adicionando a esfera de
coordenacdo um ligante piridina, para estudo das variacGes das caracteristicas quimicas,

estruturais e bioldgicas dos complexos resultantes.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar duas novas séries de complexos de ruténio-areno contendo

ligantes da classe das triarilfosfinas monodentadas estericamente impedidas e N-heterociclico.

3.2.2 Objetivos especificos

- Sintetizar duas séries de complexos organometélicos de ruténio-areno de formula geral
[Ru(n®-p-cimeno)PArsClz] (1-4) e [Ru(m®-p-cimeno)PArsNCI][PFg] (5-8);

- Obter as estruturas cristalograficas dos complexos pela técnica de difratometria de raios X de
monocristal;

- Realizar a caracterizagdo fisico-quimica dos complexos através do ponto de fusdo, analise
elementar, solubilidade e estabilidade, condutividade molar.

- Caracterizar os complexos por métodos espectroscépicos, como UV-Vis, FTIR, Raman, RMN
1D (*H, 13C, 3IP) e 2D (COSY, HSQC e HMBC), para previsdo da interacdo dos ligantes com
o0 centro metalico.

- Realizar a caracterizacao eletroquimica por voltametria cicilica para elucidacdo dos principais
processos de oxirreducéo;

- Realizar estudos teoricos por meio da técnica DFT, a fim de elucidar o mecanismo

eletroquimico e os espectros de UV-Vis.



CAPITULO 3 72

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Reagentes

As sinteses dos complexos neutros 1-4 foram realizadas em atmosfera inerte de N2
usando técnicas de Schlenk e linha de véacuo, e para os catibnicos 5-8 sem atmosfera inerte, e
com solventes de grau analitico. Os solventes utilizados nas sinteses e no estudo eletroquimico
foram tratados por destilacdo com o respectivo sal secante designado para cada solvente
descrito por Perrin e Armaregol*, Os solventes CHsCN e CHCl, foram destilados com hidreto
de célcio e armazenados em peneira molecular sob temperatura ambiente. Os ligantes tris(4-
metoxifenil)fosfina, tris(4-metdxi-3,5-dimetilfenil)fosfina, tris (3,5-dimetilfenil)fosfina e 3-
metilpiridina, foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich, com grau reagente. O sal
tricloreto de ruténio trihidratado (RuClz.3H20) foi proveniente da Strem e o pré-ligante a-
felandreno da Sigma-Aldrich. O sal perclorato de tetrabutilamonio (PTBA- Sigma-Aldrich), foi

empregado sem nenhum tratamento prévio.
3.3.2 Sintese do complexo precursor e dos complexos 1-8

3.3.2.1 Sintese do complexo precursor [Ru(7°-p-cimeno)(x-CI)Cl]2

O complexo precursor foi sintetizado de acordo com a rota reportada na literatura por
Bennet et al.,1979 e Jensen, Rodger e Spicer, 19984461 (Esquema 3.4). Em um bal&o de 500
mL colocou-se 150 mL de etanol (95%) desaerado com N». Adicionou-se em seguida 5 g (19,12
mmol) de RuClz.nH20 e 25 mL (156 mmol) do ligante a-felandreno. Esta solugéo foi submetida
ao refluxo e agitacdo durante um periodo de 4 h sob atmosfera de N2. Apés o resfriamento da
solucdo, o produto foi depositado como um sélido cristalino de coloracdo vermelha, sendo logo
apos isolado por filtragdo a vacuo, em um funil de placa porosa, onde foi lavado com metanol
(2x100 mL) e éter etilico (2x100 mL) em banho de gelo, para que assim fosse removido
qualquer excesso do ligante (a-felandreno) e impurezas presentes. Apos isto, o sélido foi seco

sob vacuo. Rendimento da reacdo de 91,30%.
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Esquema 3. 4: Rota de sintese do complexo precursor [Ru(n®-p-cimeno)(x-CI)Cl],

C,HsOH ca C
2 RuCly+ 2 — 12 S aaNy
A Ru\ Ru
! e
Cl

3.3.2.2 Sintese dos complexos da série [Ru(n®-p-cimeno)PArsCl2] (1-4)

As sinteses consistiram de uma rota adaptada da literatural*], que consistiu em agitar a
solugéo do complexo precursor com o respectivo ligante PArs na proporcéo de 1:2 em CH2Cl»
previamente desgaseificado (50 mL) por 1 h a temperatura ambiente sob atmosfera de N.. Ap6s
remocdo do solvente, ao residuo formado, foram adicionados 50 mL de éter dietilico
(2-4) ou pentano (1) sob agitacdo por 30 min. O precipitado formado foi filtrado, lavado com
éter dietilico ou pentano e seco sob pressao reduzida. Um cristal adequado de 1 foi cultivado
em uma solucéo saturada de metanol e para 2-4 os cristais de alta qualidade foram obtidos em
uma solucéo saturada de CH2Cl, com infuséo lenta de éter dietilico.

- [Ru(m®-p-cimeno)P(3,5-C(CHs3)3-CsH3)3Cl2] (1)

Obtido como sélido alaranjado. Rendimento: 0,69 g, (71,88%). MM: 905,13 g mol™. Analise
Elementar calc para: Cs2H77Cl2PRu (%): C, 68,97; H, 8,57. Encontrada: C, 69,26; H, 8,28. P.F.:
168-175 °C (dec.). Am= 32,9 uS cm™ (24 h, 25°C). RMN de *H (300,13 MHz, CDCls): & Hs
0,97 (d, 6H, 2 CHs, J=6,9 Hz); H7 1,22 (s, 54H,-C(CHa)s, PPh); H1 1,80 (s, 3H, -CHa); Ha4 2,48
(sept, 1H, -CH, Jn-1 =7,5 Hz); H2 5,11 (dd, 2H, CeHa4, Jn-+=5,1 Hz); H3 5,17 (dd, 2H, CeH4, Jn-
1=6,0 Hz); Hg 7,36 (s, 3H, -CH, PPh), He 7,74 (d, 6H, Ju-p=11,1 Hz). RMN de 13C (75,48 MHz,
CDCls): 8 Ca 17,82 (s, CHa, CsHa),Cq 22,19 (S, 2 CHa, CeHa); Cr 29,80 (s, CH, CeHa), Ci 31,52
(s, t-Bu, PPh); Ck 35,07 (s, C-(CHz3)s, PPh); Cq4 86,50 (d, CH, CeHa, Jp-c=5,4 Hz); C. 88,65 (s,
CH, CeH4, Jp-c=3,91 Hz); Cp 96,52 (5, C-CH(CHz3)2,CeHa); Ce 109,17 (d, C-CH3, CeHa, JH-H
=25,7 Hz); Cm 123,68 (s, 3H, PPh, 4Jc.p=2,34Hz); Ci 128,79 (d, PPh, 2Jc.p=9,81 Hz); Cr 133,81
(d, PPh, Jc.p=44,45 Hz); C; 149,66 (d, PPh, %Jc.=9,58 Hz). RMN de 3P (121,49 MHz,
CDCls): 6 27,20. FTIR (cm™): 3046 (Vascsp?-+), 2953, 2900 e 2856 (Vascsp®-+), 1583, 1475, 1422
(vasc=c), 1125, 587 (vec), 859, 705 (dc-H(aromatico)). UV-Vis (CH2Cl2, A max/nm) (e
max/L.mol1.cm™): 284 (13900), 247 (39300), 374 (3610), 498 (901).
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- [Ru(m®-p-cimeno)P(3,5-CH3-CsH3)3Cl2] (2)

Obtido como sélido alaranjado. Rendimento: 0,88 g, (95,24%). MM: 652,65 g mol™. Analise
Elementar calc. para: CzsH41Cl2PRu (%): C, 62,57; H, 6,33. Encontrada: C, 63,12; H, 6,14. P.F.:
186-196 °C (dec.). Am= 55.8 pS cmt (24 h, 25°C). RMN de 'H (300,13 MHz, CDClz): & Hs
1,04 (d, 6H, 2 CHs, J=6,9 Hz); H1 1,96 (s, 3H, -CHs); H7 2,28 (s, 18H, -CHs, PPh); H4 2,75
(sept, 1H,-CH, J1.+ =6,6 Hz); Hs 4,99 (dd, 2H, CeHa, Jn-H =6,0 Hz); H2 5,09 (dd, 2H, CeH4, Jn-
1=5,7 Hz); Hs 6,99 (s, 3H, -CH, PPh), Hs 7,46 (d, 6H, Ju-=10,8 Hz). RMN de 13C (75,48 MHz,
CDCls): Ca 17,58 (s, CHs, CeHa), Ck 21,49 (s, 2 CHs, PPh); Cq 21,84 (s, 2 CHs, CsHa); Cr 30,18
(s, CH, CsHa), Cq 85,77 (d, CH, CsHa, Jp-c=6,0 Hz); C; 90,67 (s, CH, CsHa, Jp.c=4,0 Hz); Cp
95,00 (s, C-CHs, CgHa); C¢ 110,00 (s, C-CH(CHs3)2,CsHa); Ci 131,90 (d, PPh, 2Jc-p=11 Hz); C
131,86 ( d, C-P, PPh, 4Jc-p=2,8 Hz), Cn 133,91 (d, C-P, PPh, YJc.p=45,3 Hz); C; 137,14 (d, PPh,
3Jcp=9,2 Hz). RMN de 3P (121,49 MHz, CDCls): & 24,20. FTIR (cm™): 3047 (Vascsp’-H),
2972, 2912 e 2853 (vascs®H), 1589, 1469, 1410 (vasc=c), 1118, 559 (ve.c), 840, 687 (5c-
n(aromatico)). UV-Vis (CH2Cl2, Amax/nm) (¢ max/L mol~*cm™™): 289 (11800), 376 (3280),
494 (853).

- [Ru(n®-p-cimeno)P(4-MeO-3,5-CHs-CsH2)3Cl2] (3)

Obtido como um sélido de coloracdo avermelhada. Rendimento: 0,92 g, (93%). MM: 742,73
g mol. Andlise Elementar calc. para: Cs7Ha7Cl,0sPRu (%): C, 59,83; H, 6,38. Encontrada: C,
60,21; H, 6,40. P.F.: 199,0-208,5 °C (dec.). Am=58,0 uS cm™ (24 h, 25°C). RMN de *H (300,13
MHz, CDCIs): 8 Hs 0,99 (d, 6H, 2 CH3, J=7,2 Hz); H1 1,95 (s, 3H, -CHz); H7 2,22 (s, 18H, -
CHs, PPh); Ha 2,68 (sept, 1H, -CH, Ju-x =6,9 Hz); Hg 3,71 (s, 9H, -OCH3); Hz 4,97 (dd, 2H,
CeHa, Jn-n=6,0 Hz); H2 5,08 (dd, 2H, CsHa, Jn-+=6,3 Hz); Hs 7,44 (d, 6H, PPh, J.p=10,5 Hz).
RMN de '3C (75,48 MHz, CDCls): & Ck 16,31 (s, CHs, PPh); Ca 17,60 (s, CHs, CsHa4 ), Cq
21,77 (s, 2 CHs, CeHa); C¢ 30,08 (s, CH, CsHa), Cm 59,59 (s, C-O); Cq 85,98 (d, CH, CeHa, Jp-
c=6,0 Hz); Cc 90,49 (s, CH, CsHs, Jp.c=4,0 Hz); Cp 94,77 (s, C-CHas, CsHs); Ce 109,24 (s, C-
CH(CHs3)2,CeHa); Cn 129,02 (d, C-P, PPh, Nc.p=47 Hz); Cj 130,26 (d, PPh, 2Jc.p=11 Hz); C;
134,85 (d, PPh, 3Jc.p=10 Hz); C) 158,49 (d, C-OCHs, Jc.0=3 Hz). RMN de 3P NMR (121,49
MHz, CDCl3): § 22,00. FTIR (cm™): 3046 (Vascsp>+), 2960, 2912 e 2859 (Vascsp>-+), 1576,
1473, 1451 (vasc=c), 1020, 1228 (vasc-o) 1116, 534 (vec), 860 (dc-H(aromatico)). UV-Vis
(CH2Cl2, Amax/nm) (g max/L mol~tcm™): 249 (53300), 374 (3520), 498 (880).
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- [Ru(m®-p-cimeno)P(4-MeO-CesH4)3Cl2] (4)

Obtido como um solido de coloracdo avermelhada. Rendimento: 0,99 g, (90%). MM: 658,53
g mol. Andlise Elementar calc. para: Cs1HssCl.OsPRu (%): C, 56,54; H, 5,35. Encontrada: C,
57,23; H, 5,20. P.F..: 176-187 °C (dec.). Am=53,8 uS cm™ (24 h, 25°C). RMN de 1H (300,13
MHz, CDCls): 8 Hs 1,13 (d, 6H, 2 CHa, J=6,9 Hz); H1 1,85 (s, 3H, -CHa) ; Ha 2,89 (sept, 1H.-
CH, Ju-+ =6,8 Hz) ; Hg 3,80 (s, 9H, -OCH3); H2 4,94 (dd, 2H, CeHa, Jn-n =5,1 Hz); H3 5,22 (dd,
2H, CsHa, Jn-n= 6,3 Hz); H7 6,86 (d, 6H, 3J1.1=9,0 Hz); He 7,71 (dd, 6H, 3Jup; Jpy) . RMN
de 13C (75,48 MHz, CDCls): 8 Ca 17,86 (s, CHs, CgHa); Cq 21,93(s, 2 CHs, CsHa); C£30,30 (s,
CH, CeHa); C1 55,27 (s, C-O); C487,36 (d, CH, CsHa, Jcp= 5,3 Hz); C¢ 88,52 (d, CH, CeHa, Jc-
p=3,0 Hz), Cp 95,76 (s, C-CH3s, C¢H4); Cc 111,03 (d, C-CH(CHa3)2,CsHa, Jc-p= 3,8 HZz); Ci 113,54
(s, PPh, 2Jc.p= 10,94 Hz); C1 125,34 (d, C-P, PPh, YJc.p=51 Hz); C; 135,83 (d, PPH, 3Jc.p= 10,72
Hz); Ck 160,90 (d, C-OCH3, Jc-o= 2,3 Hz). RMN de 3P (121,49 MHz, CDCls): § 23,70. FTIR
(cm™): 3048 (Vascsp®-+), 2966, 2939 € 2826 (vascsp>-+), 1589, 1491 e 1440 (vasc=c), 1023, 1246
(vasc-0), 1090, 528 (vec), 810 (8c-H(aromatico)). UV-Vis (CH2Cl2, Amax/nm) (¢ max/L
mol~lcm™1): 243 (85900), 276 (41700), 371 (4320), 497 (1020).

3.3.2.3 Sintese dos complexos da série /Ru(;°-p-cimeno)PArsNCI][PFs] (5-8)

Todas as sinteses consistiram em uma rota adaptada da literatural*®l, em agitar a solucéo
dos complexos precursores (1-4) com o ligante 3-metilpiridina e o contra-ion KPFgs na
proporcdo 1:1:1 (5, 6, 8) e na proporcao 1:2:1 (7) em CH3OH desgaseificado (5 mL) durante 4
h em temperatura ambiente. Durante a reacdo, houve mudanca na coloracdo da solucdo de
vermelho para laranja. Removeu-se o solvente sob pressdo reduzida, e ao residuo formado
foram adicionados ~ 4 mL de CH.Cl, para dissolver o complexo e precipitar o excesso de sal
formado KCI. Esta solucéo foi filtrada lentamente em filtro de placa porosa, sem a utilizacédo
do sistema de filtragem a vacuo. A solucéo filtrada foi recolocada em um baldo, onde foi
reduzida sob vacuo até formar um sélido no fundo do baléo, que foi raspado. Um cristal
adequado para 5 foi obtido por evaporacdo lenta em uma solugdo saturada de éter dietilico e
para 6-8 os cristais cresceram em uma solucdo saturada de cloroférmio com infuséo lenta de

éter dietilico.
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- [Ru(m®-p-cimeno)P(3,5-C(CH3)3-CsHz3)3(3-CH3-CsHiN)CI] [PFs] (5)

Complexo obtido como um soélido alaranjado. Rendimento: 40,4 mg (72,70 %). MM: 1107,72
g mol™. Analise elementar calc. para: CssHsaCIFsNP2Ru (%): C, 62,83; H, 7,58; N, 1,26.
Encontrada: C, 61,37; H, 6,95; N, 1,30. P.F.: 150 — 160 °C (dec). Am: 126,1 puS cm™ (24 h,
25°C). RMN de 'H (300,13 MHz, CDClz): 6 Hs1,13 (dd, 6H); H7 1,18 (s, 54H); H1 1,56 (s,
3H); Hio 2,14 (s, 3H); Ha 2,28 (sept, 1H); H2 5,16 (d, 1H); Hs 5,40 (d, 1H); H2> 5,82 (d, 1H);
Hs- 5,87 (d, 1H); Hi2 7,04 (t, 1H); Hs 7,07 (d(alargado), 6H); H11 7,42 (d, 1H); Hs 7,45 (s, 3H); Ho
8,55 (s, 1H); H13 8,62 (d, 1H). RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls): & C418,21; Cq4 22,27; Cs
30,49; C. 81,70; Cq 82,7; C, 97,75; Ce 103,05; Ck 112.21; C;i 114,04; C; 138,47; Ch 152,24; C
162,59. RMN de 3!P (121,49 MHz, CDCls): § 39,87; -126 a -161 (sept, PFg). FTIR (cm™):
3072 (Vascsp>-H), 2964, 2907, 2868 (Vascsp®-H), 1473, 1420 (Vasc=c), 1586 (Vascen), 1127, 557 (vp-
c), 847 vprs”, 705 (dc-n(aromatico)). UV-Vis (CH2Clz, Amax/nm) (¢ max/L mol~icm™): 275
(5430); 340 (930); 545 (230).

- [Ru(m®-p-cimeno)P(3,5-CH3-CsH3)3(3-CH3.CsH4N)CI][PFs] (6)

Complexo obtido como um solido alaranjado. Rendimento: 39,2 mg (67,90 %). MM: 865,46
g mol. Anélise Elementar calc. para: CaiHClsFsNP2Ru (%): C, 55,46; H, 5,62; N, 1,62.
Encontrada: C, 53,08; H, 5,20; N, 1,47. P.F.: 145 — 167 °C (dec). Am: 127,5 uS cm™ (24 h,
25°C). RMN de 'H (300,13 MHz, CDCls): & Hs 1,10 (dd, 6H); H1 1,71 (s, 3H); Hio 2,14 (s,
3H); Ha 2,21 (sept, 1H); H7 2,22 (s, 18H); H2 5,19 (d, 1H); Hs 5,44 (d, 1H); Hz- 5,79 (d, 1H);
Hs- 5,84 (d, 1H); He 6,82 (d(alargado), 6H); Hg 7,03 (s, 3H); H12 7,06 (t, 1H); Hi1 7,38 (d, 1H); Hoe
8,52 (s, 1H); H13 8,62 (d, 1H). RMN de 13C (75,48 MHz, CDClz): § C, 18,21; Cq 22,27; Cs
30,49; C. 81,70; Cq 82,97; Cp 97,75; Ce 103,05; Cx 112,21; C; 114,4; C; 138,47; Cn 152,24; C
162,59. RMN de 3'P (121.49 MHz, CDCls): § 35,76; -126 a -162 (sept, PFs). FTIR (cm™):
3078 (Vascsp’-H), 2972, 2924, 2860 (Vascsp>-H), 1593 (vasc=n), 1473, 1421 (vasc=c), 1120, 561 (vp-
c), 840 (vers’), 687 (8c-n(aromatico)). UV-Vis (CH2Clz, Amax/nm) (¢ max/L mol~tcm™): 268
(7000); 340 (980); 545 (220).
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- [Ru(m®-p-cimeno)P(4-MeO-3,5-CHs-CeH2)3(3-CHs- CsHiN)CI][PFe] (7)

O complexo obtido como um s6lido de coloracdo amarela. Rendimento: 55,2 mg (86,54 %).
MM: 945,44 g mol™. Analise Elementar calc. para: CasHssCIFgNO3sP-Ru (%): C, 54,58; H, 5,71;
N, 1,48. Encontrada: C, 55,80; H, 5,52; N, 1,49. Am: 123,4 uS cm™ (24 h, 25°C). P.F.: 152 —
175 °C (dec). RMN de *H (300,13 MHz, CDCls): 6 H5 1,10 (dd, 6H); H1 1,71 (s, 3H); H7 2,12
(s, 18H); H4 2,19 (sept, 1H); H10 2,23 (s, 3H); Hg 3,72 (s, 9H); H2 5,19 (d, 1H); H3 5,44 (d, 1H);
H>- 5,79 (d, 1H); Hs: 5,85 (d, 1H); He 6,84 (dalargado), 6H); Hi2 7,07 (t, 1H); Hi1 7,39 (d, 1H);
Hq 8,54 (s, 1H); H138,60 (d, 1H). RMN de *3C (75,48 MHz, CDCls): § C418,21; C4 22,27; Ct
30,49; C. 81,70; Cq 82,97; Cy 97,75; Ce 103,05; Ck 112.21; C; 114,04; C;138,47; Cn 152,24; C
162,59. RMN de 3!P (121.49 MHz, CDCls): § 33,91; -135 a -153 (sept, PFs). FTIR (cm™):
3072 (Vascsp>H), 2932, 2864, 2827 (Vascsp°-H), 1586 (Vasc=n), 1480, 1426 (vasc=c), 1112, 552 (vp-
c), 840 (vers). UV-Vis (CH2Cl2, Amax/nm) (¢ max/L mol~cm™): 273 (6680); 341 (1020);
545 (190).

- [Ru(n®-p-cimeno)P(4-MeO-CsHa)3(3-CHs-CsH4N) CI][PFe](8)

O complexo obtido como um sdélido de coloracdo amarela. Rendimento: 41,0 mg (70,80 %).
MM: 861,17 g mol. Analise Elementar calc. para: Cs7H42CIFsNO3sP2Ru (%): C, 51,56; H, 4,88;
N, 1,62. Encontrada: C, 52,45; H, 4,85; N, 1,76. Am: 140.0 uS cm™ (24 h, 25°C). P.F.: 140 —
170 °C (dec). RMN de *H (300,13 MHz, CDCls): § Hs 1,08 (dd, 6H); H1 1,69 (s, 3H); H10 2,13
(s, 3H); Ha 2,18 (sept, 1H); Hs 3,81 (s, 9H); H2 5,22 (d, 1H); H3 5,40 (d, 1H); H»: 5,83 (d, 1H);
Hs- 5,86 (d, 1H); He 6,86 (t, 6H); H12 7,07 (t, 1H); H7 7,18 (s, 6H); Hi1 7,37 (d, 1H); He 8,51
(s, 1H); H138,72 (d, 1H). RMN de 3C (75,48 MHz, CDCls): & C,18.21; Cq 22,27; Ct 30,49;
Cc81,70; C482,97; Cp 97,75; Ce 103,05; Cx 112,21; C;114,04; C; 138,47; Cn 152,24; C, 162,59.
RMN de 3!P (121.49 MHz, CDCls): 33,89; -126 a -162 sept, PFs. FTIR (cm™): 3076 (Vascsp?-
H), 2968, 2839 (Vascsp®-H), 1580 (Vasc=n), 1491, 1453 (vasc=c), 1100, 557 (ve-c), 841 (vers). UV-
Vis (CH2Cl2, Amax/nm) (¢ max/L mol~icm™): 274 (8050); 341 (1080), 545 (230).

3.3.3 Caracterizagdo dos complexos 1-8

3.3.3.1 Anélise elementar e ponto de fusao
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A determinacdo do teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio foi realizada em um
analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS, no Laboratério de Microanalise do
Departamento de Quimica da UFSCar. O ponto de fuséo foi obtido em triplicata em um medidor
de ponto de fusdo a seco, marca Quimis, modelo: Q340S, disponivel no laboratorio de Quimica
Organica DEQUIM/UEPG.

3.3.3.2 Condutividade Molar

As medidas foram todas realizadas em triplicata e em temperatura ambiente utilizando
um condutivimetro Infolab, modelo WTW TetraCon® 325, equipado com uma cela de platina.
Concentragdo dos complexos de 1,0.10° mol L em acetonitrila. Como padréo de referéncia de
PTBA em acetonitrila com condutividade igual a 146,6 pS cm™.

3.3.3.3 Teste de solubilidade e estabilidade

Teste Qualitativo:

O teste de solubilidade dos complexos foi realizado nos solventes: agua, tampéao PBS,
solucdo de DMSO 2%, DMSO, diclorometano, acetonitrila, diclorometano, cloroférmio,
acetona, metanol, éter etilico, pentano e etanol. Neste estudo manteve-se a concentracéo de 0,1
g de complexo em 100 pL do solvente, sendo realizado a temperatura ambiente e a estabilidade

dos complexos avaliada apos 24 h.

Teste Quantitativo:

As solucBes dos complexos 1-4 foram preparadas em tubos Falcon de 15 mL. Cerca
de 1 mg do complexo foi dissolvido em 5 mL de agua destilada. Essas solucBes foram deixadas
no ultrassom por 1 h. Em seguida, deixou-se na centrifuga por outros 30 min (500 rpm, 25 °C).
Filtrou-se as soluc@es por filtragdo simples para remover as particulas solidas. Estas solucGes
foram reservadas e a determinacao da concentracao de ruténio foi conduzida por Espectrometria
de Absorcdo Atomica com Atomizagdo Eletrotérmica em Forno de Grafite — GF AAS
(SpectrAA 240, Varian) acoplado a um corretor de fundo, com efeito Zeeman, e tubos de grafite
pirolitico (Varian). Para esta determinagdo, foi utilizada uma lampada de céatodo-oco
monoelementar (Ru, (A = 349,9 nm; tamanho de fenda= 37 mm) (Varian Agilent). O gas inerte
utilizado foi argénio e as quantificacdes foram realizadas por padronizagdo externa, utilizando

curvas analiticas de 0,0 a 200 ug L para o elemento. O programa de aquecimento do forno de
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grafite empregado nas determinacGes de Ru foi avaliado por condi¢des de pirdlise e atomizag&o.
Para a curva de pirolise, a temperatura de atomizacdo foi mantida fixa em 2600 °C e a
temperatura de pirdlise em 1000 °C. A temperatura de limpeza foi fixa em 2850 °C. As medidas

foram obtidas em triplicata.

3.3.3.4 Espectroscopia de absorc¢do na regido do ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos em um
espectrofotbmetro Varian, modelo Cary-50 Bio disponivel no laboratério do Grupo de
Desenvolvimento de Eletrodos Modificados (GDEM). Os espectros foram obtidos na faixa de
comprimento de onda de 200-900 nm e todas as leituras foram realizadas em cubetas de quartzo
possuindo caminho Optico de 0,5 cm, para os complexos em uma concentragdo de

1.10"* mol L* em diclorometano.

3.3.3.5 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais foram obtidos em um espectrofotdmetro IRPrestige-21, DRS-
8000/ Shimadzu, disponivel no Complexo de Laboratérios Multiusuérios da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, C-labmu-UEPG. A andlise foi realizada com os complexos em
pastilha de KBr, no modo de reflectancia difusa com resolucdo de 4 cm™, com acumulacio de

64 scans e na regido de 400-4000 cm™.

3.3.3.6 Espectroscopia Raman

Os espectros de espalhamento Raman para os complexos fosfinicos foram obtidos no
estado solido, em um espectroscopio XploRa confocal Raman com microscopia Otica da
Horiba, disponivel C-labmu-UEPG. Os parametros utilizados para estas medidas foram com
mapeamentos espectrais, com resolucéo espacial de aproximadamente 50 x 1000 um, usando
uma lente objetiva de 20 x e detector abc. A intensidade de poténcia do laser foi de 0,2 mW, e
a faixa de varredura utilizada foi de 40 a 4400 cm™, com um tempo de interag&o com as amostras
de 10s.
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3.3.3.7 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN 1D H, ¥ C{*H}, 3P{*H}, e 2D COSY, HSQC, HMBC foram
obtidos em um espectrébmetro Bruker Avance Il 300 MHz, alocado no Departamento de
Quimica e Bioquimica da UofL-Canada e em um espectrofotdmetro BRUKER Model DRX
400 MHz, pertencente ao C-labmu-UEPG. Os deslocamentos quimicos presentes no espectro
de RMN de H, foram determinados em relacdo ao tetrametilsilano (TMS), e o solvente
utilizado foi o cloroférmio deuterado (CDClIs-ds) ou dimetilsulfoxido (dmso-ds). Os espectros
de RMN !H, BC{*H}, 3'P{*H} foram obtidos com 16, 200 e 32 scans; largura espectral de
6188.119Hz, 18028.846 Hz e 49019.609 Hz; tempo de aquisi¢do 5,99 s, 3,63 s e 0,66 s; tamanho
do Fid 74256, 131072 e 65536; comprimento de pulso 90°, 80° e 40°, respectivamente.

Os espectros de RMN 2D foram realizados para as medidas *H-'H gCOSY, H-3C
gHSQC e H-13CgHMBC e os parametros utilizados para tais medidas estdo descritos a seguir:
'H-'H gCOSY: largura espectral: 6188.119 Hz para F2 e F1; tempo de relaxacéo de 1,5 s; tempo
de aquisicdo 0.3309568 s para F2 e 0.0103424 s para F1; tamanho do Fid 4096 para F1 e 128
para F2; e com a acimulo de 4scans. *H-3C gHSQC: largura espectral: 6188.119 Hz para F2 e
18028.844 Hz para F1; tempo de relaxacdo de 2,5 s; tempo de aquisi¢do 0.3309568 s para F2 e
0.0070997 s para F1; tamanho do Fid 4096 para F1 e 256 para F2; e com a acimulo de 14 scans.
'H-13C gHMBC: largura espectral: 6188.119 Hz para F2 e 18028.844 Hz para F1; tempo de
relaxacdo de 5,0 s; tempo de aquisi¢do 0.3309568 s para F2 e 0.0283989 s para F1; tamanho do
Fid 4096 para F1 e 512 para F2; e com a acimulo de 16 scans.

3.3.3.8 Caracterizacéo eletroquimica por medidas de voltametria ciclica

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas a temperatura ambiente com um
potenciostato/galvanostato p-Autolab (Tipo 111, Metrohm-Eco Chemie), alocado no GDEM-
UEPG. Estes experimentos foram realizados utilizando acetonitrila previamente tratada
(CH3CN), contendo PTBA como eletrdlito suporte e uma célula eletroquimica baseada em trés
eletrodos: eletrodo de trabalho de carbono vitreo com area eletroativa de 3 mm?, eletrodo
auxiliar de platina e eletrodo de referéncia Ag/AgCl em capilar de Luggin, com a utilizacdo da
solugdo de PTBA em acetonitrila (0,1 mol L™). As anélises foram realizadas com os complexos
em solugdo com concentragdo de 2.10° mol L%, sob atmosfera de nitrogénio em uma velocidade

de varredura de 50 a 2000 mV s, em sentidos catédicos e/ou anddicos.
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3.3.3.9 Difratometria de raios X de monocristal

As estruturas foram determinadas por cristalografia de raios X de um monocristal a 100
K, pelo Prof. Dr. René Boeré. Os cristais obtidos foram analisados em um difratbmetro
[MiTeGen 200um], SuperNova, equipado com um detector Pilatus P200 HPAD e utilizando
radiagdo Cu-Ko, A= 1,54184 A, alocado no laboratério do Departamento de Quimica e

Bioquimica da UofL-Canada.

3.3.3.10 Calculos Teoricos

As simulacGes computacionais foram realizadas pelo Professor Dr. Sérgio Lazaro e
pelo Dr. Renan Ribeiro. Os calculos ab initio usando Teoria Funcional da Densidade (DFT)
foram computados em fase gasosa, zero Kelvin, em duas condi¢des de solventes: vacuo e em
acetonitrila. As simulagbes computacionais baseadas na Teoria do Funcional de Densidade
(DFT) aliada ao hibrido funcional B3LYP, ambos empregados no programa GAUSSIANO09.
Nas simulacdes realizadas, os atomos de C, H, Cl e N foram descritos por conjuntos de base all
electron 6-31G+(d); enquanto que o conjunto de base Sapporo (SPK-DZCD) foi empregado
para descricdo dos &tomos de Ru. Para otimizar as geometrias moleculares, o efeito solvente foi
inserido a partir do Método de Continuo Polarizado (PCM); 10 Hartree e 10 Hartree para
SCF com base no formalismo Hartree-Fock e nos critérios de energia total, respectivamente.
Os experimentos de UV-Vis foram obtidos a partir da contribuicdo dos Orbitais Moleculares
de Fronteira (FMQOs) para moléculas neutras, pois, elas podem localizar densidades eletrénicas
onde existe a possibilidade de excitacdo eletrdnica. Geometrias moleculares para estados
oxidados como cargas -1, +1 e +2 foram otimizadas para elucidar os resultados voltamétricos,
labilizacdo de grupos quimicos e distancias e angulos de ligacbes quimicas, obtidos por
difratometria de raios X.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Complexos da série [Ru(n®-p-cimeno)PArsCl;] (1-4)
3.4.1.1 Consideragdes sobre as sinteses

Os complexos da série [Ru(n®-p-cimeno)PArsCl,] (1-4) foram obtidos por meio da

reacdo do dimero precursor [Ru(n®-p-cimeno)(u-CI)Cl]2 pela clivagem das pontes de cloreto
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com ligantes da classe das fosfinas estericamente impedidas e monodentadas. A sintese baseou-
se na variacdo de grupos alquil presentes nos anéis aromaticos dos ligantes fosfinas. Assim,
foram testadas fosfinas do tipo PPhs-n(dipp)n onde: dipp= 2,6 diisopropilfeni e PArz, sendo
Ar= 35-di-tbutilfenil (1), 3,5-dimetilfenil  (2), 4-metdxi-3,5-dimetilfenil  (3),
4-metoxifenil (4), conforme rota de sintese ilustrado no Esquema 3.5.

Bullock e colaboradorest® relatam uma certa experiéncia com triarilfosfinas altamente
substituidas contendo os grupos 2,6-diisopropilfenil (Dipp), demonstrado que estes ligantes
apresentam estruturas eletronicas planarizadas e facilmente oxidadas para uma série P(Dipp)s,
PDipp2Ph, a, PDippPh, b. Assim como a conhecida fosfina PMesz onde Mes= 2,4,6
trimesitilfosfina, c, estas fosfinas tém capacidades limitadas para coordenar com centros
metalicos e a reatividade com o dimero precursor [Ru(n®-p-cimeno)(u-CI)Cl]. ainda néo é
relatada. Nota-se pelo Esquema 3.5, que a reacdo do dimero com as triarilfosfinas a, b e c
foram malsucedidas, mesmo quando aquecidas sob refluxo e monitoradas por espectroscopia
3IP{*H} NMR. Apesar do ligante b com apenas um grupo Dipp ja ter sido utilizado na sintese
do tetramero [Cus(Dipp)4]*®, ndo houve indicios de reacéo neste trabalho, pois, estas fosfinas
possuem seus substituintes na posicao orto, propiciando um grande impedimento estérico para

formacdo dos complexos mononucleares.

Esquema 3. 5: Rotas de sintese para reacdes realizadas neste trabalho, relatando as sinteses bem sucedidas (1-4)

e as falhas (a-c).

|
cI-Ru,
CI’ PR1R2R3
a Ry = Dipp; Rz = Ph
b Ry = Dipp; Rz3 =Ph
Cc R1.2.3 = Mes

| X

cI-Ru{ =
CHoCl,, 1h, t.a. of PIR o
3

N \
1X=tBu;Y=H X
2X=Me;Y=H
3 X =Me; Y = OMe
4 X =H:Y=0Me

Em contrapartida, as reacfes dos complexos neutros da série 1-4 com ligantes 3,5-
dissubstituidos, com o precursor [Ru(n®-p-cimeno)(x#-CI)Cl]2 na proporgdo 2:1,
respectivamente, foram rapidas e completas a temperatura ambiente (Esquema 3.5),
produzindo complexos organometalicos de formula geral [Ru(n®-p-cimeno)PArsCl2] onde (1)
(Ar= 3,5-di-terc-butilfenil), (2) (Ar= 3,5-dimetilfenil), (3) (Ar= 4-metdxi-3,5-dimetilfenil) e
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(4) (Ar= 4-metoxifenil). Todas as rea¢fes foram conduzidas em diclorometano desgaseificado
a temperatura ambiente e sob N2, com bons rendimentos (70-95%). Os quatro complexos foram
recristalizados a partir de solugdes concentradas em CH2Cl e diluidos por difuséo utilizando
n-pentano (1) ou eter dietilico (2-4) a temperatura ambiente, num recipiente selado protegido
da luz. Os complexos 1-3 que possuem o0s substituintes nas posi¢des 3,5- do anel arila, séo
inéditos, enquanto o 4 possui sua sintese reportada por Serron e Nolan,1995"7, Apesar da
sintese estar descrita na literatura, este complexo ndo foi estruturalmente caracterizado. Os
complexos sintetizados sdo solidos de coloragdo vermelho/laranja, estaveis a luz e ao ar, com
alta pureza, evidenciados por espectros de RMN e anélise elementar, que foram consistentes
com as férmulas propostas para suas estruturas cristalogréaficas. Além disso, todos o0s
complexos séo sollveis em acetonitrila, diclorometano e cloroférmio e quase insolGveis em
agua. As solubilidades gualitativas em uma variedade de solventes organicos e a solubilidade

quantitativa em agua, estdo apresentada nas Tabelas A3.1 e A3.2.

3.4.1.2 Anélise Elementar

A partir dos resultados de analise elementar obtidos pela microanalise dos complexos
da série 1-4 listados na Tabela 3.1, confirmou-se a composic¢ao quimica e respectivas formulas
moleculares destes complexos fosfinicos sintetizados. Para todos os complexos, os valores

teoricos calculados, estdo coerentes com os resultados obtidos experimentalmente.

Tabela 3. 1: Valores Experimentais (Exp.) e calculados (Cal.) de analise elementar (C, H) obtidos para 1-4.
Complexos % C % H
Exp./ Cal. Exp./Cal.

68,97/69,26 8,57/ 8,28
62,57/ 63,12 6,28/ 6,14
59,83/60,21 6,38/ 6,40
56,54/56,62 5,32/ 5,30

A W N BB

3.4.1.3 Condutividade molar, estudos de estabilidade e reatividade

Os valores de condutividade molar obtidos em acetonitrila em uma concentracdo de
1.10° mol L%, Tabela 3.2, indicam que 1-4 sdo ndo eletrdlitos, quando comparados com
solucdes de eletrdlitos 1:1 em acetonitrila (120 a 160 uS cm™) e com a série de complexos
neutros [Ru(n®-p-cimeno)LCl;] onde L= derivados de piridina monodentados,

(31 a 35 uS cm™)B4 sintetizados em nosso grupo. Para avaliar a estabilidade dos complexos na
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presenca de acetonitrila, foram realizadas medicGes em diferentes tempos e houve uma
diferenga substancial nos valores apds 12 h. Este resultado pode indicar a substituicdo parcial

por CH3CN com a consequente labilizagdo de um dos ligantes cloridos.

Tabela 3. 2: Valores de condutividade molar para 1-4.

Complexos | Am (uScm?)-0h Am(mScm?b-12h Am@uScm?)-24h  Am(uS cm?)-48 h
(1) 3,6 35,1 42,3 47,4
) 13 56,1 60,0 69,3
©) 17 60,9 62,1 70,9
4) 1,4 49,6 54,2 60,6

Em funcdo da alteracdo dos valores de condutividade, realizou-se alguns testes de
estabilidade e reatividade do complexo 4 em solventes organicos e em solugdo aquosa. O
primeiro teste foi realizado com a amostra do complexo dissolvida em CH3CN na presenca de
KPFg e aquecida sob refluxo por 4 h ou deixada a temperatura ambiente por 24 h, para obter
como produto o composto de estrutura [Ru(n®-p-cimeno)L4(CI)(NCCHs)][PFs], (Figura 3.6,
reacOes 1 e 2). A formacdo deste complexo, indicou a mudanga de coordenacao, ao labilizar um
dos cloridos e substituicdo por uma molécula de solvente CH3sCN, evidenciado por RMN
3IP{'H} e H (A3.3 e A3.4). O produto obtido foi recristalizado por difusdo de vapor de éter
dietilico em uma solugéo de CH.Cl>, e uma Unica anélise do monocristal formado neste sistema,

por Difratometria de raios X, confirmou a estrutura cristalina do complexo (A3.5 e A3.6).

Esquema 3. 6: Rota de sintese das reatividades do complexo 4.
AgPFg/CH;0H AGPFg/CHLCN

Refluxo, 4h |

Nao reage | _— R
R ~Ru,
10% H;0, ta, 4h  CI71%p OCH)  AgPFe/CH,CN e OCH, [PFd
o] N
ta,, 24h 3
° @

4

(@) 1-3eq. DMSO

AgPFg/CH30H
Refluxo, 4H

|
~Ru,
cge OCH;
HaC7 S\
O CH 3

3

Também avaliou-se a reatividade do 4 em DMSO. Uma amostra foi deixada sob refluxo
em metanol contendo 1-3 equivalentes de DMSO, (Esquema 3.6, rea¢do 4). A caracterizagdo

por RMN *H do residuo ao final da reagdo, demonstrou um possivel deslocamento do L4 na
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sua forma oxidada e sinais caracteristicos que podem evidenciar a coordenacdo de uma
molécula de DMSO ao centro metélico, com a labilizagdo de um dos CI- na estrutura, com
deslocamentos quimicos em 6= 2,62 ¢ 3,34 ppm, para os dois grupos metil (Figura A3.7). Estes
deslocamentos indicam também que a coordenacdo do DMSO ao centro metalico ocorre pelo
atomo de enxofrel25%1, O espectro evidencia também a formacéo de uma mistura em soluco,
ndo sendo possivel o isolamento do complexo final e sua caracterizagdo. Além disso, com o
intuito de determinar a estabilidade em relacdo a hidrolise, reagiu uma amostra do 4 a
temperatura ambiente em metanol aquoso (10% H20) na presenga de AgPFe (Figura 3.6,
reagdo 3). Nenhuma evidéncia de reagéo foi encontrada no espectro de RMN *H, (Figura A3.8)
indicando que complexos do tipo 1-4 sdo estaveis em relacéo a hidrolise.

3.4.1.4 Espectroscopia na regido do infravermelho e Raman

Os espectros na regido do infravermelho e espalhamento Raman dos 1-4 (Figuras 3.6 e
3.7, respectivamente), apresentaram um perfil semelhante para cada complexo, com relagéo as
intensidades das bandas entre si, com pequenas variacbes do numero de onda dependendo da
natureza do substituinte dos anéis aromaticos dos ligantes fosfinas em cada estrutura, como

resumem as Tabelas 3.3 e 3.4.

Figura 3. 6: Espectros vibracionais na regido do infravermelho para 1-4 obtidos em pastilhas de KBr.
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Diante dos espectros de infravermelho apresentados, as bandas em altas frequéncias na
faixa entre 3046-3048 cm sdo atribuidas ao estiramento assimétrico no plano (vcsp>-H) pela
presenca dos anéis aromaticos dos ligantes (n®-p-cimeno) e ligantes fosfinas PArs. As bandas
entre 2859-2972 cm™ foram atribuidas ao estiramento assimétrico (vcsp>) do grupo
substituinte metil dos ligantes (n°-p-cimeno) e PArs coordenados, sendo esta banda mais
intensa no espectro do 1 em funcdo da presenca de mais unidades de substituintes -CHz no anel
aromatico da fosfina.

As trés bandas correspondentes ao estiramento assimétrico no plano (vasC=C) séao
observadas entre 1410-1589 cm™. Em relagdo aos substituintes metil e isopropil do anel
aromatico (n°-p-cimeno) é observada uma banda que refere-se ao estiramento assimétrico da
ligagdo (vc-r) em 1247-1283 cm™ e bandas entre 810-860 cm™?, atribuidas a deformagcéo angular
(8c-n), da ligagdo entre os atomos de carbono e hidrogénio do anel aroméatico (n°-p-cimeno), o
qual, apresenta um padrdo de substituicdo na posicdo p-dissubstituido para os substituintes
isopropil e metil®®, Para os complexos da série, as bandas nio sofrem deslocamentos
significativos, podendo ressaltar que apenas para 0s estiramentos assimétricos (vcsp>n) €
(vesp®-H) um pequeno deslocamento ocorre. Isso pode ser atribuido a coordenagéo do centro
metalico com os ligantes PArs, considerados fortes receptores =, 0s quais, realizam ainda a
retroligacdo, causando uma maior distribuicdo da densidade eletrdnica no atomo de ruténio e
no ligante (n®-p-cimeno), causando assim, um deslocamento para menores niimero de onda em
relagdo ao complexo precursor.

A comprovacdo da coordenacdo dos ligantes fosfinas aos referidos complexos, é
confirmada pelas bandas observadas em 1090-1125 cm™ e 528-587 cm™, as quais, sdo
referentes aos estiramentos assimétricos da ligacdo P-C. Os espectros do 3 e 4 apresentaram
duas bandas para o estiramento assimétrico (vasc-o), do substituinte OCHs em 1228 e 1246
cm? e 1020 e 1023 cm™, respectivamente. Para 1 e 2, as bandas intensas observadas em 705 e
687 cm, sdo atribuidas a deformacio angular (5c-1) que identificam o padrdo de substituicdo

nos anéis aromaticos dos ligantes fosfinas como m-dissubstituidost®>54561,
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Tabela 3. 3: Atribuicdo das bandas principais dos espectros FTIR (cm™) observadas para 1-4.

Atribuicéo Precursor 1 2 3 4
VasCsp? H 3055 3046 3047 3046 3048
s 2963,2912,  2953,2900, 2972,2912, 2960,2912, 2966, 2939,
VasCsp -H 2870 2856 2853 2859 2826
1596, 1475,  1583,1475, 1589, 1469, 1576, 1473, 1589, 1491,
Vasc=C 1444 1422 1410 1451 1440
VeH 1279 1247 1265 1277 1283
Sc-H 874 859 840 860 810
dc-H - 705 687 - -
Vp-C - 1125, 587 1118, 559 1116, 534 1090, 528
Vasc-0 - - - 1020, 1228 1023, 1246

A espectroscopia Raman foi realizada para auxiliar na caracterizacdo da série 1-4, tendo

em vista, que esta técnica apresenta bandas que nao sdo possiveis de serem observadas na
espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho, sendo assim, considerada uma técnica
complementar na identificacdo dos grupos funcionais. A analise do espectro de espalhamento
Raman (Figura 3.7), permitiu o reconhecimento das bandas decorrentes do estiramento
assimétrico da ligacdo entre o ruténio e os ligantes cloridos da estrutura (vasru-ci) entre
286-362 cm™571. Para o complexo precursor estas bandas se encontram em 246-389 cm,
verificando entdo uma pequena variacao nos valores apresentados para 1-4, onde as bandas de
mesma atribuicdo, sdo observadas em maior nimero de onda, resultado da coordenacéo do
ruténio aos ligantes fosfinas. As demais bandas presentes no espectro seguem as atribuicdes ja
sugeridas pelo espectro de Infravermelho e com base na literatura®!, cujas atribuicdes estdo

dispostas na Tabela 3.4.
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Figura 3. 7: Espectros de espalhamento Raman, obtido no estado sélido para 1-4.
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Tabela 3. 4: Atribuicdo das principais bandas dos espectros de Raman para 1-4.

Atribuicéo 1 2 3 4
VasCsp?-H 3048 3039 3049 3048
VasCsp-H 2969, 2904 2920 2923 2976

Vasc=C 1589, 1457 1573, 1464 1582, 1480 1595, 1471
VasC-0 - - 1281 1294
Vp.C 1137, 572 1130, 562 1117, 557 1098, 450
dc-H 797 795 797 799

VasRu-Cl 346, 301 352,293 345, 286 358, 293

3.4.1.5 Espectroscopia de absorc¢do na regido do ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel do 1-4 obtidos em uma
concentragdo de 1.10* mol L e 1.10° mol L em diclorometano a temperatura ambiente,
permitiram a interpretagcdo das propriedades eletrénicas e demonstraram a boa solubilidade
destes complexos neste solvente. A partir dos espectros eletronicos (Figura 3.8) observam-se
quatro bandas de absor¢do pouco definidas, sendo que destas, “ombros” (I, I1) se encontram na
regido ultravioleta, uma banda (I11) e um outro “ombro” (I1V), na regido visivel dos espectros
eletromagnéticos dos quatro complexos. Os valores de comprimento de onda (1) e de
absortividade molar (¢/ L mol* cm™) calculados estdo apresentados na Tabela 3.5, junto das

atribuicdes para as bandas observadas nos espectros.
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Figura 3. 8: Espectros eletrdnicos para a série 1-4 obtidos em 1.10* e 1.10° mol L* em CHCl,.
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Os espectros sdao muito semelhantes, sendo os "ombros"” (I, I1) de alta intensidade na
regido do ultravioleta do espectro, centrados em cerca de 243-289 nm
(e= 11800-85900 L mol? cm™) atribuidos as transi¢des intraligantes m—n* dos ligantes
triarilfosfina PArs e (n®-p-cimeno) %%, Bandas de menor energia e menor intensidade (111) na
faixa de 371-376 nm (e= 3280-4320 L.mol*.cm™) sdo atribuidas as transi¢cdes de transferéncia
de carga metal-ligante (TCML) do Ru para orbitais ©* dos ligantes. A atribui¢do desta banda
foi confirmada pelos célculos tedricos TD-DFT para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsCl],
sem as substituicdes nos anéis aromaticos do ligante PPhs Além disso, o efeito do solvente
(CH3CN) foi descrito mediante a inclusdo da respectiva constante dielétrica para descrever a
esfera de solvatacdo proposta na metodologia PCM (modelo continuo polarizavel). Constatou-
se que a transferéncia de carga ocorre entre os orbitais de fronteira HOMO/LUMO+3, sendo
que o orbital HOMO é composto majoritariamente pela contribuicdo dos orbitais (t.g) do &tomo
de ruténio e de ambos os d&tomos de Cl por meio dos orbitais 2p, enquanto o orbital LUMO+3
apresenta uma maior contribuicdo dos orbitais ©* do ligante triarilfosfina PPhs
(HOMO(Ru(d)/C1(2p)) —LUMO+3(1*)).

Uma terceira regido de menor energia observada nos espectros eletrénicos (1V), mais
proxima a 500 nm, ocorre em todos os espectros como “ombros”, envolvendo transi¢cdes entre
tog e eg do Ru. Esta atribuicdo foi proposta com base nos calculos TD-DFT realizados, onde 0s
resultados iniciais indicam transicdes que ocorrem envolvendo orbitais ocupados de maior

energia, que contribuem para o carater d-d desta transicdo, envolvendo a excitagdo dos elétrons
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localizados no orbital HOMO-2 para o orbital disponivel LUMO (HOMO-2(Ru(t.g)—»LUMO
Ru(eg). As atribuicdes das transicdes de carga aqui descritas, confirmadas por calculos teéricos
(ver A3.9), estdo de acordo também com o encontrado na literatura para complexos
analogosl859601,

Tabela 3. 5: Atribuicdo das bandas dos espectros eletronicos na regido do ultravioleta-visivel da série de
complexos 1-4.

Complexo | & (nm) ¢ (molt.L.cm™) Atribuicdo

284 13900 n—>m* n’-p-cimeno e PAr;

247 39300 n—>n* nP-p-cimeno e PAr;
1 374 3610 TCML

498 901 Ru(dm)—Ru(dn*)

289 11800 n—n* nS-p-cimeno e PAr;
2 376 3280 TCML

494 853 Ru(dn)—Ru(dn*)

249 53300 n—>n* n°-p-cimeno e PArs
3 374 3520 TCML

498 880 Ru(dn)—Ru(dr*)

243 85900 n—n* nb-p-cimeno e PAr;

276 41700 n—>1* n°-p-cimeno e PAr;
4 371 4320 TCML

497 1020 Ru(drn)—Ru(dn*)

3.4.1.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

Os dados reportados pelos espectros de RMN 1D (*!P{*H}, H e *C{*H}) confirmaram
as estruturas da série 1-4 em solucdo, a partir de sinais caracteristicos e representativos das
formulacBes obtidas. Baseada na caracterizacdo do complexo precursor estabeleceu-se as
comparag6es com os complexos desta série, além da comparacdo dos valores de deslocamentos
quimicos (5) para complexos de ruténio-areno anélogos.

Os espectros de RMN 3P{*H} do 1-4 (Figura 3.9) apresentaram um simpleto com
deslocamentos quimicos préximos entre 22,00 a 27,30 ppm, atribuido ao &tomo de fésforo dos
ligantes triarilfosfina PArs. Como enumerado na Tabela 3.6, todos estes sinais estdo em regioes
mais desblindadas quando comparados aos sinais dos respectivos ligantes livres (-1,31 a -8,03

ppm), desta forma, confirmando a coordenacéo e a formagao dos novos complexost .
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Figura 3. 9: Espectros de RMN de 3P{*H} para 1-4 em CDCl; (300,13 MHz).
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Tabela 3. 6: Deslocamentos quimicos (8) para 1-4 e seus respectivos ligantes livres (8= ppm, A3 = variagdo de
& com a coordenag&o).

& PArs (livre) & Complexo Ad
1 -1,31 27,20 +28,6
2 -2,75 24,20 +26,9
3 -5,55 22,00 +27,5
4 -8,03 23,70 +31,7

A partir da Tabela 3.6, nota-se que os deslocamentos quimicos dependem do
substituinte do anel aroméatico do PArz coordenado. Nos espectros dos complexos com 0s
substituintes retiradores (-OCHz) no anel aromatico (3-4) os deslocamentos quimicos sdo
observados em regides mais blindadas (6= 22,00 ppm ¢ 23,70 ppm, respectivamente), e nos
espectros dos complexos com os substituintes doadores (-CHs) no anel aromatico (1-2) em
regides mais desblindadas (6= 27,20 e 24,20 ppm, respectivamente). Esta evidéncia deve-se ao
fato de que com o substituinte -OCH3s, 0 efeito indutivo retirador de elétrons no anel aromatico
é maior, porém, na mesma estrutura ha o efeito ressonante deste substituinte, o qual prevalece.
Desta forma, os sinais aparecem em regides mais blindadas, devido ao aumento de densidade
eletronica possibilitada por este efeito.

Nos espectros de RMN de H (Figura 3.10) sdo evidenciados os principais protons

existentes nas estruturas dos complexos sintetizados. A anélise revelou a presenca de sinais
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caracteristicos do ligante (n%-p-cimeno) e dos ligantes triarilfosfina coordenados ao centro
metalico. Os dupletos observados na faixa de § 0,97 a 1,13 ppm (HS, 6H, 3Jna-rs= 6,8-6,9 Hz)
referem-se aos protons metilicos (CHs) do grupo isopropil do ligante n®-p-cimeno, e os septetos
entre § 2,48 a 2,89 ppm (H4,1H, 3Jua-ns= 6,6-7,5 Hz) correspondem ao préton metino (CH)
deste ligante. Os protons metilicos (CH3) sdo observados como um simpleto com valor de
deslocamento quimico entre 6 1,80 a 1,97 ppm (H1,3H). Ja os dupletos presentes no espectro
com deslocamentos quimicos entre § 4,95 a 5,22 ppm (H2 e H3, 4H, 3Jn2-13= 5,40-6,09 Hz) sio
referentes aos prétons do anel aroméatico. Ao comparar os espectros do 1-4 com 0 espectro
obtido para o complexo precursor, Tabela 3.7, observa-se que todos os sinais estdo deslocados
para regibes mais blindadas. Esse deslocamento resulta do aumento da blindagem dos
hidrogénios pela coordenacdo com os ligantes triarilfosfina, os quais, aumentam a densidade
eletrénica do centro metéalicol®61621,

Os sinais nos espectros dos ligantes PArz variaram de acordo com o substituinte no anel
aromatico. Os dupletos com deslocamentos quimicos entre 6 7,45 ¢ 7,75 ppm (H6, Jn-p= 10,44-
11,10 Hz) e o tripleto em 7,71 (H6, Ju-p= 9,40 Hz) sdo os sinais mais desblindados devido o
acoplamento H-P. Este sinal comprova a coordenacéo dos ligantes (PArs) quando comparados
aos diferentes valores de deslocamento quimico dos mesmos, quando fora da esfera de
coordenacdo. Para 2-3 um simpleto em & 2,22 e 2,28 ppm (H7), respectivamente, confirmam a
presenca da substituicdo 3,5-dimetil no anel aromatico. Para 3-4 um simpleto em 6 3,80 e 3,71
ppm (H8), respectivamente, indica a presenca do grupo p-MeO como substituinte no anel
aromatico. O simpleto em & 1,22 ppm (H7) no espectro do 1 é caracteristico do substituinte
thutil nas posicdes 3,5- do anel" . Todos os deslocamentos quimicos para 0s complexos

sintetizados estdo dispostos na Tabela 3.7.
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Figura 3. 10: Espectros de RMN de 'H para os complexos da série 1-4, em CDCls (300,13 MHz). (Expanséo dos

sinais ver A3.10)
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Tabela 3. 7: Principais deslocamentos quimicos (8 =ppm) e multiplicidade dos sinais do RMN de 'H para 1-4.
Precursor 1 2 3 4
H1 | 2,20 (s) 1,80(s) 1,96 () 1,97 (s) 1,86 (s)
H2 | 537(d) 512(d) 509(d) 511(d)  4,95(d)
H3 | 551(d) 518(d) 497(d)  498d)  522(d)
H4 | 2,95 (sept) 2,48 (sept) 2,75(sept) 2,69 (sept) 2,89 (sept)
H5| 1,32(d) 097(d)  1,04d) 0,99 (d) 1,13(d)
H6 - 7,74(d)  7.46(d) 7,46 (d) 7,71 (t)
H7 - 1,25(s)  2,27(s)  2,24(s) 6,87(d)
H8 - 7,38 (s) 7,02 (s) 3,72 (s) 3,80 (s)
A andlise dos espectros de RMN de “C{*H} de 1-4 (Figura 3.11) confirmam a
coordenacdo dos ligantes PArs através de alguns sinais caracteristicos do acoplamento C-P
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presentes em cada estrutura, gerando dupletos. Os valores destes deslocamentos quimicos
juntamente com a constante de acoplamento estdo dispostos na Tabela 3.8, e uma tabela

completa encontra-se no A3.11.

Figura 3. 11: Espectros de RMN de *C{‘H} para os complexos da série 1-4 obtidos em CDCls, (75,18 MHz).
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Tabela 3. 8: Deslocamentos quimicos (8) e respectivas constantes de acoplamento (J) em Hz para a série 1-4.

Complexo d,C-P d, Corto d, Crmeta d, Cpara
8, (Nc-p) 8, (Ac-p) 8, Cdcp) 8, (Ucr)

1 133,81 (44,45) 128,79 (9,81) 149,66 (9,58)  123.68 (2,34)

2 133,91 (45,3) 131,90 (11 Hz) 137,14 (9,2) 131,86 (2,8)

3 129,02(47) 130,26 (11) 134,85 (10) 158,47 (2,76)

4 125,34 (51) 113,54 (10,94) 135,83 (10,72) 160,89 (2,33)

Todos os sinais e atribuicdes dos espectros de RMN de *H e *C{*H} para 1-4 foram
confirmados pelos espectros de RMN 2D (*H-'H gCOSY, H-3C gHSQC e H-*C gHMBC)
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apresentados no A3.12, nos quais, podem ser analisados os principais acoplamentos que
auxiliaram no estudo e confirmagdo das estruturas. Ressalta-se que a correlagdo H-13C nas
técnicas HSQC e HMBC determinaram a atribui¢des dos sinais dos hidrogénios H2 e H3, nas
estruturas dos complexos, atribuidos aos hidrogénios do ligante (n°-p-cimeno) em mesmo

ambiente quimico.

3.4.1.7 Difratometria de raios X de monocristal

Os monocristais da série 1-4 foram obtidos primeiramente por evaporacao lenta de
uma solugdo CDCIsz e camadas de pentano (amostra presente no tubo de RMN), sob
arrefecimento a -30 °C durante 24 h. Os cristais dos 2, 3 e 4 foram cultivados desta maneira,
mas todos apresentaram o solvente (CDCIs) em sua rede cristalina (Dados Cristalograficos
A3.13). Porém, de modo a obter amostras adequadas para testes bioldgicos, fez-se uma nova
recristalizacdo dos complexos com intuito de obter cristais que fossem isentos de solvente. Os
cristais de 1 foram obtidos por evaporacdo lenta de uma solucdo de pentano; do 2 por
evaporacdo lenta de uma solucdo de metanol; do 3-4 por difusdo de vapor de éter dietilico em
uma solugdo concentrada dos complexos em CH2Cl>. em um tubo de Schlenk selado, em
temperatura ambiente. Um resumo dos principais parametros cristalograficos de refinamento
para estas estruturas é fornecido pela Tabela 3.9 e as geometrias dos complexos neutros

ilustradas por seus ORTEP na Figura 3.12.
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Tabela 3. 9: Dados cristalograficos de refinamento para série 1-4.

96

1 2 3 4
Depdsito CCDC! 1891875 1891876 1891877 1891878
Formula empirica Cs;H77Cl.PRu Cs4H41ClPRuU Cs7H47Cl,03PRu Cs1H35Cl,03PRu
Peso molecular 905,07 652,61 742,68 658,53
Temperatura/K 100,00(2) 100,0(4) 100,00(12) 99,98(15)
Sistema cristalino Triclinico Triclinico Monoclinico Ortorrdmbico
Grupo espacial P1 P1 P2:/n P2:2:2
alA 17,69876(14) 9,4712(4) 11,1100(5) 19,0841(6)
b/A 23,8825(2) 10,6072(3) 19,0000(7) 18,0116(5)
c/A 37,8519(4) 16,1138(4) 16,9863(8) 8,0511(2)
a/° 78,1577(8) 86,534(2) 90 90
B/ 88,1043(7) 85,984(3) 104,101(4) 90
v/° 76,7822(7) 71,412(3) 90 90
Volume/A? 15242,6(2) 1529,39(9) 3472,4(3) 2767,45(13)
Cela unitaria Z 12 2 4 4
Peaicg/cm® 1,183 1,417 1,421 1,581
wmm?t 3,982 0,761 0,686 0,850
F(000) 5784 676 1544 1352
Tamanho do 0,2x0,15x%x0,1 0,28 x0,2x0,15 0,124 x 0,053 x 0,259 x 0,089 x
cristal/mm? 0,038 0,042
Radiacdo CuKo (A= MoKa (A= MoKa (A= MoKa (A=
1,54184) 0,71073) 0,71073) 0,71073)
Limites 20 para | ¢ o5/ 11160358 6,8621061,392 6,546 0 63,696 6,622 to 65,094

coleta de dados/°®
indices

Reflexdes coletadas

Reflexdes
independentes

Dados/limita¢des/p
arametros

Refinamento (F?)

R indices finais
[>=206 (D]

R Indices finais
[todos os dados]

22 <h<22,-30
<k<29,-48<1<
48

462422

65844 [Rint =
0,0745, Rsigma =
0,0354]

65844/3285/3181

1,021

R:1 =0,0622, wR>
=0,1627

R1=0,0759 1,
WR> =0,1755

-12<h<11,-14
<k<14,-22<1<
21

48299

7984 [Rin =
0,0699, Rsigma =
0,0314]

7984/634/449

1,060

R1=10,0726,
wR2 = 0,1958

R1=0,0791,
WR> = 0,2047

-16<h<16,-25<
k<27,-23<1<24
52837

10248 [Rint =
0,0582, Rsigma =
0,0511]

10248/0/409

1,034

R1 =0,0409, wR2 =
0,0895

R1=0,0593, wR; =
0,0950

26 <h<27,-27<
k<25,-11<1<12
47663

9024 [Rin = 0,0571,
Rsigma = 0,0487]

9024/0/361

1,186

Ry =0,0453, wR> =
0,0850

Ry =0,0499, wR, =
0,0863

1CCDC: The Cambridge Crystallographic Data Centre.
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Figura 3. 12: Representacdo das estruturas para 1-4 pelo programa ORTEP. Elipsdides de deslocamento (50%
de probabilidade) com os &tomos principais representados.

A partir das estruturas refinadas por difratometria de raios X para 1-4 observa-se que
todas apresentaram semelhancas em suas redes cristalinas, confirmando a estrutura,
composicdo e pureza das mesmas. Foi possivel definir a coordenacdo pseudo-octaédrica
esperada para os complexos de ruténio-areno, como mostra a Figura 3.12, em uma geometria
“piano stool”, com 0 anel aromatico do ligante (n®-p-cimeno) ocupando trés sitios de
coordenacéo do ruténio (hapticidade 1°), as triarilfosfinas coordenadas de forma monodentada
pelo atomo de P e os dois cloridos ocupando os outros sitios de coordenacdo disponiveis nas
moléculast®6°],

As estruturas desta série apresentaram uma complexidade consideravel, principalmente
para 1, o qual apresenta uma “super-rede” com Z'*= 60581 no grupo espacial P1, devido as

pequenas mudancas ocasionadas pela rotacdo ou desordem do substituinte 3,5-di-terc-butil do

! Base de dados de Durham Z': parametro usado para denotar o nimero de moléculas independentes na cela unitaria
ou unidade assimétrica.
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L1. Uma complexidade semelhante ocorreu na estrutura cristalina deste ligante com Z’= 4, no
grupo espacial P2:/cf®”l indicando que essas estruturas sdo extremamente lipofilicas e com
ligacGes intermoleculares fracas. Um exame da unidade assimétrica (Figura A3.14) mostra que
as seis estruturas independentes, refinadas como "residuos” baseados nos atomos de Ru, ou
seja, Ru_1,... Ru_6, possuem L1 em uma conformacao semelhante, correspondendo a um anel
"plano™ em relacdo a ligagdo P-Ru. Esta conformacédo ja foi relatada em uma das quatro
conformacdes na unidade assimétrica da estrutura cristalina de L1 (Z’= 4)[%7], vide Capitulo 2.
Além disso, em todas as seis moléculas independentes, os substituintes iPr do ligante (n®-p-
cimeno) estdo orientados em dire¢do a face do anel “plano” da fosfina. Entretanto, elas diferem
de acordo com a orientacdo para esquerda ou para direita dos ligantes cloridos coordenados, e
também pelo fato de o grupo C-H ou CHs do substituinte iPr, estar direcionado para a face do
anel arila. Pode-se relatar que apenas o residuo_1 contém um grupo tBu rotacionalmente de
forma desordenada.

Os demais complexos da série mostraram outros fendmenos de desordem. O complexo
(2), cristalizou em um sistema cristalino triclinico, no grupo espacial P1, com as unidades
[Ru(n®-p-cimeno)Clz] na estrutura apresentando desordem. Este padrdo de desordem é
fornecido considerando-se os diagramas de empacotamento e preenchimento de espaco (Figura
A3.15). A estrutura exibe os mesmos distirbios posicionais, em que [Ru(n®-p-cimeno)Cl;]
existem em duas orientacGes de deslocamento com os componentes iPr e CHz orientados em
direcdes opostas em relacdo a fosfina (L2). A existéncia de uma desordem no 1-2 apresenta
uma resposta diferente ao grande volume estérico apresentado por seus ligantes. No entanto,
essas duas estruturas altamente desordenadas, enfatizam a dominéncia de ligantes do tipo
fosfina lipofilicas nas redes cristalinas de seus complexos.

O 3 ¢ altamente cristalino e a estrutura se refina extremamente bem no grupo espacial
P21/n, ndo apresentando complexidades cristalograficas. A conformacdo da fosfina L3 esta
muito proxima do intermediario idealizado por Mislow®!, com o anel C21-C26 de forma
"plana” (anel paralelo ao eixo principal) e os outros anéis perpendiculares a ele (Figura A3.16).
Pode-se relatar ainda pela estrutura, um contato muito curto de aproximadamente 3,419 A entre
o anel arila da fosfina e o carbono C10 do grupo metil do ligante (n5-p-cimeno), refletindo em
uma interacdo dispersiva com o grupo CHs e na curvatura significativa direcionada para cima
do anel arila da ligacio P-C21, de modo que o atomo de P seja 0,35 A acima do plano em
relagcdo ao anel arila. A geometria e a conformagéo do complexo podem ser comparadas com
as reportadas para o ligante livre (L3)[°. J&, o 4 cristaliza no grupo espacial quiral P212:2 e

tem um disturbio, que refina a ocupacédo de quase 50:50 para dois conforméros na estrutura,
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para o grupo metil, especificamente nos C8 do grupo iPr do ligante (n°-p-cimeno) coordenado.
A partir de contatos curtos induzidos quando estes dois conforméros se emparelham em torno
de um eixo de rotacdo, (Figura A3.17), ddao origem ao grupo espacial quiral; sendo a
quiralidade portanto, apenas um fator conformacional na estrutura geral. A estrutura é de
excelente qualidade e a desordem aparente é provavelmente uma causa de conformacGes
alternativas em pares de moléculas "diméricas".

Os principais parametros geométricos médios como comprimentos de ligagdo (A) e
angulos (°) selecionados, estdo resumidos na Tabela 3.10 para as estruturas determinantes dos

complexos (1- 4).

Tabela 3. 10: Distancias interatdmicas (A) e angulos (°) a partir da analise por raios X de monoscristal para 1- 4.

Distancias de ligacéo (A)

1 2 3 4

Rul-P1 | 2,367(8) 2426(2) 2,382(6)  2,369(12)
Rul-Cll | 2,415(4) 2,409(10) 2,415(5)  2,410(13)
Rul-Cl2 | 2,407(2) 2435(4) 2,418(6)  2,424(11)
Rul-cAr | 2215(2) 2,189(8) 2,214(3)  2,216(4)
P1-C11 | 1,844(3) 1,833(3) 1,828(2)  1,822(5)
P1-C21 | 1,845(8) 1,831(3) 1,829(2)  1,824(5)

P1-C31 | 1,836(3) 1,834(3) 1,840(2)  1,827(5)

Angulos de ligagio (°)

1 2 3 4

CI1-Ru-CI2 | 90,22(4) 88,71(4) 90,74(19)  90,35(5)
PLRuCIL | 89,81(3) 8559(4) 8648(19)  83,49(4)
PLRuCI2 | 8394(3) 91,54(4) 8841(19)  88,88(4)
C11P1Rul |109,46(4) 117,54(13) 116,38(7) 109,19(16)
C21P1Rul |116,57(4) 107,60(15) 108,79(7) 116,22(15)

C31P1Rul |122,01(4) 120,03(14) 119,59(7) 118,73(16)

aTodos os valores relatados para 1 usam as médias das seis moléculas independentes na unidade assimétrica.

As distancias da ligagdo Ru-P variaram de 2,367(8) a 2,426(2) A com um valor médio
de 2,386(23) A. Estes valores s30 um pouco mais longos quando comparados com estruturas
analogas que apresentaram valores médios de 2,348(16)134, 2,358(9)["% e 2,352(1) Al"Y], Apesar
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dos valores obtidos terem uma tendéncia para comprimentos maiores, 0S mesmos estédo dentro
da incerteza padrdo ao nivel de confianga de 99%. A ligacdo P-Ru-CI1 gera &ngulos menores
de 88,81(3), 86,48(19) e 83,49(4) A nos complexos 1, 3 e 4, respectivamente, em relacio aos
respectivos angulos CI-Ru-Cl, 90,22(4), 90,74(19) e 90,35(5) A. Esta variacdo nos angulos
também foi constatada para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)P(OPh)sCl.], em que o angulo de
ligagdo para P-Ru-Cl foi de 85,01(3) A e para CI-Ru-ClI de 87,45(3) A, Pode-se observar
ainda que os angulos da ligacdo CI1-Ru-CI2, CI11-Ru-P1, CI2-Ru-P1, em aproximadamente 90
A, confirmam a geometria pseudo-octaédrica distorcida dos complexos ruténio-arenol’,

O estudo cristalografico permitiu visualizar as configuracdes dos anéis aromaticos das
triarilfosfinas, de modo a minimizarem os efeitos de repulsdo eletronica, que podem ser
evidenciados pelos angulos de ligacdo para cada complexo. Os angulos entre as ligacbes do
ligante triarilfosfina e o centro metélico (C11 P1 Rul, C21 P1 Rul, C31 P1 Rul) observados
para 1 sd0 um pouco maiores, pois, sua estrutura possui um ligante fosfinico com elevado
volume estérico. A Tabela 3.11 expressa uma comparacao de comprimentos e angulos de
ligagdo do 1-4 e do complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsCl,]I™l. A comparacio destes valores
revelou que o impedimento estérico causado pelos anéis aromaticos dos ligantes é semelhante
para as estruturas, ndo demonstrando variagoes significativas nos X dos angulos das ligacGes ao
redor do atomo de Ru. As médias das distancias Ru-C no anel (n®-p-cimeno) para os complexos
também se mostram semelhantes, e percebe-se que a medida que o comprimento da ligacdo Ru-
Cl aumenta, ha um encurtamento da ligacdo Ru-P, proporcionado por um pequeno efeito trans
entre os ligantes nas estruturasi’“l. Este efeito é visualizado de forma diferenciada para o

complexo 2, devido a desordem apresentada para o anel (n®-p-cimeno) na estrutura.

Tabela 3. 11: Pardmetros de geometria para 1-4 em comparagdo com o complexo com PPhs, reportado da
literatural®4)

1 2 3 4 PPhs

% dos angulos® 263,97 265,84 265,63 262,72 265,77
Ru-P 2,367(8) 2,426(2) 2,382(6) 2,369(12) 2,3438
Ru-Cl1 2,415(4) 2,409(10) 2,415(5) 2,410(13) 2,415
Ru-C (média)® 2,215(2) 2,189(8) 2,214(2) 2,216(4) 2,218

@3 dos angulos (°)= P—Ru—Cl, P—Ru—Cl e CI—Ru—ClI. ® Média dos comprimentos de ligagdo Ru-C (A) no
anel (n®-p-cimeno).

3.4.1.8 Calculos de DFT para o complexo [Ru(;5-p-cimeno)PPhsCl;]

As simulagdes computacionais baseadas em célculos da Teoria Funcional da
Densidade (DFT) no nivel de teoria UB3LYP/6-31+G(d), SPK-DZCD, com o complexo
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[Ru(n®-p-cimeno)PPhsCl,], foram realizadas para verificar a estrutura eletrénica, espectros de
absorcdo eletrénica e 0 comportamento voltamétrico e assim, comparar aos 1-4, 0s quais,
possuem estrutura similar, com os ligantes PArs 3,5-dissubstituidos. Essa estrutura foi
selecionada com objetivo de reduzir o custo computacional.

Nesse caso, tanto 0 complexo neutro, quanto as espécies cationicas e aniénicas com
geometrias moleculares para os estados ionizados com cargas -1, +1 e +2, foram totalmente
otimizadas na fase gasosa e com um modelo continuo polarizavel (PCM) para o solvente
CH3CN. Essas simulagdes foram desenvolvidas com objetivo de descrever os processos de
oxirredugdo envolvendo as espécies Ru (11/1), Ru (1I/111) e Ru (II/1V); respectivamente. O
objetivo principal foi descrever as modifica¢fes na coordenacdo ao redor do atomo de ruténio,
a partir dos comprimentos e angulos de ligacdo, cujos parametros encontrados estdo dispostos
na Tabela 3.12. Em comparacdo ao complexo neutro (18 elétrons), o aumento da carga
catibnica (17 e 16 elétrons), pode ser entendido como um processo de oxidacdo do centro de
Ru (11/111) causando poucas alteragdes nos comprimentos de ligacdo de Ru-Cl, Ru-P e Ru-Ce.
Além disso, o angulo CI(1)-Ru-CI(2) aumenta, e evidencia um pequeno aumento da distancia
da ligacdo CI(1)-CI(2), enquanto os angulos CI(1)-Ru-P e CI(2)-Ru-P diminuem, mostrando
uma aproximagdo entre os ligantes clorido e PPhsz. Portanto, a geometria molecular do
complexo é muito estavel durante o processo de oxidacéo.

O processo de reducdo de carga (19 elétrons) associado ao Ru(ll/l) apresentou um
caréater irreversivel, sendo relacionado a adicdo de elétrons ao orbital LUMO, que é dominado
pela interagdo Ru-Cl 6*, formando o complexo aniénico. No entanto, a localizagdo dessa carga
negativa ndo ocorre preferencialmente no ruténio devido a sua baixa eletronegatividade e,
assim, o mecanismo mais favoravel é associado a deslocalizacdo da carga negativa sobre 0s
grupos benzeno, clorido ou PPhs. Além disso, notou-se que o comprimento de ligagdo Ru-Cl
aumenta (Tabela 3.12), indicando que a carga negativa em excesso € direcionada para um dos
ions cloridos devido sua alta eletronegatividade, causando a labilizagdo do mesmo. Assim,
durante o processo de reducdo a geometria do complexo se torna muito instavel, de forma que

a estabilidade seja reestabelecida mediante a labilizagdo do ligante clorido na estrutura.
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Tabela 3. 12: Geometrias moleculares analisadas para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsCI] * em diferentes
estados oxidados. Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (°).
Comprimento de ligacéo (A)

Ru(l) Ru(ll) Ru(Ill) Ru(IV)

Ru-CI(1) 2,535 2,477 2,388 2,342

Ru-CI(2) 5,274 2,478 2,395 2,338
Ru-P 2,450 2,465 2,470 2,558
Ru-Cs 2,317 2,290 2,411 2,390

Angulos de ligagao (°)

CI(1)-Ru-CI(2) 91,324 91,140 99,429 104,334
Cl(1)-Ru-P 84,908 84,908 85,770 82,754
Cl(2)-Ru-P 88,387 88,387 85,282 83,793

As energias e topologias dos orbitais moleculares de fronteira (FMOs) estéo
representadas na Figura 3.13. O orbitail ocupado de maior energia HOMO apresenta uma
contribuicdo majoritaria dos orbitais Ru 3d (44,5%) e Cl p-z* (39,2%), como também pelos
orbitais do ligante (n%-p-cimeno). O mesmo se aplica ao HOMO-1 (41,0 e 45,6%) e HOMO-2
(37,3 e 53,0%) para a contribuigdo dos orbitais do Ru 3d e Cl p-z*, respectivamente. Juntos,
esses trés FMOs tém energia proxima e correspondem aproximadamente ao conjunto dos
orbitais degenerados Ru(tzg) para uma estrutura octaédrica ideal. Como para qualquer metal de
transi¢do com quaisquer ligantes da base 7 (halogénios, alcoxidos, RS- e similares), esses MOs
preencheram as contribui¢fes do par de elétrons do ligante clorido. Além disso, 0 HOMO-3
tem principalmente contribui¢des de elétrons sem ligagdo com Cl m de uma combinacio de
simetria que nao corresponde a nenhum orbital d em Ru (82,9%).

Os orbitais moleculares desocupados de menor energia LUMO e o LUMO +1 séo
formados majoritariamente pela contribuicdo dos estados eletrénicos associados a ligacdo
Ru-p-cimeno ©* e Ru-Cl o*. Para LUMO, a composi¢ao foi calculada como Ru d (49,5%),
Cl p (10,0%) e (n5-p-cimeno) (8,1%), enquanto o LUMO +1 foi descrito como composicao
mista de Ru d (55,6%), Cl p (14,7%) e (n®-p-cimeno) (10,8%). Esses dois MOs correspondem

aproximadamente ao conjunto de orbitais Ru(eg).
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Figura 3. 13: Orbitais moleculares de fronteira e niveis de energia, com representac6es do orbital de Kohn-Sham
para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsCl;] em fase gasosa obtidos a partir dos calculos DFT/TZVP/RPEO com
correcdo de dispersdo.
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3.4.1.9 Caracterizacgdo eletroguimica por voltametria ciclica

Experimentos de voltametria ciclica foram realizados para 1-4 a fim de investigar o
mecanismo eletroquimico. Os voltamogramas ciclicos foram registrados em eletrodo de
carbono vitreo em solugdo de PTBA/CHsCN 0,1 mol L (vs. Ag/AgCl), e estdo apresentados
na Figura 3.14, onde pode-se perceber a semelhanca no perfil apresentado por todos 0s
complexos da série. Em potenciais anodicos sdo apresentados dois processos redox quasi-
reversiveis (I e 111) e um processo de oxidacgéo irreversivel (I1). Em potenciais catddicos é
possivel constatar a presenca de dois processos de reducdo (1V e V) e outro de oxidacdo (V1)

irreversiveis. Os valores dos potenciais para 1-4 estdo dispostos na Tabela 3.13.
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Figura 3. 14: Voltamogramas ciclicos para os complexos (1-4) a 2,0.10° mol L' em PTBA 0,1 mol L em
acetonitrila vs Ag/AgCl; obtido em 100 mV s™.
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Tabela 3. 13: Valores dos potenciais (V) e corrente de pico (WA) obtidos dos voltamogramas ciclicos dos 1-4.

Epal Epcl Eml a |pC/|pa| AEp Ib Epa“ Epclllc Epalll c EpCIV Epcv EpaVI AE d
1117 107 112 0,34 0,09 172 0,62 0,65 -097 -1,39 -0,50 2,56
2 |117 106 1,11 0,31 0,08 169 0,61 065 -09 -131 -059 248
3 /115 105 1,10 0,25 0,07 172 0,60 065 -085 -132 -051 247
4 1113 1,04 108 0,25 0,07 1,70 0,60 065 -093 -130 -0,59 243

3E12 = (Epa + Epc)/2; "Medida pela diferenca entre Eps € Epc; Sprocesso quasi-reversivel com coordenacgio do
CHsCN; “Medido pela diferenga entre Epa' € Epc.

Observando os voltamogramas da Figura 3.14, relata-se que na regido anddica se
observa um processo redox quasi-reversivel (Epa'/Epc') atribuido a oxirreducéo centrada no par
(Ru"/Ru'"") dos complexos, devido a remocao de um elétron do orbital HOMO, com valores de
potenciais que variam de Epa = +1,13 a Epc = +1,07 V, e E12=1,08 a 1,12 V. Esta atribuicg&o foi

baseada em resultados relatados na literatura, como para 0s complexos

[Ru(n®-p-cimeno)(L)Cl,], onde L= PMes, PPhs ou P(OMe)s, com valores de potenciais na faixa

de E12=10,99 a 1,09 VI™ e Eyp = 1,11 a 1,15 V. O processo de oxidacao irreversivel em
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maiores potenciais nos voltamogramas Epa' ~ 1,70, pode estar relacionado a oxidagéo do ligante
(n®-p-cimeno) labilizado da esfera de coordenacéo, apos a oxidacio do complexo (Ru'/Ru').
Atraveés dos célculos DFT (se¢do 3.4.1.8), o orbital HOMO tem uma combinag&o dos carateres
Ru d e Cl p-n*, de forma que a oxidagdo deve fortalecer significativamente a ligacdo Ru-Cl e
ter um pequeno efeito enfraquecedor na ligagdo ao (n°-p-cimeno), porém, ndo o suficiente para
causar a labilizacdo. Para o caminho da oxidacdo, a molécula foi estavel em alta faixa de
potencial voltamétrico, enquanto que, no caminho da reducdo, a molécula foi modificada.

A partir dos voltamogramas percebe-se a formacgéo de um novo processo redox em (111)
apos a varredura dos processos (1) e (I1). O ciclo repetido entre 0 e +1,5 V vs Ag/AgClI produz
um pico anodico para (111), com intensidades de correntes muito mais baixas do que para o
processo (1), como mostra a Figura 3.15. Com base na proposta ja descrita por Smith et al. para
um complexo [Ru(nS-p-cimeno)(PPh2(CH2)sPh)Cl2]"®, postulamos que o processo (111) é o
par redox Ru(ll/Ill) para uma nova espécie em solucdo, [Ru"'(CH3CN)sPArsCl], devido a
deslocamento do (n°-p-cimeno) apds a oxidac&o inicial em (1) e sua substituicdo pelo solvente
coordenante acetonitrila, nos trés sitios de ligacdo anteriormente ocupados pelo ligante,
consistente com um tipico processo eletroquimico-quimico (EC). O Esquema 3.7, ilustra este

processo de formacdo da nova espécie em solucéo.

Figura 3. 15: Voltamogramas ciclicos para 1-4 a 2,0.10 mol L em PTBA/CH3;CN 0,1 mol L vs Ag/AgCI;
obtido em 100 mV s-%, faixas de potencial de 0 a +1,5 V.
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Esquema 3. 7: Representacdo do processo para formacdo do novo composto gerado em solugdo
[Ru™(CH3CN)3(p-MeO-CgHa)Cl].
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Para confirmar a formagéo de um novo composto em solugdo com CH3CN, realizou-se
uma eletrélise em massa com potencial controlado do 4 em solucdo de CH3CN. Uma oxidagao
exaustiva a +1,5 V foi seguida por uma reducao subsequente a 0,0 V, produzindo uma solucgéo
amarela, cujo voltamograma ciclico com Ei2= 0,625 V correspondia muito ao potencial
apresentado para processo (111) no 4 e nos demais complexos da série estudada (Figura A3.18).
O material produzido pelo processo de eletrlise foi caracterizado por RMN de 3P e H,
(Figura A3.19) e os dados de deslocamentos quimicos caracteristicos dos espectros quando
comparados ao 4 evidenciaram a formacdo do complexo [Ru(CH3CN)3(4)Cl:], resultante da
substituicdo do ligante (n®-p-cimeno) por CHsCN por meio de um intermediario formado por
Ru(lll) (etapa 2 no Esquema 3.7), que é consistente com um processo eletroquimico-quimico
(EC). Para confirmar e identificar a formacéo deste complexo, realizou-se ainda uma sintese
térmica sob refluxo na presenca do solvente CH3CN, e foram observados dados semelhantes de
RMN de *P{*H} e *H, que indicaram a caracterizacdo da nova espécie (Figura A3.20). Estes
testes foram realizados para 4 cuja estrutura possui um ligante fosfina com menor impedimento
estérico, o que acarretaria a melhor reacdo de substituicdo neste estudo. Devido todos o0s
complexos da série apresentarem uma eletroquimica semelhante, visto pelos perfis dos
processos evidenciados, a formacao desta nova espécie em solucéo, ocorre para a estrutura de
todos os complexos aqui estudados.

Em contraste, as varreduras na regido catdédica mostram apenas uma reducgédo
quimicamente irreversivel (V), Epc de -1,29 a-1,39 V, que entdo induz a re-oxidagéo fortemente
compensada em (V1) com Epa=-0,50 a-0,59 V. As atribuicGes destes processos foram baseadas

em estudos anterioremente realizados em nosso grupo de pesquisal®X! e nos calculos DFT, que
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indicaram um rapido deslocamento de um &nion clorido ap6s a reducdo do centro metalico Ru
(11/1). E possivel ver na Tabela 3.12 (se¢éo 3.4.1.8), um aumento do comprimento de ligacio
Ru-Cl, indicando que a carga negativa em excesso direcionada para o ion clorido, causou a sua
labilizacdo do complexo. Esse resultado mostrou que a coordenacao ao redor do Ru é muito
instavel para o processo de reducdo. Relata-se ainda a presenca de um processo de reducédo
irreversivel com baixa corrente em (1V), Epc=-0,85 a -0,97 V, atribuido a reducéo de (l1/1), do
complexo formado com acetonitrila coordenada aos sitios de ligacdo do ruténio.

Todos os processos redox estdo em concordancia qualitativa com a estrutura eletrénica
determinada por célculos para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsCl], incluindo a perda do
carater de ligacdo m ao ligante (n®-p-cimeno) ao remover um elétron do orbital HOMO e a
inducdo do caracter 6* ao adicionar um elétron ao orbital LUMO. Essas hipoteses foram
confirmadas ainda a partir de um exame detalhado dos estudos otimizados de DFT dos estados
carregados para a estrutura, usando um modelo de solvatagdo PCM (secdo 3.4.1.8).

Estes estudos voltamétricos realizados podem fornecer evidéncias de uma extensa faixa
de estabilidade da janela de potencial, com valores de potencial redox (AE = 2,43 a 2,56 V)
(Tabela 3.13), definida pela diferenca entre Ep' na regifo anddica e Epc¥ na regido catodica.
Essa faixa de valores fornece a estabilidade do ruténio no estado de oxidagdo (2+) quando
coordenado com o ligante (n°-p-cimeno), sendo esta faixa mais ampla quando comparada a
faixa fisioldgica de E, entre ~ + 1V a -1V vs. EPH. Assim, espera-se que a série de complexos
1-4 seja estavel com o ruténio em seu estado de oxidacdo 2+ in vivo, desde que o ligante

(n8-p-cimeno) permaneca coordenadol’’].

3.4.1.10 Estudo da variacéo da velocidade de varredura

Com o objetivo de avaliar a natureza do transporte de material eletroativo para superficie
do eletrodo, fez-se o estudo da influéncia da velocidade de varredura dos complexos da série
1-4, num intervalo de 50 a 2000 mV s, cujos voltamogramas ciclicos para as regides de pico
anodicas e catodicas, estdo apresentados nas Figuras 3.16 a 3,19 (a-b). A determinacdo do
processo de transferéncia de massa € obtida pela correlagdo entre a intensidade da corrente de
pico (Ipa OU Ipc) € a velocidade de varredura (v) e entre a intensidade da corrente de pico (lpa OU
Inc) € a raiz quadrada da velocidade de varredura (v¥'?), cujos graficos desta ultima correlagio,

estdo apresentados nas Figuras 3.16 a 3.19 (c-d).
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Figura 3. 16: Voltamogramas ciclicos do 1 a 2,0.10° mol L em PTBA/CH;CN 0,1 mol L vs Ag/Ag*; obtido de
50 a 2000 mV s* em regides anddicas (a) e catodicas (b). Grafico de correntes anddicas (c) (processo 1) e correntes
catodicas (d) (processo V) vs raiz quadrada da velocidade de varredura (v+?)
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Figura 3. 17: Voltamogramas ciclicos do 2 a 2,0.10° mol L' em PTBA/CH3CN 0,1 mol L vs Ag/Ag*; obtido de
50 a 2000 mV st em regides anddicas (a) e catddicas (b). Grafico de correntes anddicas (c) (processo 1) e correntes
catddicas (d) (processo V) vs raiz quadrada da velocidade de varredura (v*?).
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Figura 3. 18: Voltamogramas ciclicos do 3 a 2,0.10"* mol L't em PTBA/CH3CN 0,1 mol L vs Ag/Ag*; obtido de
50 a 2000 mV s* em regides anddicas (a) e catodicas (b). Grafico de correntes anddicas (c) (processo 1) e correntes
catodicas (d) (processo V) vs raiz quadrada da velocidade de varredura (v*2).

15
10
5 .
<
0 .
= ——somvs?
— 54 —— 100 mV s™
——— 200 mV s™
-104 —— 400 mv s™
800 mV s™
—— 1200 mV's™
18] (a) —— 2000 MV s™
0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
E (V) vs Ag/AgCI
8
I (A= 0,145 * vi2 mv shy+ 1,007
71R2= 0,998
6
R z
— =
44 —_
34
29(c)
10 20 30 40 50

vl/2 (mv S'l)

104
O m
< —50MVs?
=2 —— 100 MV ™
- ——200 MV s™
-104 —— 400 MV s
800 MV s™
—— 1200 MV s™
(b) —— 2000 MV s™
-20 T T T
-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0
E (V) vs Ag/AgCI
I (uA)= -0,309 * viZ mv s1y-2,865
61 R%= 0,994
9
-12 4
-154
d
-18 ( ) T T T T
10 20 30 40 50

vl/2 (mv S'l)

Figura 3. 19: Voltamogramas ciclicos do 4 a 2,0.10- mol L em PTBA/CH3CN 0,1 mol L™ vs Ag/Ag*; obtido de
50 a 2000 mV s em regides anddicas (a) e catddicas (b). Grafico de correntes anddicas (c) (processo 1) e correntes
catodicas (d) (processo V) vs raiz quadrada da velocidade de varredura (v2).
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Os resultados obtidos pela correlagao Ipa ou Ipc vs. V2 evidenciaram que a transferéncia
de massa de todos os complexos em solucdo até a superficie do eletrodo de trabalho aplicado,
ocorre por meio de um processo difusional, para ambas as regides anddicas e catodicas[’®l. Os
gréficos desta correlacdo confirmam uma boa linearidade observada, cuja a mesma nao foi
alcancada com a correlacéo Ipa ou Ipc vS. v que indicaria um processo adsortivo de transferéncia
de material eletroativo ao eletrodo. E possivel observar ainda pelos voltamogramas
representativos das regides anodicas, que a medida que hd o aumento da velocidade de
varredura de potencial, ocorre um pequeno deslocamento do pico de oxidacdo (Epa') para

potenciais mais positivos, e esta mudanga é caracteristica de processos quasi-reversiveist’,

3.4.2 Complexos da série [Ru(n®-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8)
3.4.2.1 Considerac0es sobre as sinteses

Os  complexos  catidbnicos  de  ruténio-areno  de  formula  geral
[Ru(n8-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8), onde N= 3-metilpiridina, foram obtidos a partir dos
complexos fosfinicos [Ru(n®-p-cimeno)PArsCl;] (1-4), pela facil substituicdo de um dos
ligantes cloridos em cada estrutura, segundo rota adaptada da literatura®® como mostra o
Esquema 3.8. As sinteses foram de facil obtencdo, conduzidas em metanol a temperatura
ambiente, com bons rendimentos em torno de 67-86%, apresentando-se como solidos de
coloracdo amarelo-alaranjados, estaveis a luz e ao ar em temperatura ambiente. Todos 0s
complexos sao inéditos, ndo apresentando sua sintese e caracterizagGes descritas na literatura.
A solubilidade desta série de complexos indicou que estes sdo sollveis em solventes organicos
como dimetilsulféxido, acetonitrila, diclorometano e cloroférmio, e praticamente insolUveis em
agua e éter etilico. Nos demais solventes as solubilidades dos complexos diferem entre si a
25°C, como pode ser notado pela Tabela A3.21. Nenhuma mudanca de coloracéo das solucdes
foi observada, o que pode refletir que ndo teve degradacdo destes complexos. Além disso, 0s 6-
8 foram recristalizados preparando solugdes concentradas em CH3Cl e diluidos por difuséo,
utilizando éter dietilico a temperatura ambiente, num recipiente selado protegido da luz. O 5 foi
recristalizado por evaporagéo lenta em solucéo de éter etilico. Todos apresentaram alta pureza,
evidenciada por espectros de RMN e analise elementar, que foram consistentes com a formula

proposta para suas estruturas cristalogréaficas.
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Esquema 3. 8: Rota sintética dos complexos da série 5-8.
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3.4.2.2 Anélise Elementar

A partir dos resultados de anélise elementar obtidos pela microanélise dos cristais dos
complexos da série 5-8, listados na Tabela 3.14, confirmou-se a composi¢cdo quimica. Para
todos os complexos, os valores tedricos calculados, estdo coerentes com os resultados
experimentais obtidos pela analise elementar. Para 6 foi necesséria a inclusdo de uma molécula
de solvente CHCl3, a qual esta presente no cristal obtido para este complexo, conforme os dados

de raios X, discutidos mais adiante.

Tabela 3. 14: Valores Experimentais (Exp.) e calculados (Cal.) de analise elementar (C, H) obtidos para 5-8.

Complexo % C % H % N
Exp./ Cal. Exp./Cal. Exp./Cal.
5 61,37/62,83 6,95/7,58 1,30/1,26
6 56,89 / 55,46 5,70/5,62 1,50/1,62
7 55,80/ 54,58 5,52/5,71 1,49/1,48
8 52,45 /51,56 4,85 /4,88 1,76 /1,62

3.4.2.3 Condutividade molar e estabilidade

Os valores de condutividade molar em acetonitrila em uma concentragdo de
1.10° mol L, Tabela 3.15, indicam que 5-8 sdo considerados eletrélitos, quando comparados
com solugbes de eletrolitos 1:1 em acetonitrila (120 a 160 uS cm™)B%, Estes resultados
confirmam a formacéo dos novos complexos, pois, 0s mesmos adquirem um carater catidnico
em relacdo aos seus respectivos complexos precursores (1-4) com a labilizacdo de um dos

cloridos da estrutura para coordenacgéo do ligante 3-metilpiridina. Para analisar a estabilidade
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dos complexos na presenca de acetonitrila, foram realizadas medi¢Ges ap6s 24 h, ndo
observando diferenga substancial nos valores de condutividade molar comprovando a

estabilidade dos mesmos.

Tabela 3. 15: Valores de condutividade molar para a série de complexos (5-8).

Complexo | Am (uScm?)—0h | Am (uS cm?) —24h
5 122,5 126,1
6 124,7 127,5
7 120,4 123,4
8 135,3 140,0

3.4.2.4 Espectroscopia vibracional na regi&o do infravermelho

Os espectros na regido do Infravermelho para 5-8 obtidos em pastilha de KBr, dispostos
na Figura 3.20, apresentaram um perfil semelhante com relacdo as intensidades das bandas
entre si, e 0s modos vibracionais com as principais atribuices dos espectros estdo relacionados
na Tabela 3.16.

Figura 3. 20: Espectros vibracionais na regido do infravermelho para 5-8.
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De acordo com os espectros de infravermelho, as bandas em altas frequéncias na faixa

entre 3072-3078 cm™ e 2827-2972 cm! sdo atribuidas aos estiramentos assimétricos da ligago

C-H no plano (vcsp®H) € (vesp-n), devido a presenca dos anéis aromaticos e do grupo
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substituinte metil, respectivamente, dos ligantes n®-p-cimeno, fosfinas PArs e 3-metilpiridina
coordenados aos referidos complexos. As bandas correspondentes ao estiramento assimetrico
no plano da ligacdo dupla entre carbonos do anel aromatico (vasc=c), sd0 observadas para 0s
complexos em duas bandas com niimero de onda entre 1420-1491 cm™%%%1, As bandas em torno
de 1580-1593 cm™ (vasc=n) comprovaram a coordenagdo do ligante 3-metilpiridina aos
complexos organometalicos pelo a&tomo de N presente no anel“321,

Os espectros do 7 e 8 apresentaram duas bandas caracteristicas para o estiramento
assimétrico (vasc-o), do substituinte OCHs em 1221 e 1255 cm™ e 1010 e 1022 cm?,
respectivamente. As bandas observadas em 1100-1127 cm™ e 552-561 cm™ sdo referentes aos
estiramentos assimétricos da ligacdo P-C, das fosfinas aromaticas PArs. Para os complexos 5 e
6, as bandas intensas observadas em 706 e 696 cm™, sdo atribuidas a deformacdo angular (Sc-
H) que identificam o padrdo de substituicdo nos anéis aromaticos dos ligantes fosfinas como m-
dissubstituidos®*%®%€1. No geral, os espectros dos complexos apresentaram bandas de
intensidade forte, que ndo foram observadas nos espectros de seus precursores (1-4),
correspondentes ao contra-ion PFs” em torno de 840 e 847 cm™, confirmando a formag&o dos

complexos catidnicos®1#2],

Tabela 3. 16: Atribuic8o das principais bandas dos espectros FTIR (cm™) observadas para 5-8.

Atribuicéo 5 6 7 8
VasCsp-H 3072 3078 3072 3076
2964, 2907 2972, 2924 2932, 2864
3 ) L] ) L] 1] il
VasCsp-H 2868 2860 2827 2968, 2839
VasC=N 1586 1593 1586 1580
VasC=C 1473, 1420 1473, 1421 1480, 1426 1491, 1453
Vp.C 1127, 557 1120, 561 1112, 552 1100, 557
VasC-0 - - 1010, 1221 1022, 1255
VPF6 847 840 840 841
dc-H 705 687 - -

3.4.2.5 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do ultravioleta-visivel

A espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel realizada para os
complexos da série 5-8, em uma concentragdo de 1.10“ mol L™t em CH.Cl, a temperatura

ambiente, permitiram a interpretacdo das propriedades eletrénicas como mostra 0s espectros
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eletronicos da Figura 3.21. Observa-se que os complexos apresentaram trés bandas de absorgéo
pouco definidas, sendo que destas, “ombros” (I, I1) na regido ultravioleta e visivel, e uma banda
(111 na regido visivel dos espectros eletromagnéticos dos quatro complexos. Os valores de
comprimento de onda (1) e valores da absortividade molar (¢/ L mol™* cm™) calculados estéo

apresentados na Tabela 3.17, junto das atribuigdes para as bandas observadas nos espectros.

Figura 3. 21: Espectros eletronicos para 5-8 obtidos em 1.10* mol L em CH,Cl,.
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Analisando os espectros eletronicos obtidos para 5-8 constata-se um perfil semelhante
entre eles, sendo o "ombro” (1) de alta intensidade na regido do ultravioleta do espectro,
centrado em cerca de 268-275 nm (g= 7000-8050 L mol? cm™) atribuidos as transicoes
intraligantes m—m* dos ligantes triarilfosfina (PArs), (nS-p-cimeno) e 3-metilpiridina
coordenados ao centro metalico. O “ombro” localizado em A=341 nm (g= 930-1080 L mol
cm), foi atribuido as transicGes de transferéncia de carga metal-ligante (TCML) do ruténio
para orbitais n* dos ligantes. A atribuicdo desta banda foi confirmada pelos célculos teéricos
TD-DFT realizados com o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsNCI]*, onde PPhs corresponde a
fosfina sem as substituicdes nos anéis aromaticos e N ao ligante 3-metilpiridina. Constatou-se
gue a transferéncia de carga ocorre entre os orbitais HOMO-1/LUMO, sendo o orbital HOMO
composto majoritariamente pela contribuicdo dos orbitais (t.g) do &tomo de ruténio e o orbital
LUMO com uma maior contribuicdo dos orbitais n* do ligante clorido e uma pequena
contribuigdo provinda do ligante n8-p-cimeno (HOMO(Ru(d)/Cl(2p)) —LUMO(7c*)).

Uma terceira regido de menor energia observada nos espectros eletrénicos com bandas

de menor intensidade (111), proximas a A=545 nm (e= 190-230 L mol* cm*) foram atribuidas
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as transicbes nos orbitais ocupados de maior energia tog e eg do &omo de ruténio, que
contribuem para o carater d-d desta transi¢cdo. Os baixos valores de absortividade molar
encontrados para os complexos da série, também caracterizam esta transicao.

Além disto, os resultados tedricos dos calculos TD-DFT indicam transi¢Ges que ocorrem
entre os orbitais de fronteira HOMO-LUMO (HOMO(Ru(t.g)—LUMO Ru(eg)), confirmando
o carater d-d dessa transicéo eletronica. No entanto, os resultados tedricos indicam a presenca
de uma pequena contribuicdo da transicdo (TCLM) pela excitacdo eletrénica entre os orbitais
(HOMO-2—LUMO), sendo o HOMO-2 constituido por uma contribuicdo dos orbitais Ru(tzg)
do atomo de ruténio e pelos orbitais 2p do ligante clorido, além de uma contribuicdo mais
evidente dos orbitais = do ligante 3-metilpiridina. JA o LUMO, é formado por uma contribuicéo
majoritaria dos orbitais antiligantes Ru(eg), desta forma caracterizando a transicdo (HOMO-
2(pn(3-metilpiridina)) = LUMO(Ru(eg)). Teoricamente, essa banda é representada como uma
banda de intensidade baixa localizada em 350 nm, sendo omitida no espectro obtido para o
calculo, devido apresentar um efeito eletrénico muito baixo. As atribui¢fes das transicdes de

carga aqui descritas, confirmadas por célculos tedricos, estdo apresentadas na Figura A3.22.

Tabela 3. 17: Atribui¢do das bandas dos espectros eletrénicos na regido do ultravioleta-visivel da série de
complexos 5-8.

A (nm) £ (moltLcm?) Atribuicédo
275 5430 noT*
5 340 930 TCML
545 230 Ru(dn)—Ru(dn*) e TCLM
268 7000 noT*
6 340 980 TCML
545 220 Ru(dt)—Ru(dr*) e TCLM
273 6680 noT*
7 341 1020 TCML
545 190 Ru(dn)—Ru(dn*) e TCLM
274 8050 noT*
8 341 1080 TCML
545 230 Ru(dn)—Ru(dn*) e TCLM

3.4.2.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

Os dados reportados pelos espectros de RMN 1D ((!P{*H}, *H e B¥*C{*H}) puderam
confirmar as estruturas da série 5-8 em solucdo, a partir de sinais caracteristicos e

representativos das formulagGes obtidas. Estabeleceram-se comparagfes dos valores de
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deslocamentos quimicos (0) para a atribuicdo dos sinais dos espectros desta nova série de
complexos com os respectivos precursores (1-4).

Os espectros de RMN 3'P{*H} do 5-8 (Figura 3.22) apresentaram um simpleto com
deslocamentos quimicos préximos entre (6=33-40 ppm), atribuido ao atomo de fdésforo dos
ligantes triarilfosfina PArs. Como enumerado na Tabela 3.18, todos estes sinais estdo em
regibes mais desblindadas quando comparados aos sinais dos respectivos complexos
precursores fosfinicos (6=21,93 a 27,30 ppm), desta forma, confirmando a mudanca de
coordenacdo ao redor do centro metélico e a formagdo dos novos complexos com o ligante 3-
metilpiridinal*’l. Esta desblindagem dos sinais dos complexos com a inclusdo de um ligante
nitrogenado, pode ser explicada devido a forte interacdo da ligacdo Ru-N em relacéo a interacao
Ru-P, cuja ligacdo € enfraquecida. Este efeito sera relatado no estudo das estruturas de raios X
mais adiante, que podem confirmar a variacdo dos comprimentos de ligacdo e um pequeno
Efeito trans entre esses ligantes. Observa-se um outro sinal na faixa de deslocamento entre
d=-131 a—157 ppm, atribuido ao septeto relacionado ao acoplamento do fésforo com os

atomos de fltor do contra-ion PFg nas estruturas resultantes(*?!,

Figura 3. 22: Espectros de RMN de 3P{*H} para os complexos da série 5-8 em CDCl; (300,13 MHz).
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Tabela 3. 18: Deslocamentos quimicos (8) para 5-8 e seus precursores 1-4.

Complexo 3 (ppm) Complexo 3 (ppm)
1 27,20 5 40,4
2 24,20 6 36,0
3 22,00 7 33,8
4 23,70 8 34,1

A partir da Tabela 3.18, nota-se que os deslocamentos quimicos entre os complexos
seguem a mesma tendéncia em relacdo ao substituinte do anel aromético do PArz coordenado.
Nos espectros dos complexos com os substituintes retiradores (-OCH3) no anel aromatico, 7 e
8, 0s deslocamentos quimicos sdo observados em regides mais blindadas (6= 33,8 e 34,1 ppm,
respectivamente), e nos espectros dos complexos com os substituintes doadores (-CH3) no anel
aromatico, 5 e 6, em regides mais desblindadas (6= 40,4 e 36,0 ppm, respectivamente). Esta
evidéncia, como ja relatada, é devido ao efeito ressonante do substituinte -OCHz que causa 0
aumento de densidade, blindando os sinais.

Os espectros de RMN de *H (Figura 3.23) revelam a presenca de sinais caracteristicos
do ligante (n%-p-cimeno) (H= 1,2,3,4,5). O conjunto de dupletos (H2) e (H3) que se mostram
presentes em regido desblindada do espectro com deslocamentos quimicos na faixa entre 5,16
e 5,46 ppm (H2 e H3, 2H, 3Ju2-13=5,88-6,02 Hz) sio referentes aos protons aromaticos do
ligante (n5-p-cimeno). Porém, com a coordenagdo do ligante piridina, surgem mais dois
conjuntos de dupletos, os quais estdo em ambientes quimicos diferentes, sendo eles (H2) e
(H3”) entre 5,82 ¢ 5,87 ppm (H2’ e H3’, 2H, 3Jp>-113=5,81-6,09 Hz). Os prétons metilicos (H1)
deste ligante sdo observados como um simpleto em 1,56-1,71 ppm. Os sinais atribuidos ao
substituinte isopropilico do ligante n®-p-cimeno sdo observados como duplo dupletos em 1,10-
1,13 ppm (6H, Jna-15=5,90-7,84 Hz), os quais, correspondem aos prétons metilicos (H5) e

como septetos em 2,18-2,28 ppm, sinal atribuido ao préton metino (H4)61.621,
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Figura 3. 23: Espectros de RMN de 'H para 5-8 em CDCl; (300,13 MHz). ). (Expansdo dos sinais ver A3.23)
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Os sinais referentes a presenca dos ligantes triarialfosfinas PArs aparecem em regido
mais desblindada dos espectros e variaram de acordo com o substituinte no anel aromatico. Os
dupletos alargados entre 6 6,82-7,07 ppm e o tripleto em 6,86 ppm (H6), sdo os sinais mais
desblindados devido o acoplamento H-P. Para 7 € 8 um singleto em & 3,72 ¢ 3,81 ppm (HS),
respectivamente, indica a presenca do grupo 4-MeO como substituinte no anel aromatico. Para
6 e 7 um simpleto em 6 2,22 e 2,17 ppm (H7), respectivamente, confirmam a presenca da
substituicdo 3,5-dimetil no anel aromatico. O simpleto em & 1,18 ppm (H7) no espectro do 5 €
caracteristico do substituinte t-butil nas posicdes 3 e 5 do anell*7 631,

Ao comparar 0s espectros da série 5-8 e de seus respectivos precursores de reacao (1-4)
(secéo 3.4.1.6), observa-se que alguns dos sinais estdo deslocados para regides mais blindadas,
como alguns dos prétons do ligante (n8-p-cimeno) (H1, H4), deslocamento resultante do
aumento da blindagem destes hidrogénios pela coordenagdo com o ligante N-heterociclico, que

ocasiona uma aproximagédo com estes hidrogénios substituintes do ligante. A substituicdo de
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um ligante clorido (doador o/m), por um ligante N-heterociclico monodentado (receptor )
causou também um efeito de desblindagem dos sinais dos protons arilicos (H2 e H3) do ligante
(n®-p-cimeno), e a blindagem dos prétons diretamente ligados ao atomo de P da triarilfosfina
(H6). Estes deslocamentos, podem ser resultantes do aumento da densidade eletronica ao redor
do centro metalico propiciada pelo novo ligante, fazendo com que ocorra uma maior
distribuicdo de elétrons nestas estruturas, modificando a localizacdo destes sinais. Os sinais
mais desblindados de todos os espectros foram atribuidos aos prétons do anel do ligante 3-
metilpiridina coordenado, os quais sofrem uma maior desblindagem pela interacdo com o &tomo
de nitrogénio. Em relacdo aos sinais, os hidrogénios (9, 11, 12 e 13) foram atribuidos aos H do
anel do ligante, comprovando assim, a coordenacdo aos complexos obtidos. Ainda verifica-se
um sinal em regides de baixa frequéncia por volta de 2,13-2,24 ppm (H10), que indica a
presenca do grupamento CHas, substituinte do anel aromatico piridinico®®. Todos os
deslocamentos quimicos e integrais dos sinais estdo dispostos na Tabela 3.19. Alguns sinais
mesmo nao apresentando ambiente quimico semelhante, seus deslocamentos quimicos
coincidem e, portanto, eles sdo observados no mesmo sinal e estdo sobrepostos como

multipletos. As atribui¢Ges foram entéo confirmadas pelo valor da integral do sinal.

Tabela 3. 19: Principais deslocamentos quimicos (5 = ppm) do RMN de *H para os complexos 5-8.

5 6 7 8
H1 1,56 (s) 1,71 (s) 1,71 (s) 1,69 (s)
H2 5,16 (d) 5,19 (d) 5,19 (d) 5,22 (d)
H2’ 5,82 (d) 5,79 (d) 5,79 (d) 5,83(d)
H3 5,40 (d) 5,44 (d) 5,44(d) 5,40 (d)
H3’ 5,87(d) 5,84 (d) 5,85 (d) 5,86 (d)
H4 2,28 (sept) 2,21(sept) 2,19 (sept) 2,18 (sept)
H5 1,13 (dd) 1,10(dd) 1,10 (dd) 1,08(dd)
H6 7,07 (d) alargado 6,82 (d) alargado 6,84 (d) alargado 6,86 (t)
H7 1,18 (s) 2,22 () 2,17 (s) 7,18 (d)
H8 7,45 (s) 7,03 (s) 3,72 (s) 3,81 (s)
H9 8,55 () 8,52 (s) 8,54 (s) 8,51 (s)
H10 2,14 (s) 2,14 (s) 2,23 (s) 2,13 (s)
H11 7,42 (d) 7,38 (d) 7,39 (d) 7,37 (d)
H12 7,04 (1) 7,06 () 7,07 (t) 7,07 (t)
H13 8,62 (d) 8,62 (d) 8,60 (d) 8,72 (d)

Os espectros de RMN de *C{*H} da série 5-8, Figura 3.24, comprovam a partir das

atribuigOes dos sinais observados, as estruturas propostas para estes complexos.
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Figura 3. 24: Espectros de RMN de *C{*H} para 5-8 em CDCls, (75,18 MHz).
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Todos os sinais e atribuicdes dos espectros de RMN de *H e *C{*H} dos complexos da
série 5-8 foram confirmadas pelos espectros de RMN 2D (*H-'H gCOSY, H-13C gHSQC e !H-
13C gHMBC) apresentados no A3.24, nos quais, podem ser analisados os principais

acoplamentos que auxiliaram no estudo e confirmacéo das estruturas.

3.4.2.7 Difratometria de raios X de monocristal

Os monocristais da série 5-8 foram obtidos de duas formas diferenciadas, sendo os
cristais dos 6-8 obtidos por difusdo de vapor de éter dietilico em uma solucdo concentrada em
CHCI3 em um tubo selado, em temperatura ambiente. Os cristais do 5 foram obtidos por
evaporacdo lenta de uma solucdo de metanol, em temperatura ambiente. Os principais
parametros cristalograficos de refinamento para estas estruturas sao fornecidos na Tabela 3.20
e as geometrias dos complexos catidnicos séo ilustradas por seus ORTEP na Figura 3.25.
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Tabela 3. 20: Dados cristalograficos e parametros de refinamento dos 5-8.

121

Complexo 5 6 7 8
Formula C58H84C|F5NP2RU C41H49C|4F5NP2RU C43H54C|F6NO3P2RU C37H42C|F5N03P2RU
empirica

Peso Molecular 1107,72 974,62 945,33 861,17
T/K 100,0(3) 116,2(7) 116,1(3) 99,97(16)
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P2i/c P-1 P2i/c P-1
alA 15,49034(13) 15,7484(3) 19,4768(2) 11,2877(2)
b/A 19,01025(14) 16,5043(3) 12,2566(10) 11,4003(3)
c/A 39,7747(5) 16,7772(3) 18,8447(2) 16,5321(4)
al® 90 79,2390(10) 90 84,037(2)
B/° 92,6841(9) 88,1370(10) 106,760(10) 76,216(2)
v/° 90 85,2890(10) 90 62,869(2)
Volume/A3 11699,81(19) 4268,85(14) 4307,50(8) 1838,76(8)
Cela unitaria Z 8 4 4 2
pealcg/cm? 1,258 1,516 1,458 1,555
p/mm* 3,551 6,475 4,780 5,539
F(000) 4672,0 1992,0 1952,0 880,0
Tamanho do 0,15x 0,11 x 0,1 0,3 x 0,09 x 0,08 0,2x0,2x0,02 0,19 x 0,182 x 0,04
cristal/mm?
Radiac¢ao CuKa (A= CuKoa (A =1,5418) CuKa (A =1,5418) CuKo (A =1,5418)
1,5418)
Limites de 20 6,436 to 159,622 6,916 a 161,298 8,634 a 160,792 8,716 a 159,992
para coleta de
dados /°
Indices -19<h<16,-23 -18<h<20,-21< -24<h<24,-14<k -10<h<14,-14<k
<k<23,-48<1< k<20,-21<1<21 <15,-24<1<23 <14,-21<1<21
50

Reflexdes 131633 104980 70754 39413
coletadas
Reflexdes 25198 [Rint = 18462 [Rint = 9390 [Rint = 0,0432, 7896 [Rint = 0,0418,

|ndependentes 0,0854, Rsigma = 0,0544, Rsigma = Rsigma = 0,0233] Rsigma = 0,0288]
0,0526] 0,0283]
Dados/limitagdes/ | 25198/1368/1357 18462/0/1011 9390/615/551 7896/0/467
parémetros
Refinamento (F?) 1,028 1,096 1,027 1,062
R indices finais R;=0,0678, wR2, R31=0,0651, wR, = R;1 =0,0602, wR> = R; =0,0444, wR, =
[I>=26 ()] =0,1474 0,1741 0,1392 0,1281
R indices finais R;=0,0841, wR, R:1=0,0771, wR, = R; =0,0633, WR; = R; =0,0459, wR; =
[todos os dados] =0,1556 0,1885 0,1413 0,1294
Max, min 0,90/-2,14 3,48/-2,03 1,58/-1,81 1,96/-1,45

residual / e A3
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Figura 3. 25: Representacao das estruturas catidnicas dos 5-8 pelo programa ORTEP. Elips6ides de Deslocamento
(50% de probabilidade), mostrando apenas a numeragao dos a&tomos principais.

A partir das estruturas refinadas por difratometria de raios X para 5-8 observa-se que

todas apresentaram semelhancas em suas redes cristalinas, assim como relatado para seus
complexos precursores (1-4), confirmando a estrutura, composicdo e pureza das mesmas,
podendo correlacionar as caracterizacdes espectroscopicas realizadas em solucdo e estado
solido. Foi possivel definir a coordenacdo pseudo-octaédrica esperada para os complexos de
ruténio-areno, como ilustrado na Figura 3.26, em uma geometria mais comparavel a um “piano
stool”, com o anel aromatico do ligante (n®-p-cimeno) ocupando trés sitios de coordenagio do
ruténio (hapticidade n°), as triarilfosfinas (PArs) e 3-metilpiridina coordenadas de forma
monodentada pelo &tomo de P e N , respectivamente, e um ligante clorido ocupando outro sitio
de coordenagdo pseudo octaédrica na moléculal*6°l,

As estruturas desta série de complexos apresentaram alguns distarbios estruturais, sendo
as do 5 e 6 mais evidentes devido a presenca dos ligantes volumosos (L1 e L2). O fato da

desordem em suas estruturas cristalinas deve-se as duas estruturas independentes com Z'= 2.
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No 5, por consequéncia da lipofilicidade, pequenas forgas podem induzir posigdes alternativas
dos 4tomos nas estruturas das moléculas. Verifica-se também uma desorganizacéo do ion PFe,
0 qual, é tdo pequeno se comparado ao tamanho do complexo metalico com a fosfina. Na
estrutura do 6 percebe-se que o complexo principal parece estar totalmente ‘ordenado’, e com
o0 surgimento de residuos de solvente na segunda estrutura, resultante da cristalizagdo com
CHCIs. As estruturas para o 7 e 8 sdo organizadas, sendo todos 0s atomos corretamente
arranjados em suas redes cristalinas. Os principais parametros geométricos como comprimentos

de ligacdo (A) e angulos (°) selecionados, estdo resumidos na Tabela 3.21.

Tabela 3. 21: Comprimentos e angulo de ligagdes na estrutura de raios X dos principais 4tomos das estruturas dos
complexos 5-8.

Comprimentos de ligagéo (A)

52 62 7 8

Rul-P1 2,3703(11)  2,3706(11)  2,3501(9) 2,367(8)

Rul-CI1 | 2,3892(11) 2,3979(11) 2,3899(12)  2,395(8)

Ru1-N1 2,148(4) 2,136(4) 2,125(3) 2,146(3)
Rul-cAr 2,228(4) 2,223(4) 2,231(4) 2,228(3)
P1-C11 1,829(4) 1,832(5) 1,828(4) 1,825(3)
P1-C21 1,836(4) 1,842(5) 1,829(3) 1,831(3)
P1-C31 1,829(4) 1,833(4) 1,827(4) 1,830(3)

Angulos de ligagdo (°)

5a 62 7 8

NIRuCIl | 90,72(11)  87,41(11)  87,18(9) 87,96(8)
N1RuP 87,50(10)  89,01(11)  90,11(8) 87,98(8)
PLRuUCIL | 8336(4) 87,22(4) 84,86(3) 86,83(3)

C11P1Rul | 116,52(14) 113,83(15) 117,50(11)  115,68(11)

C21P1Rul | 113,55(14) 11411(14) 114,77(12)  114,47(10)

C31P1Rul | 113,48(15) 114,98(16) 114,21(13)  114,83(11)

@Valores relatados para uma das moléculas independentes na unidade assimétrica.

A partir dos dados da Tabela 3.21 observou-se que as distancias da ligagdo Ru-P
variaram de 2,3501(9) a 2,3706(11) A, e estdo na faixa dos valores encontrados para complexos

com ligantes analogos com valores de 2,379(10)[*% e 2,3031(5)[]. Pode-se observar ainda que
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os angulos da ligacdo N1-Ru-Cl1, P1-Ru-Cl1, N1-Ru-P1, em aproximadamente 90 A, que
confirmam a geometria pseudo-octaédrica distorcida dos complexos ruténio-areno e seus
ligantes. As médias das distancias da ligagdo Ru-C no anel (n°-p-cimeno) para os complexos
também sdo semelhantes, podendo atribuir & planaridade do anel deste ligante, como
evidenciado por Pastusko e colaboradorest®, com valores médios de 2,180(3) A e por
Biancalana e colaboradores!®! com valores médios de 2,210(3)-2,224(10) A.

Percebe-se que a medida que o comprimento da ligagdo Ru-P aumenta, hd um
encurtamento da ligacdo Ru-N, proporcionado por um pequeno efeito trans entre os ligantes
nas estruturas. Estes valores podem ser encontrados para complexos do tipo
[Ru™PPh3(N)(CI)], com valores de comprimentos de ligacdo Ru-N e Ru-P de 2,135(6)-
2,147(3) A e 2,373(3)- 2,381(14) A, respectivamente!3], Este efeito pode ser correlacionado
com o deslocamento quimico no RMN de 3!P{*H} para esta série de complexos em relagio aos
seus complexos precursores. Estes dados correlacionam com os valores dos deslocamentos
quimicos dos fosforos no 5-8, 0s quais estdo em regides mais desblindadas dos espectros, e isto,
é resultante da forte interacdo da ligacdo Ru-N, o que faz com que os nlcleos de fosforos fiquem
mais desprotegidos.

3.4.2.8 Calculos de DFT para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsNCI]*

SimulacBes computacionais baseadas em calculos da Teoria Funcional da Densidade
(DFT) no nivel de teoria UB3LYP/6-31+G(d), SPK-DZCD, foi realizada com o complexo
[Ru(n®-p-cimeno)PPhsNCI]*, onde: PPhs = triarilfosfina ndo substituida e N = 3 metilpiridina.
Essa estrutura foi selecionada com objetivo de reduzir o custo computacional, apresentando
uma estrutura mais simples em relacdo aos complexos da série 5-8, com a presenca dos ligantes
PArs 3,5-dissubstituidos. A fim de validar o uso desse modelo, os resultados tedricos foram
comparados com as medidas experimentais das estruturas complexas de 5-8, onde observou-se
que tanto a geometria molecular quanto os espectros de absorcao eletrénica foram bem descritos
pelo modelo escolhido.  Assim, justifica-se a utilizagdo do complexo
[Ru(n8-p-cimeno)PPhsNCI]*, para descrever niveis eletrénicos, caracteristicas dos orbitais
moleculares de fronteira e distribuicdo da densidade de carga.

A geometria molecular do complexo complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsNCI]* foi
otimizada em relacdo a energia total do sistema. Posteriormente, considerou-se as diferentes
formas catidnicas para o complexo mediante a retirada (insercdo) de um elétron de forma a

representar os estados de oxidacao Ru(lll) e Ru(l). Essas simulagdes foram desenvolvidas com
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objetivo de descrever os processos de oxirreducao envolvendo as espécies Ru(l1/1) e Ru(ll/111),
respectivamente. O objetivo principal foi descrever as modificagdes na coordenacdo ao redor
do a&tomo de ruténio, a partir dos comprimentos e angulos de ligacdo, cujos parametros

encontrados estdo dispostos na Tabela 3.22.

Tabela 3. 22: Geometrias moleculares analisadas para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsNCI]* em diferentes
estados oxidados. Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (°).

Comprimento de ligacdo (A)

Ru(ll) Ru(ll1) Ru(l)

Ru-Cl 2,505 2,368 4,497
Ru-N 5,160 2,130 2,153
Ru-P 2,492 2,514 2,478
Ru-Cs 2,334 2,469 2,334
P-C 1,889 1,877 1,891

Angulo de ligagéo (°)

Ru(ll) Ru(lln) Ru(l)
Cl-Ru-N 90,381 95,159 78,813
Cl-Ru-P 85,072 85,770 87,497
N-Ru-P 90,022 87,866 92,632

No estado neutro (18 elétrons), o complexo apresenta a estrutura com maior
estabilidade. O aumento da carga cati6nica (17 elétrons), pode ser entendido como um processo
de oxidacédo do centro de Ru (1I/111) causando poucas alteragdes nos comprimentos de ligacao
entre 0s atomos de Ru-Cl, Ru-P e Ru-Cs. Além disso, observou-se que os angulos de ligacdo
sdo pouco alterados, sugerindo que a geometria molecular do complexo se mantem estavel no
processo de oxidacdo. Porém, para a espécie reduzida (19 elétrons), o processo esta associado
a reducdo Ru (I1/1) e pode ser explicado pela adi¢do de elétrons ao orbital LUMO, que é
fortemente associado a ligacdo Ru-Cl tendo carater o*, formando o complexo anionico. No
entanto, a localizacdo dessa carga negativa ndo ocorre preferencialmente no ruténio, assim
como visto para 0s complexos da série 1-4 devido a sua baixa eletronegatividade. Por outro
lado, a Tabela 3.22, indica que o comprimento de ligagdo Ru-CI é maior, indicando que a carga
negativa em excesso € direcionada para o ion clorido devido sua alta eletronegatividade,
causando a labilizagdo do mesmo. Assim, durante o processo de redugdo a geometria do
complexo se torna muito instavel, de forma que a estabilidade seja reestabelecida mediante a
labilizacéo do ligante clorido na estrutura.

As energias e topologias dos orbitais moleculares de fronteira (FMOs) para estes

complexos (5-8), estdo representadas na Figura 3.26.
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Figura 3. 26: Orbitais moleculares de fronteira e niveis de energia para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsNCI]*,
em fase gasosa obtidos a partir dos calculos DFT/TZVP/RPEO com correcdo de dispersao.
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Nota-se da Figura 3.26 que os orbitais ocupados de maior energia (HOMO, HOMO-
1 e HOMO-2) apresentam uma contribuicdo majoritaria dos orbitais 3d dos &tomos de Ru (55,4;
58,5 e 65,2 %, respectivamente) associados com os orbitais Cl p-z* (21,2; 21,1 e 13,6 %,
respectivamente) e, em menor extensdo, dos ligantes (n®-p-cimeno) n* e 3-metilpiridina. Além
disso, notou-se que a diferenca de energia desses orbitais molecular é pequena, correspondendo
aproximadamente ao conjunto dos orbitais degenerados Ru(tzg) com contribui¢des do par de
elétrons do ligante clorido.

Os orbitais moleculares desocupados de menor energia LUMO e o LUMO + 1 sdo
formados majoritariamente pela contribuicdo dos estados eletrdnicos associados a ligagdo Ru-
p-cimeno ©* e Ru-Cl o*. Para LUMO, a composicdo foi calculada como Ru d (53,5 %), Cl p
(10,0 %) e p-cimeno (18,8%), enquanto o LUMO + 1 foi descrito como composi¢do mista de
Ru d (53,4 %) e p-cimeno (24,8%), com pequenas contribuicdes oriundas das interagdes
Ru(eg)-No* (7,7%). Esses dois MOs correspondem aproximadamente ao conjunto de orbitais
Ru(eg). O orbital LUMO+2, demonstra uma contribuicdo majoritaria dos orbitais do ligante
3-metilpiridina n* (85,1%).
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3.4.2.9 Caracterizacao eletroquimica por voltametria ciclica

Os voltamogramas ciclicos do 5-8 foram registrados em eletrodo de carbono vitreo em
solugdo de PTBA/CH3CN 0,1 mol L (vs. Ag/AgCl) e estéo apresentados na Figura 3.27, onde
pode perceber uma semelhanca no perfil apresentado por todos os complexos da série. Em
potenciais anddicos sdo apresentados um processo redox quasi-reversivel (1) e um processo de
oxidacdo irreversivel (11). Em potenciais catddicos € possivel constatar a presenca de um
processo de reducdo irreversivel (111) e outro de oxidagdo irreversivel (1V). Os valores dos
potenciais para todos os complexos da série 5-8 estdo dispostos na Tabela 3.23.

Figura 3. 27: Voltamogramas ciclicos para 5-8 a 2,0.10° mol L em PTBA 0,1 mol L em acetonitrila vs
Ag/AgCl; obtido em 100 mV s
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Tabela 3. 23: Valores dos potenciais (V) e outros dados obtidos dos voltamogramas ciclicos dos complexos 5-8
EpaI EpcI Em'? |pa/|pc| AEp I'b Epa” Epc“I Epalv AE°®

5 1,11 1,04 1,07 0,20 0,07 164 -108 -060 2,72
6 1,21 1,16 1,18 1,08 0,05 167 -097 -051 2,67
7 1,13 1,07 1,10 0,25 0,06 161 -1,14 -057 2,75

8 1,15 1,12 1,13 1,09 0,03 165 -108 -058 2,73

3E 1= (Epa + Epc)/2; "Medida pela diferenca entre Ep, e Epc; “Medido pela diferenca entre Epa'' € Epc'".

Baseado nos voltamogramas da Figura 3.27, relata-se que na regido anddica ha um
processo redox quasi-reversivel (Epa/Epc') atribuido a oxirreducdo centrada no par Ru'/Ru'"!
dos complexos, devido a remocdo de um elétron do orbital HOMO, com valores de potenciais
que variam de Epa = +1,11 a Epc = +1,16 V, e E12=1,07 a 1,18 V. Esta atribuigéo foi baseada
em resultados relatados na literatura, como para os complexos [Ru((n®-p-cimeno)PCI_], onde
P= PPhs com valores de potenciais na faixa de E12 = 1,11 a 1,15 VB, [Ru(n8-p-cimeno)NClI_]
onde N= dpa= 2,20-dipiridilamina e dpb= di-2-piridilbenzilamina, com E12= 0,72 a 0,82 V2
e [RuCp(PPhs).L][PF¢] onde L= 5-fenil-1H-tetrazol (TzH) e imidazol (ImH), com E12,=1,06 a
1,24 /14,

O processo de oxidagao irreversivel em maiores potenciais nos voltamogramas Epa'' 1,61
a 1,70 V, pode estar correlacionado & oxidacio do ligante (n®-p-cimeno) coordenado ao centro
metalico. Os resultados teoricos, apresentados anteriormente, indicam que o comprimento da
ligacdo Ru-Cs apresenta um encurtamento durante o processo de oxidagdo Ru(ll/11), variando
de 2,334 para 2,469 A. Esta pequena variacdo indica que o ligante (n®-p-cimeno), é afetado
durante o processo de oxidacgdo sem labilizar da esfera de coordenacao dos referidos complexos.
Outra confirmacdo deste efeito, é que ndo foi observado nenhum outro processo de formacao
de uma nova espécie em CH3sCN, como para a série 1-4, para a qual, foi sugerido e confirmado
a labilizacéo do ligante areno.

Atraveés dos célculos de DFT (secéo 3.4.2.8), o orbital HOMO tem uma combinagéo
dos caréateres Ru d e Cl p-n*. A oxidacao deve fortalecer significativamente a ligagdo Ru-Cl e
ter um pequeno efeito enfraquecedor na ligagdo ao (n°-p-cimeno), porém, ndo o suficiente para
causar a labilizag&o deste ligante, como ja evidenciado. Na oxidagdo, a molécula foi estavel em
alta faixa de potencial voltamétrico, enquanto que, no sentido da reducdo, a molecula sofreu

modificacéo.
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As varreduras na regido catddica mostram uma redugdo quimicamente irreversivel (111),
Epc de -0,97 a -1,18 V, que entdo induz a re-oxidagdo fortemente compensada em (IVV) com
Epa= -0,51 a -0,60 V, atribuidas ao processo Ru(ll/l). As atribui¢des destes processos foram
baseadas nos resultados obtidos para série 1-4, em estudos anteriores em nosso grupo de
pesquisa® e nos célculos de DFT, que indicaram um rapido deslocamento de um anion clorido
ap6s a reducéo do centro metalico Ru(ll/1). E possivel ver na Tabela 3.22 (se¢do 3.4.2.8), um
elevado comprimento de ligacdo Ru-Cl, indicando o enfraquecimento desta, com a sua
labilizacdo do complexo, devido a carga negativa em excesso direcionada para o ion clorido.
Esse resultado mostrou que a coordenacgdo ao redor do Ru € muito instavel para o processo de
reducdo descrito.

Ao comparar 0s potenciais redox da série 5-8 em relacdo aos seus precursores (1-4),
percebe-se algumas diferencas nos potenciais Epa'', Epc'"' @ Epa', Epc’, respectivamente. O
processo Epa'' referente a oxidagéo do ligante n8-p-cimeno ocorre em potenciais mais positivos
para a série 1-4, assim como o processo Epc’, atribuido a reducdo centrada em Ru(l1/1), que
ocorre em potenciais menos negativos, como relata a Tabela 3.24. Estas variagcdes podem ser
devido a coordenacdo do ligante 3-metilpiridina, o qual aumenta a densidade eletrdnica ao redor
do centro metalico, neste caso, facilitando sua oxidag&o. Para o ligante (n®-p-cimeno), o qual é
doador m/receptor o, este aumento de densidade de elétrons na estrutura, faz com que a oxidagao

ocorra em potenciais menores.

Tabela 3. 24: Comparagdo dos processos anddicos e catddicos (V) das séries de complexos estudadas neste
trabalho.

Complexo En'2  Epa' Ep¥ Complexo Em'2  Epd' Ep!"
1 1,12 1,72 -1,39 5 1,07 1,64 -1,08
2 1,11 1,69 -1,31 6 1,18 1,67 -0,97
3 1,10 1,72 -1,32 7 1,10 161 -1,14
4 1,08 1,70 -1,30 8 1,13 165 -1,08

aEl/Z = (Epa + Epc)/2

Da mesma forma que para a série de complexos precursores (1-4), os estudos
voltametricos realizados forneceram evidéncias de uma extensa faixa de estabilidade da janela
de potencial, com valores redox (AE = 2,67 a 2,75 V) (Tabela 3.23), comparado aos valores
para os complexos (1-4) (AE = 2,43 a 2,56 V), os quais, possuem potenciais menores. Essa
faixa de valores fornece a estabilidade do ruténio no estado de oxidagdo (2+) quando

coordenada com o ligante (n®-p-cimeno), sendo esta faixa mais ampla quando comparada a
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faixa fisioldgica de E, entre ~ + 1V a -1V vs. EPH. Assim, espera-se que esta série de complexos
(5-8), com a incluséo do ligante 3-metilpiridina coordenado, seja também estavel in vivol’"l,

3.4.2.10 Estudo da variacéo da velocidade de varredura

O estudo da influéncia da velocidade de varredura dos complexos (5-8), num intervalo
de 50 a 2000 mV s, Figuras 3.28 a 3.31 (a-b), e andlise dos valores da correlagdo entre a
intensidade da corrente de pico (lpa OU Ipc) € a raiz quadrada da velocidade de varredura (v*2),
Figuras 3.29 a 3.31 (c-d), permitiu inferir que nos dois sentidos de varredura de potencial, o

transporte de material eletroativo para superficie do eletrodo € difusional.

Figura 3. 28: Voltamogramas ciclicos do 5 a 2,0.10" mol L't em PTBA/CH3CN 0,1 mol L vs Ag/Ag*; obtido de
50 a 2000 mV s em regides anddicas (a) e catddicas (b). Grafico de correntes anddicas (c) (processo 11) e

correntes catddicas (d) (processo 111) vs. raiz quadrada da velocidade de varredura (v¥?).
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Figura 3. 29: Voltamogramas ciclicos do 6 a 2,0.10"* mol L't em PTBA/CH3CN 0,1 mol L vs Ag/Ag*; obtido de
50 a 2000 mV s em regides anddicas (a) e catddicas (b). Grafico de correntes anddicas (c) (processo I1) e
correntes catddicas (d) (processo I11) vs. raiz quadrada da velocidade de varredura (v¥/?).
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Figura 3. 30: Voltamogramas ciclicos do 7 a2,0.10° mol L em PTBA/CH3CN 0,1 mol L™ vs Ag/Ag*; obtido de
50 a 2000 mV s em regides anddicas (a) e catddicas (b). Grafico de correntes anddicas (c) (processo 11) e
correntes catddicas (d) (processo I11) vs. raiz quadrada da velocidade de varredura (v¥/?).
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Figura 3. 31: Voltamogramas ciclicos do 8 a 2,0.10"* mol L't em PTBA/CH3CN 0,1 mol L vs Ag/Ag*; obtido de
50 a 2000 mV s em regides anddicas (a) e catddicas (b). Grafico de correntes anddicas (c) (processo 1) e
correntes catddicas (d) (processo I11) vs. raiz quadrada da velocidade de varredura (v¥/?).
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Estes resultados indicam que nenhuma espécie é gerada ap6s oxidacao ou reducdo e o
consequentemente ndo tem espécies adsorvidas, confirmando o processo difusional. Os gréaficos
desta correlacdo confirmam uma boa linearidade observada, cuja a mesma ndo foi alcangcada
com a correlagdo (lpa 0u lpc) versus (v) que indicaria um processo adsortivo de transferéncia de

material eletroativo ao eletrodo [8.

3.5 CONCLUSOES PARCIAIS

As sinteses de duas novas séries de complexos de ruténio-areno, sendo eles neutros
[Ru(n®-p-cimeno)PArsCl,] (1-4) e catidnicos [Ru(n’-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8), partiram de
rotas sintéticas modificadas da literatura, apresentando bons rendimentos e alto grau de pureza,
evidenciados por espectros de RMN e analise elementar, que foram consistentes com a formula
proposta para suas estruturas cristalogréaficas.

As técnicas de caracterizacdo espectroscopicas permitiram confirmar as estruturas

propostas para as séries de complexos. As estruturas cristalograficas apresentaram uma
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complexidade considerdvel, principalmente para 1 e 5 devido as pequenas mudangas
ocasionadas pela desordem do substituinte tBu (L1).

Os calculos de DFT auxiliaram na elucidacéo dos principais processos eletroquimicos
para estas séries de complexos, além, de confirmar as atribuicdes das principais absor¢es nos
espectros UV-Vis. Os estudos voltamétricos realizados forneceram evidéncias de uma extensa
faixa de estabilidade da janela de potencial, com valores redox. Essa faixa de valores fornece a
estabilidade do ruténio no estado de oxidacdo (2+) quando coordenada com o ligante

(n®-p-cimeno), que nos da evidéncia de estabilidade em meio bioldgico.

REFERENCIAS

[1] MURAHASHI, S.I. Ruthenium in organic synthesis. John Wiley & Sons, 2006.

[2] LEE, J.D. Quimica Inorganica ndo tdo Concisa; 5.ed, Sdo Paulo: Edgar
Blicher Ltda, 1999.

[3] DRAGUTAN, I; DRAGUTAN, V; DEMONCEAU, A. Editorial of Special Issue
Ruthenium Complex: The Expanding Chemistry of the Ruthenium Complexes. Molecules, v.
20, n.9, p. 17244-17274, 2015.

[4] ZENG, L.; GUPTA, P.; CHEN, Y.; WANG, E.; JI, L; CHAO, H.; CHEN, Z. The
development of anticancer ruthenium(ll) complexes: from single molecule compounds to
nanomaterials. Chemical Society Reviews, v. 46, p. 5771, 2017.

[5] MOON, S.; HANIF, M.; KUBANIK, M.; HOLTKAMP, H.; SOHNEL, T.; JAMIESON,
S.M.; HARTINGER, C. G. Organoruthenium and Osmium Anticancer Complexes
Bearing a Maleimide Functional Group: Reactivity to Cysteine, Stability, and
Cytotoxicity. ChemPlusChem, v. 80, n.1, p. 231-236, 2015.

[6] SINGH, A.K.; PANDEY, D.S.; XU, Q.; BRAUNSTEIN, P. Recent advances in
supramolecular and biological aspects of arene ruthenium (1) complexes. Coordination
Chemistry Reviews, v. 270, p.31-56, 2013.

[7] PAGE, S. Ruthenium compounds as anticancer agents: New ruthenium based compounds
with fewer and less severe side effects, could replace longstanding platinum-based anticancer
drugs. Education in Chemistry, p. 26-29, 2012.

[8] SMITH, G. S.; THERRIEN, B., Targeted and multifunctional arene ruthenium
chemotherapeutics. Dalton Transactions, v. 40, n. 41, p.10793-10800, 2011.

[9] PASTUSZKO, A.; NIEWINNA, K.; CZYZ, M.; JOZWIAKA.; MALECKA, M.
BUDZISZ, E. Synthesis, X-ray structure, electrochemical properties and cytotoxic effects of
new arene ruthenium(ll) complexes. Journal of Organometallic Chemistry, v. 745-746, p.
64-70, 2013.



CAPITULO 3 134

[10] CLARKE, J.M. Ruthenium metallopharmaceuticals. Coordination Chemistry Reviews,
v.236, p. 209-233, 2003.

[11] ALLARDYCE, C.S.; DYSON, PJ.; ELLIS, D.J.; SALTER, P.A.; SCOPELLITI,
R., Synthesis and characterization of some water soluble ruthenium(Il)/arene
complexes and an investigation of their antibiotic and antiviral properties. Journal
of Organometallic Chemistry, v. 668, p. 35-42, 2003.

[12] JONES, D.; PRATT, L.; WILKINSON, G., =n-Cyclohexadienyl compounds of
manganese, rhenium, iron, and ruthenium. Journal of the Chemical Society, p.
4458-4463, 1962.

[13] WINKHAUS, G., SINGER, H., Ruthen(ll)komplexe mit zweiziihnigem
cycloheptatrien und benzol. Journal of Organometallic Chemistry, v. 7, p. 487-
491, 1967.

[14] BENNETT, M.A.; MATHESON, T.W., A simple preparation of bis-arene
ruthenium  cationic complexes, including those containing different arenes.
Journal of Organometallic Chemistry, v. 175, p. 87-93, 1979.

[15] JENSEN, B.S.; RODGER, J.S.; SPICER, D.M. Facile preparation of n6-pcymene
ruthenium diphosphine complexes. Crystal structure of [(n®-p-cymene)Ru(dppf)CI]PF®.
Journal of Organometallic Chemistry, v.556, p.151-158, 1998.

[16] ZELONKA, R.A., BAIRD, M.C. Benzene Complexes of Ruthenium(ll).
Canadian Journal of Chemistry, v. 50, p. 3063-3072, 1972.

[17] CZERWINSKA, |.; Far, J.; KUNE, C.; ANDALUZ, C. L.; DELAUDE, L.; PAUW, E.
Structural analysis of ruthenium-arene complexes using ion mobility mass spectrometry,
collision-induced dissociation, and DFT. Dalton Transactions, v. 45, n.15, p. 6361-6370,
2016.

[18] SMITH, G. S.; THERRIEN, B., Targeted and multifunctional arene ruthenium
chemotherapeutics. Dalton Transactions, v.40, n.41, p. 10793-10800, 2011.

[19] KALOGLU, N.; ACHARD, M.; BRUNEAU, C.; OZDEMIR, I. Ruthenium (II)-(Arene)-
N-Heterocyclic Carbene Complexes: Efficient and Selective Catalysts for the N-Alkylation of
Aromatic Amines with Alcohols. European Journal of Inorganic Chemistry, v. 21, p. 2598-
2606, 2019.

[20] MACHADO, S.; CALACA, G. N.; DA SILVA, J. P.; DE ARAUJO, M. P.; BOERE, R.
T.; PESSOA, C. A.; WOHNRATH, K. Electrochemical characterization of a carbon ceramic
electrode modified with a Ru (I1) arene complex and its application as voltammetric sensor for
paracetamol. Journal of The Electrochemical Society, v. 164, n.6, p. B314-B320, 2017.

[21] BIANCALANA, L.; GRUCHALA, M.; BATCHELOR, L. K.; BLAUZ, A.; MONTI, A,
PAMPALONI, G.; MARCHETTI, F. Conjugating Biotin to Ruthenium (1) Arene Units via
Phosphine Ligand Functionalization. European Journal of Inorganic Chemistry, 20109.



CAPITULO 3 135

[22] PETRUK, G.; MONTI, D. M.; FERRARO, G.; PICA, A.; DELIA, L.; PANE, F.;
MERLINO, A. Encapsulation of the Dinuclear Trithiolato-Bridged Arene Ruthenium Complex
Diruthenium-1 in an Apoferritin Nanocage: Structure and Cytotoxicity. ChemMedChem, v.
14, n.5, p. 594-602, 2019.

[23] JELK, J.; BALMER, V.; STIBAL, D.; GIANNINI, F.; SUSS-FINK, G.; BUTIKOFER,
P.; HEMPHILL, A. Anti-parasitic dinuclear thiolato-bridged arene ruthenium complexes alter
the mitochondrial ultrastructure and membrane potential in Trypanosoma brucei bloodstream
forms. Experimental parasitology, n. 205, p. 107753, 2019.

[24] GICHUMBI, J. M.; FRIEDRICH, H. B.; OMONDI, B.; SINGH, M.; NAICKER, K.;
CHENIA, H. Y. Synthesis, characterization, and cytotoxic and antimicrobial activities of
ruthenium (Il) arene complexes with N, N-bidentate ligands. Journal of Coordination
Chemistry, v. 69, n. 23, p. 3531-3544, 2016.

[25] NAMIECINSKA, E.; SADOWSKA, B.; WIECKOWSKA-SZAKIEL, M.; DOLEGA, A.,
PASTERNAK, B.; GRAZUL, M.; BUDZISZ, E. Anticancer and antimicrobial properties of
novel n®-p-cymene ruthenium (I11) complexes containing a N, S-type ligand, their structural and
theoretical characterization. RSC Advances, v. 9, n. 66, p. 38629-38645, 2019.

[26] ANG, W. H.; CASINI, A.; SAVA, G.; DYSON, P. J., Organometallic ruthenium based
antitumor compounds with novel modes of action. Journal of
Organometallic Chemistry, v. 696, n.5, p. 989-998, 2011.

[27] BERGAMO, A.; GAIDDON, C.; SCHELLENS, J. H. M.; BEIINEN, J. H.; SAVA, G,
Approaching tumour therapy beyond platinum drugs: Status of the art and perspectives of
ruthenium drug candidates. Journal of Inorganic Biochemistry, v.106, n.1, p. 90-99, 2012.

[28] NDAGI, U.; MHLONGO, N.; SOLIMAN, M. E. Metal complexes in cancer therapy—an
update from drug design perspective. Drug design, development and therapy, v. 11, p. 599,
2017.

[29] MEDICI, S.; PEANA, M.; NURCHI, V. M.; LACHOWICZ, J. I.; CRISPONI, G,
ZORODDU, M. A. Noble metals in medicine: Latest advances. Coordination
Chemistry Reviews, v.284, p. 329-350, 2015.

[30] HARTINGER, C. G.; DYSON, P. J., Bioorganometallic chemistry-from teaching
paradigms to medicinal applications. Chemical Society Reviews, v.38, p. 391-401, 2009.

[31] JIA, G.; RHEINGOLD, A. L.; HAGGERTY, B. S.; MEEK, D. W. Synthesis and
characterization of ruthenium acetate complexes containing triphosphines. Inorganic
Chemistry, v. 31, n.5, p. 900-904, 1992.

[32] GILLESPIE, J. A.; DODDS, D. L.; KAMER, P. C.Rational design of diphosphorus
ligands--a route to superior catalysts. Dalton Transactions (Cambridge, England: 2003), v.39,
n.11, p. 2751-64, 2010.

[33] HODSON, E.; SIMPSON, S. J. Synthesis and characterisation of [(n®-cymene)Ru(L)Xz]
compounds: single crystal X-ray structure of [(n®-cymene) Ru (P{OPh};)Cl;] at 203 K.
Polyhedron, v. 23, n. 17, p. 2695-2707, 2004.



CAPITULO 3 136

[34] LEE, J. P.; HANKINS, M. J.; RINER, A. D.; ALBU, T. V. Synthetic, structural, and
spectroscopic studies of mixed sandwich Ru (Il) complexes involving n6-p-cymene with
monodentate fluorine-containing phosphines or phosphites. Journal of Coordination
Chemistry, v.69, n.1, p.20-38, 2016.

[35] BIANCALANA, L.; PRATESI, A.; CHIELLINI, F.; ZACCHINI, S.; FUNAIOLI, T;
GABBIANI, C.; MARCHETTI, F. Ruthenium arene complexes with triphenylphosphane
ligands: cytotoxicity towards pancreatic cancer cells, interaction with model proteins, and effect
of ethacrynic acid substitution. New Journal of Chemistry, v. 41, n. 23, p.14574-14588, 2017.

[36] GOK, L.; TURKMEN, H. Half-sandwich n%-areneruthenium(ll) complexes bearing 1-
alkyl(benzyl) imidazo[4,5-f][1,10]-phenanthroline (IP) derivatives: the effect of alkyl chain
length of ligands to catalytic activity. Tetrahedron, v. 69, p. 10669-10674, 2013.

[37] BEIRITH A.; CRECZINSKY-PASA, T. B.; BONETTI, V.R.; KOZEN, M,
SEIFRIZ, I.; PAULA, M. M.S.; FRANCO, C. V.; CALIXTO, J.B. Antinociceptive
properties and nitric oxide synthase inhibitory action of new ruthenium
complexes. Europe Journal Pharmacology, v. 369, p. 289-297, 1999.

[38] CLARKE, J.M. Ruthenium metallopharmaceuticals. Coordination Chemistry Reviews,
v. 239, p. 209-233, 2003.

[39] VEGAS, C.L; VILLARREAL, W; NAVARRO,M; OLIVEIRA, R.C; GRAMINHA, E.A;
MAIAS.I.P; DEFLON,M.V; FERREIRA,G.A; COMINETTILR.M; BATISTAAA.
Cytotoxicity of Ru(ll) piano-stool complexes with chloroquine and chelating ligands against
breast and lung tumor cells: Interactions with DNA and BSA. Journal of Inorganic
Biochemistry, v. 153, p. 150-161, 2015.

[40] GRAU, J.; NOE, V.; CIUDAD, C.; PRIETO, M. J., FONT-BARDIA, M., CALVET, T,;
MORENO, V. New =-arene ruthenium (I1) piano-stool complexes with nitrogen ligands.
Journal of inorganic biochemistry, 109, 72-81, 2012.

[41] RICHTER, S.; SINGH, S.; DRACA, D.; KATE, A.; KUMBHAR, A.; KUMBHAR, A. S;
HEY-HAWKINS, E., Antiproliferative activity of ruthenium (11) arene complexes with mono-
and bidentate pyridine-based ligands. Dalton Transactions. v. 45, n. 33, p. 13114-13125, 2016.

[42] RODRIGUES, C.; DELOLO, F. G.; FERREIRA, L. M.; MAIA, P. 1. D. S.; DEFLON, V.
M.; RABEAH, J.; BATISTA, A. A. Ruthenium (I11)/phosphine/pyridine complexes applied in
the hydrogenation reactions of polar and apolar double bonds. Journal of Molecular
Structure, v. 1111, p. 84-89, 2016.

[43] SAEZ, R.; LORENZO, J.; PRIETO, M..; FONT-BARDIA, M.; CALVET, T
OMENACA, N.; VILASECA, M.; MORENO, V. Influence of PPhs; moiety in the anticancer
activity of new organometallic ruthenium complexes. Journal of inorganic biochemistry,
v.136, p. 1-12, 2014.

[44] PERRIN, D.D.; ARMAREGO, W.L.F. Purification of laboratory chemicals.
42 ed. Oxford: Butterworth-Heinemann, p. 529, 1996.



CAPITULO 3 137

[45] BENNETT, M.A.; MATHESON, T.W., A simple preparation of bis-arene ruthenium
cationic complexes, including those containing different arenes. Journal of Organometallic
Chemistry, v. 175, p. 87-93, 1979.

[46] JENSEN, B.S.; RODGER, J.S.; SPICER, D.M. Facile preparation of n6-pcymene
ruthenium diphosphine complexes. Crystal structure of [(n6-pcymene)Ru(dppf)CI]PF6.
Journal of Organometallic Chemistry, v.556, p.151-158, 1998.

[47] SERRON, S. A.; NOLAN, S. P. Enthalpies of reaction of ((p-cymene)RuCl>),with
monodentate tertiary phosphine ligands. Importance of both steric and electronic ligand factors
in a ruthenium (11) system. Organometallics, v.14, p. 4611-4616, 1995.

[48] BULLOCK, J. P., BOND, A. M., BOERE, R. T,, GIETZ, T. M., ROEMMELE, T. L.,
SEAGRAVE, S. D.; PARVEZ, M. Synthesis, Characterization, and Electrochemical Studies of
PPhs_n(dipp)n (dipp=2,6-Diisopropylphenyl): Steric and Electronic Effects on the Chemical
and Electrochemical Oxidation of a Homologous Series of Triarylphosphines and the
Reactivities of the Corresponding Phosphoniumyl Radical Cations. Journal of the American
Chemical Society, v.135, n.30, p.11205-11215, 2013.

[49] BOERE, R. T.; MASUDA, J. D., TRAN, P. Synthesis, crystal structure and DFT
calculations on 2,6-diisopropylphenylcopper; its use in the preparation of dichloro-2,6-
diisopropylphenylphosphine. Journal of organometallic chemistry, v.691, n. 26, p. 5585-
5591, 2006.

[50] GEARY, W. J. The use of conductivity measurements in organic solvents for the
characterization of coordination compounds. Coordination Chemistry Reviews, v.7, n.1, p.
81-122, 1971.

[51] MARSZAUKOWSKI, F.; GUIMARAES, I. D. L.; DA SILVA, J. P.; DA SILVEIRA
LACERDA, L. H.; DE LAZARO, S. R.; DE ARAUJO, M. P.; WOHNRATH, K. Ruthenium
(11)-arene complexes with monodentate aminopyridine ligands: Insights into redox stability and
electronic structures and biological activity. Journal of Organometallic Chemistry, v. 881, p.
66-78, 2019.

[52] DAVIES, J. A. The coordination chemistry of sulfoxides with transition metals. In:
Advances in Inorganic Chemistry and Radiochemistry. Academic Press, p. 115-187, 1981.

[53] PAULA, Q. A,; BATISTA, A. A,; CASTELLANO, E. E.; ELLENA, J. On the lability of
dimethylsulfoxide (DMSO) coordinated to the {Rull-NO+} species: X-ray structures of mer-
[RuCl3(DMSO0)2(NO)] and mer-[RuCl3(CDsCN)(DMSO)(NO)]. Journal of Inorganic
Biochemistry, v.90, n.3-4, p.144-148, 2002.

[54] PRETSCH, E.; BUHLMANN, P.; BADERTSCHER, M. Structure Determination of
Organic Compounds: Tables of Spectral Data, Berlin. 42 ed. Springer-Verlag, 2009.

[55] VALLE, E. M. A,; NASCIMENTO, F. B. D.; FERREIRA, A. G.; BATISTA, A. A;
MONTEIRO, M. C. R, MACHADO, S. D. P.; AZEVEDO, E. R. D. Sobre uma
degenerescéncia acidental nos deslocamentos quimicos de RMN de 3P{*H} em complexos
difosfinicos de ruténio. Quimica Nova, v. 31, n. 4, p. 807-812, 2008.



CAPITULO 3 138

[56] DAASCH, L.; SMITH, D. Infrared Spectra of Phosphorus Compounds. Analytical
Chemistry, v. 23, n.6, p. 853-868, 1951.

[57] ALBINATI, A.; JIANG, Q.; RUEGGER, H.; VENANZI, L.M. Ruthenium(1l) complexes
containing bis(2-(diphenylphosphino)ethyl)phenylphosphine and bis(3
(diphenylphosphino)propyl)phenylphosphine. Inorganic Chemistry, v.32, p.4940, 1993.

[58] EDWARDS, H. G. M.; LEWIS, I. R.; TURNER, P. H. Raman and infrared spectroscopic
studies of tris triphenyl phosphine chloride complexes of transition metals. Inorganica chimica
acta, v. 216, n. 1-2, p. 191-199, 1994.

[59] SANTOS, E. R.; MONDELLI, M.A.; POZZI, L.V; CORREA, R.S.; ARAUJO, H.S. S.;
PAVAN, F.R,; LEITE, C.Q.F.; ELLENA, J.; MALTA, V.R.S.; MACHADO, S. P.; BATISTA,
A.A. New ruthenium (I1)/phosphines/diimines complexes: Promising antitumor (human breast
cancer) and Mycobacterium tuberculosis fighting agents. Polyhedron, v.51, p. 292-297, 2013.

[60] KALIDASAN, M.; NAGARAJAPRAKASH, R.; FORBES, S.; MOZHARIVSKYI, Y.;
RAO, K. M. Synthesis, Spectroscopic and Molecular Studies of Half-Sandwich n°®-Arene
Ruthenium, Cp* Rhodium and Cp* Iridium Metal Complexes with Bidentate Ligands.
Zeitschrift fur anorganische und allgemeine Chemie, v. 641, n. 3-4, p. 715-723, 2015.

[61] SINGH, K,A.; YADAV, M.; PANDEY, R.; KUMAR,P.; PANDEY,S.D. Half-sandwich
ruthenium, rhodium and iridium complexes containing dipyridyl amine based ligands. Journal
of Organometallic Chemistry, v. 695, p. 1932-1939, 2010.

[62] KUMAR, P.; SINGH, A. K.; PANDEY, R., LI, P. Z., SINGH, S. K.; XU, Q.; PANDEY,
D. S. Synthesis, characterization and reactivity of arene ruthenium compounds based on 2, 2'-
dipyridylamine and di-2-pyridylbenzylamine and their applications in catalytic hydrogen
transfer of ketones. Journal of Organometallic Chemistry, v. 695, n.19-20, p. 2205-2212,
2010.

[63] MANABE, K. Synthesis of novel chiral quaternary phosphonium salts with a multiple
hydrogen-bonding site, and their application to asymmetric phase-transfer alkylation.
Tetrahedron, v.54, n.48, p. 14465-14476, 1998.

[64] CUNHA, B. N.; COLINA-VEGAS, L.; PLUTIN, A. M.; SILVEIRA, R. G.; HONORATO,
J.; OLIVEIRA, K. M.; BATISTA, A. A. Hydrolysis reaction promotes changes in coordination
mode of Ru (ll)/acylthiourea organometallic complexes with cytotoxicity against human lung
tumor cell lines. Journal of Inorganic Biochemistry, v.186, 147-156, 2018.

[65] BIANCALANA, L.; ZACCHINI, S.; FERRI, N.; LUPO, M. G.; PAMPALONI, G
MARCHETTI, F. Tuning the cytotoxicity of ruthenium (Il) para-cymene complexes by mono-
substitution at a triphenylphosphine/phenoxydiphenylphosphine ligand. Dalton Transactions,
v.46, n.47, p.16589-16604, 2017.

[66] Base de dados da Durham University Z’. Disponivel em: http://zprime.co.uk/.

[67] GUIMARAES, I.D.L; GARCIA, J. R.; WOHNRATH, K.; BOERE, R. T. Chemical and
Electrochemical Oxidation of Tris-(3, 5-di-tert-butylphenyl) phosphine-High Z' Crystal



CAPITULO 3 139

Structures and Conformational Effects Associated with Bulky meta Substituents. European
Journal of Inorganic Chemistry, v.2018, n.32, p.3606-3614, 2018.

[68] LALEU, B.; BERNARDINELLI, G.; CHAUVIN, R.; LACOUR, J.
Trimesitylmethylphosphonium  cation.  Supramolecular  stereocontrol and  simple
enantiomerization mechanism determination. The Journal of organic chemistry, v. 71, n.19,
p. 7412-7416, 2006.

[69] HILL, N. D.D; BOERE, R. T. Two tris (3, 5-disubstituted phenyl) phosphines and their
isostructural PV oxides. Acta Crystallographica Section E: Crystallographic
Communications, v. 74, n. 7, p. 889-894, 2018.

[70] BIANCALANA, L.,BATCHELOR, L. K., DEPALO, A., ZACCHINI, S., PAMPALONI,
G., DYSON, P. J., MARCHETTI, F. A general strategy to add diversity to ruthenium arene
complexes with bioactive organic compounds via a coordinated (4-hydroxyphenyl)
diphenylphosphine ligand. Dalton Transactions, v.46, n.36, p.12001-12004, 2017.

[71] GOLBAGHI, G., HAGHDOOST, M. M., YANCU, D., LOPEZ DE LOS SANTOS, Y.,
DOUCET, N.,PATTEN, S. A., CASTONGUAY, A. Organoruthenium (I1) Complexes Bearing
an Aromatase Inhibitor: Synthesis, Characterization, in Vitro Biological Activity and in Vivo
Toxicity in Zebrafish Embryos. Organometallics, v.38, n.3, p.702-711, 2019.

[72] LALREMPUIA, R.; PATRICK. J. C.,; MOHAN R. K. Syntheses of
[(n®-p-cymene)Ru(EPh3)2CI]*  complexes and  molecular  structure of  chloro
(m®-p cymene)bis(triphenylphosphine)ruthenium(l1l) tetrafluoroborate (E= P, As and Sb).
Journal of Coordination Chemistry, v. 56, n.17, p. 1499-1504, 2003.

[73] VIEILLE-Petit, L., THERRIEN, B.; SUSS-Fink, G. Chiral Arene Ruthenium Complexes:
Synthesis and Molecular Structure of the Enantiopure Cluster Cation (S)-
[H3Rus{CeHs[CH(CH3)CH20OH]}(CsMes)2(0)]*. European Journal of Inorganic
Chemistry, v. 20, p. 3707-3711, 2003.

[74] ELSEGOOD, M.R.SMITH,M.B.; SANCHEZ-Ballester, N. M. Dichloro(n®-p-
cymene)(triphenylphosphine) ruthenium (I1). Acta Crystallographica Section E: Structure
Reports Online, 62(11), m2838-M2840, 2006.

[75] DEVANNE, D., Dixneuf, P. H. Carbene derivatives of areneruthenium (1) complexes in
one step from terminal alkynes. Journal of organometallic chemistry, v. 390, n.3, p. 371-378,
1990.

[76] SMITH, D.P; WRIGHT, H.A. Synthesis and structure of a chelating arene—ruthenium

complex [RuClz(PPhz(CH2)s-18-CeHs)]. Journal of Organometallic Chemistry, v. 559, p.
141-147, 1998.

[77] HOSSEINZADEH, P.; LU, Y., Design and fine-tuning redox potentials of
metalloproteins involved in electron transfer in bioenergetics. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics, v. 1857, n. 5, p. 557-58, 2016.

[78] BARD, A.J.; FAULKNER, L.R. Electrochemical methods: fundamentals and
applications. New York: John wiley, p. 389, 2001.



CAPITULO 3 140

[79] BRETT, C.M.A.; BRETT, A.M.O. Electrochemistry: Principles, Methods
and Applications. Oxford, 1993.

[80] MARCHETTI, F., PETTINARI, C., CERQUETELLA, A., CINGOLANI, A,
PETTINARI, R., MONARI, M., POMBEIRO, A. J. Switching between k2 and «° Bis (pyrazol-
1-yl) acetate ligands by tuning reaction conditions: Synthesis, spectral, electrochemical,
structural, and theoretical studies on arene-Ru (1) derivatives of bis (azol-1-yl) acetate Ligands.
Inorganic chemistry, v. 48, n.13, p. 6096-6108, 2009.

[81] HANSEN, P. W. J., P. W., Vibrational studies on bisterpyridineruthenium(ll) complexes.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular Spectroscopy, v. 50, n. 1, p. 169-183, 1994.

[82] DWIVEDI, S. D., SINGH, A. K., SINGH, S. K., SHARMA, S., CHANDRA, M., &
PANDEY, D. S. Ruthenium Complexes Containing Pyridine-2-carbaldehyde Azine as a
Synthon in the Synthesis of Bi-/Trimetallic Complexes. European Journal of Inorganic
Chemistry, v. 36, p. 5666-5673, 2008.

[83] APPELT, P.; FAGUNDES, F. D.; FACCHIN, G.; KRAMER, M. G.; BACK, D. F.,,
CUNHA, M. A.; ARAUJO, M. P. Ruthenium (II) complexes containing 2
mercaptothiazolinates as ligands and evaluation of their antimicrobial activity. Inorganica
Chimica Acta, v. 436, p. 152-158, 2015.

[84] MORENO, V.; LORENZO, J.; AVILES, F. X.; GARCIA, M. H.; RIBEIRO, J. P,;
MORAIS, T. S.; ROBALO, M. P. Studies of the antiproliferative activity of ruthenium (1)
cyclopentadienyl-derived complexes with nitrogen coordinated ligands. Bioinorganic
chemistry and applications, v. 2010, 2010.



141

CAPITULO 4. TESTES DE ATIVIDADE ANTICANCER E ESTUDOS DOS
MECANISMOS DE ACAO PARA AS SERIES DE COMPLEXOS 1-4 E 5-8

4.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1.1 Complexos metélicos e atividade anticancer

A busca por novos e eficazes medicamentos contra o cancer que superam as limitagdes
da quimioterapia a base de complexos com platina, atualmente usados em tratamentos clinicos,
ainda representa um dos objetivos mais importantes da ciéncia moderna. Neste contexto, a
guimica organometalica do ruténio tem evoluido, pois, este metal tem demonstrado ser menos
citotoxico que a platina e outros metais!*®l. Quando relaciona-se o uso como agentes
terapéuticos é possivel considerar, que todos os elementos da tabela periddica apresentam um
potencial para o desenvolvimento de novos medicamentostl. Em relacio a utilizaco de metais,
deve-se considerar que ndo s6 a concentracdo do metal dentro da célula ou no restante do
organismo, como também, o ambiente de coordenacdo em que o mesmo é submetido, sendo
neste caso, determinante dos efeitos benéficos e toxicos no meio bioldgico.

Complexos metéalicos, com diferentes numeros de coordenagdo e geometrias variadas,
podem oferecer uma maior diversidade estrutural, enquanto que a diversidade de potenciais
redox, também pode ser explorada. A incorporacao de ligantes labeis a estes complexos podem
propiciar importantes reacdes de substituicdo com alvos biomoleculares, como por exemplo, a
interacdo entre adutos de drogas baseadas na platina e as nucleobases de DNAI®7, Os ligantes
também podem servir para melhorar as propriedades farmacocinéticas dos metalofarmacos, ou
podem apresentar algumas propriedades relevantes com caracteristicas biolégicas desejadas. A
aplicacdo de medicamentos a base de metal como antimicrobiano, antidiabético, antiartritico e
anticancer, além de agentes de diagndstico por imagem e radiossensibilizadores, € um
testemunho de sua diversidade quimica e estrutural(®l,

Segundo dados recentes obtidos pelo Instituto Nacional de Cancer Joseé Alencar Gomes
da Silva (INCA), estima-se, para o Brasil, no biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil novos
casos de cancer, para cada ano. Excluindo o cancer de pele ndo melanoma (cerca de 170 mil
casos novos), ocorrerdo 420 mil casos novos de cancer. Essas estimativas refletem que os
canceres de prostata, pulmdo, mama, célon e reto entre 0s mais incidentes, entretanto ainda
apresenta altas taxas para os canceres do colo do Gtero, estdbmago e esdfagol*®. Dentre as
modalidades de tratamento do cancer incluem a cirurgia, terapia de radiagdo e a quimioterapia.

Mas recentemente tem-se a imunoterapia, que ¢ uma forma de tratamento que estimula o
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sistema imunoldgico a destruir células cancerigenas, uma opg¢ao promissora para complementar
0s regimes terapéuticos ja existentes®!. Os compostos quimioterapéuticos tem ac&o individual
ou podem fazer parte de uma combinacdo de medicamentos, que podem bloquear a proliferacdo
indesejada de células cancerigenas. Relacionando os medicamentos de platina, estes constituem
uma classe importante de agentes quimioterapéuticos, sendo extensamente aplicados aos
pacientes com cancer que necessitam de quimioterapial®l.

Quando relata-se o estudo citotéxico com compostos baseados em metais de transicéo,
pode-se dizer que o impulso para a aplicacdo dos mesmos como agentes anticancerigenos, se
deu a partir da descoberta da atividade da cisplatina de estrutura [cis-diaminodicloroplatina (11)]
em 1965 por Rosenberg e colaboradores!*?. Apesar da introducdo clinica da cisplatina ha mais
de 40 anos, apenas trés medicamentos baseados neste metal foram aprovados até o0 momento
em todo o mundo, sendo a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina, enquanto trés outras,
nedaplatina, heptaplatina e lobaplatina, estdo em uso apenas no Japao, Coréia do Sul e Chinal®,
respectivamente, cujas estruturas estdo apresentadas na Figura 4.1.

Figura 4. 1: Medicamentos de platina em uso clinico (com nomes genéricos entre parénteses), € 0s anos em que
receberam a aprovacéo regular total ou limitada.

Oxaliplatin
Cisplatin Nedaplatin (Eloxatin)
(Platinol) (Aqupla) Global
Global Japan only Mo
HlN. o O HN._ 020 I o ot
HN" HN O~ N 0%

Carboplatin Heptaplatin /,,/' Lobaplatin
(Paraplatin) (SunPla) China only \
Gk)balo Korea only A ‘ NH; O / \
‘ < |
N o ‘ Ni, © .

NM; O

FONTE: KENNY et al, 20191,

4.1.2 Complexos de ruténio e atividade anticancer

Como agentes anticancerigenos, 0s complexos de ruténio sdo metalodrogas
promissoras, pois, podem apresentar atividade em tumores que desenvolvem resisténcia a

cisplatina, como também, oferecer toxicidade reduzida podendo ser melhores tolerados in vivo.
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A cisplatina demonstra um enorme potencial, porém uma toxicidade e ndo seletividade
relevante, com isto, os complexos de ruténio surgem como alternativa para esta metalodroga e
seus derivados, como também para as limitacGes das terapias atuais do cancer, devido a sua
variedade de geometrias e reatividades quimicas, onde as atividades destes compostos
dependem do ion metalico e do seus ligantes coordenadost*314],

Dentre as principais caracteristicas dos complexos de ruténio, que o0s tornam adequados
para uso medicinal, pode-se ressaltar:

(i) sua alta estabilidade, que pode dar origem a compostos com uma extensa variedade
de ligantes e com rotas sintéticas confiaveis;

(i) por meio da variacdo em seus estados de oxidacdo (11 e I11), é capaz de possibilitar
um mecanismo diferente em condi¢6es fisioldgicas;

(iii) o processo de ativacdo por reducdo, onde complexos de Ru (I11) tendem a ser mais
inertes e podem ser administrados sem causar danos as células saudaveis, e entéo reduzidos a
ruténio 11 no interior das células cancerigenas, que é mais reativo;

(iv) capacidade de mimetizar o ferro em ligacbes com biomoléculas, tais como a
transferrina que provoca a solubilizacéo e transporta o ferro no plasma, explorando desta forma
0 mecanismo de entrega pelo organismo, pelo fato de o Ru e Fe estarem presente no mesmo
grupo da tabela periddica. Entretanto, os sitios de coordenagdo do Fe no meio bioldgico sdo
bem especificos, o que torna questionavel a possibilidade de o Ru competir com o Fe, uma vez
que o ferro € menor que o ruténio e, por ser da primeira série de transicdo, pode formar
complexos de spin alto e spin baixo enquanto o ruténio forma complexos de spin baixo;

(iv) Cinética de troca de ligante, onde em solucdo é lenta, indicando que se 0 Ru se ligar
a algo no interior da célula é provavel que permaneca ligado durante o tempo de vida da célula.

(v) Complexos octaédricos e afinidade por diferentes ligantes, onde esta estrutura
permite a inclusdo de ligantes monodentados ou um bidentado na esfera de coordenacédo se
comparado com a Pt (1), que forma complexos quadrado planares>-28l,

O substituinte areno tem a agéo de estabilizar o ruténio no seu estado de oxidagao 2+,
mantendo-se relativamente inerte sob condigdes fisiologicas. Pequenas variagdes no areno
presente na estrutura do complexo podem tornar a molécula mais versatil e melhorar seu
desempenho frente as propriedades farmacoldgicas('’*%l. Os possiveis mecanismos de ag&o de
compostos de ruténio ainda se encontram em estudo, porém sua atividade anti-tumoral pode
envolver uma interacdo direta com o DNA, com a redugdo da sintese de RNA. Este tipo de

interacdo é distinta quando comparado a cisplatina, e outra diferenca proeminente pode estar
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no fato do alvo biol6gico dos compostos de ruténio ndo ser o DNA, mas sim proteinas ou
enzimas(?%,

A literatura relata uma variedade de complexos de ruténio sendo estudados com
possiveis propriedades antitumorais, mas, dois complexos encontram-se em destaque: trans-
[RuCls(Im)(dmso)]ImH (NAMI-A) e o trans-[RuCls(Ind)2]IndH (KP1019), onde Im= imizazol
e Ind= indazol (Figura 4.2), desenvolvidos por Sava e Keppler, respectivamentel?!l também
merecem destaque pois estes apresentam atividade antimetastatica e atividade contra uma serie
de tumores, incluindo o carcinoma de pulmdo, melanoma e cancer mamario. O composto
NAMI-A ja foi considerado como um dos complexos de ruténio mais promissores sintetizados,
porém, durante a fase Il de testes clinicos, teve seus ensaios encerrados devido aos altos efeitos

colaterais causados pelo uso da drogal??.

Figura 4. 2: Estruturas dos complexos: (A) NAMI-A; (B) KP1019.

(A) (8) ]

Fonte: Antonarakis, 201021

Durante a realizacdo dos testes clinicos para o complexo NAMI-A, foi possivel
comprovar que a a¢do deste independe do tipo do tumor, em estagio priméario ou em processo
de metéstase, comprovacdo relatada perante a inibicdo do crescimento da metéstase ja
desenvolvida, quando na presenca do complexo. Os estudos realizados em fase pré-clinica em
animais, indicaram que 0o mesmo proporciona uma atividade seletiva contra as metastases
pulmonares de uma variedade de tumores primarios em ratos. E estudos para avaliar a
toxicidade do complexo frente as células saudaveis, realizado em cdes e camundongos,
revelaram uma baixa toxicidade em testes in vitro. J& o complexo KP1019 é eficaz contra
tumores colorretais e tumores humanos primarios resistentes a cisplatina, e com os resultados
positivos apresentados nos testes pré-clinicos e na fase I, este complexo configura-se como um
promissor agente quimioterapicol?!. O mecanismo de ac&o para estes dois complexos e o alvo
biologico que atingem ainda s&o desconhecidos. Porém, sugere-se que ambos 0s complexos

sejam carregados para o interior das células, através da transferrina, e entdo, quando 0s mesmos
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estdo presentes no interior das células sdo supostamente reduzidos por moléculas
biologicamente redutoras, tais como a glutationa. Ap6s a reducdo dos complexos, ocorre a
labilizacdo do ligante clorido (grupo abandonador), e entdo uma possivel interagdo com a
molécula de DNA, ou ainda com uma outra biomolécula gerando a morte celular por

apoptosel?],

4.1.3 Complexos de ruténio-areno e atividade anticancer

Outra classe de compostos bastante estudada sdo os complexos de ruténio(ll) com
ligante areno, onde este ligante tem a capacidade de estabilizar o ruténio no estado de oxidacédo
I1, podendo também ter suas caracteristicas alteradas pelas diferentes substitui¢oes ao anel, além
de proporcionarem ao complexo uma caracteristica anfifilical®’. Uma das classes mais
promissoras sao os complexos da familia RAPTA, tais como o [Ru(p-cimeno)(pta)Cl;]
(RAPTA-C) e o [Ru(tolueno)(pta)Cl;] (RAPTA-T), onde (pta= 1,3,5-triaza-7
fosfoadamantano), Figura 4.3, os quais, desenvolvidos por Dyson e colaboradores, possuem
propriedades antitumorais e estdo em estudos pré-clinicos??%l. Estudos realizados com
complexos RAPTA contendo ligantes PPhz, sugerem que a adi¢do do ligante PPhs hidrofobico
resulta em metalofarmacos mais citotdxicos e menos seletivos, presumivelmente por causa de
uma maior absor¢do das drogas. Em testes in vitro, para a determinacédo da atividade citotdxica
o0 complexo RAPTA-T apresentou uma maior toxicidade em relacdo ao complexo RAPTA-C,
frente as células cancerigenas adenocarcinoma murino (TS/A), ndo apresentando citotoxicidade
frente as células saudaveis mamarias (HBL-100)71. A possibilidade de controlar a solubilidade
do ligante pta de acordo com a variagcdo do pH do meio chamou a atengdo dos pesquisadores
para um potencial efeito no meio bioldgico, uma vez que esta caracteristica poderia facilitar a
entrada do complexo no interior da célulal®®l,

Sadler e colaboradores estudaram o complexo de ruténio-areno com o ligante
etilenodiamina (en), [Ru(areno)(en)CI]*, o qual demonstrou um valor de inibicdo de 50% do
crescimento das células de cancer (ICso) de ovario (A2780) entre 6-9 uM, comparavel ao
farmaco anticancerigeno carboplatina ([CsHs(CO2)2Pt(NHz)2]) clinicamente utilizado (6 uM).
O estudo com este complexo evidenciou possivel relacdo entre a citotoxicidade e o tamanho
dos substituintes no areno, que por sua vez, pode estar relacionada com as interagoes
hidrofobicas entre o complexo e o DNA. A correlagdo dos resultados obtidos in vitro e in vivo
sugerem que estes complexos sdo tanto mais ativos quanto mais hidrofébicos for o areno, e

ainda, quanto mais volumoso o ligante, mais efetiva a citotoxicidade do complexo®°l.
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Figura 4. 3: Estrutura dos complexos (A): RAPTA-C, (B): RAPTA-T e (C) RM-175.
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FONTE: BERGAMO et al., 2010%, DOUGAN; SADLER, 2007

O ligante pta é uma base forte e é bastante soltvel em agua, quando comparados com
uma outra classe de ligantes como PArs, empregado na quimica de coordenacao de complexos
de ruténio. As triarilfosfinas PArz, em particular, sdo consideradas mais lipofilicas para uso em
farmacos baseados em metais; apesar disso, houve um aumento recente no interesse em seu uso
com complexos Ru("(n®-p-cimeno), com relatos de melhor atividade em meio bioldgicot%-31,

Biancalana e colaboradorest®! relataram a sintese de alguns complexos com ligantes
fosfina substituidas como [RuClz(n®-p-cimeno)(xP-Ph2PR)] onde [R= 4-C¢H4O0SiMe,'Bu, 4-
CsH4Br, OC(=0)CHClIy, OPh, O(2-CsH40SiMe;'Bu) e a atividade antitumoral e citotoxicidade
contra a linhagem celular de cancer de mama (MDA-MB-231), cancer de ovario (A2780) e
fibroblastos de pele humana (HSF). Esses complexos apresentaram atividade citotdxica
consideravel, com valores mais baixos de ICso (9,2 £ 1,1 a 29,1 + 1,4 uM) em relacdo a
cisplatina (59,4 uM) contra linhagem (MDA-MB-231). Estes resultados indicam que a presenga
da PPhs e a monossubstituicdo de um anel arila, podem levar a um aumento significativo da
citotoxicidade que contribuiu para a lipofilicidade e interacGes desses complexos.

Saez e colaboradorest®, relatam o estudo com complexos catidnicos do tipo de
[Ru(m®-p-cimeno)PPhsN)CIT* e [Ru(n®-p-cimeno)NCI] (PPhs= triarilfosfina e N= derivados de
piridina), investigando a atividade antitumoral contra a linhagem de células HL-60 (células
tumorais de leucemia). Estes compostos demonstraram que houve um aumento acentuado da
atividade antitumoral e citotoxicidade dos complexos, com valores de 1Cso variando de 202 uM
a 52 UM, apos a inclusdo do ligante PPhs nas estruturas. O mecanismo de agdo destes
complexos pode estar relacionado com sua ligagdo ao DNA, resultando em uma distorgcéo das
estruturas secundarias e terciarias.

Trabalhos mais recentes reportam a relacdo destes ligantes fosfinas com o aumento de
lipofilidade destas moléculas, bem como agéo citotoxica resultante. Parveen e colaboradores!®?
compararam 0s ensaios de citotoxicidade in vitro contra linhas de células de cancer humano

para complexos com o ligante fosfina mais lipofilico PPhs e compostos analogos com ligante
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pta (1,3,5-Triaza-7-fosfadamantano). Quando o ligante trifenilfosfina (PPhs) altamente
lipofilico foi coordenado com Ru(n®-p-cimeno)[3-hidroxi-4(1H)-pir(id)ona]Cl foram obtidas
citotoxicidades relevantes frente a linhagem celular de cancer colorretal (HCT116), com valores
de ICso 1,58 + 0,2 uM, enquanto os complexos andlogos que caracterizam o ligante pta
hidrofilico foram inativos 1Cso >150 pM. Este resultado indicou que as propriedades lipofilicas
estdo relacionadas ao modo de atividade destes compostos, sendo entdo confirmada pelo valores
de logP dos referidos ligantes, que € o coeficiente de particdo ou lipofilicidade em meio
organico e aquoso, geralmente, octanol/agua. Verificou-se que o ligante pta € muito mais
hidrofilico, com um valor de logP de -1,43 em comparacdo com 5,69 para PPhs. Essas
diferencas afetam claramente a atividade anticancer in vitro dos complexos investigados com a
alta lipofilicidade da trifenilfosfina, que provavelmente leva a maior acimulo intracelular e,
portanto, maior citotoxicidade.

Devido a estes estudos ja realizados apontando a atividade citotoxica favoravel de
complexos de ruténio-areno, como também, de ligantes fosfinas e ou/heterociclicos na esfera
de coordenacdo, houve a motivagao para o estudo de novas classes de complexos com ligantes
mais lipofilicos, de forma a relacionar sua atividade. Além disso, percebe-se que 0 mecanismo
de acdo para os complexos desta classe ndo esta bem resolvido, desta forma, necessita-se de

novas metodologias que possam elucidar, sendo este também o foco deste estudo.
4.1.4 Mecanismo de acdo dos complexos organometalicos

4.1.4.1 Estudos de interacdo com DNA

Os principais complexos em tratamento quimioterapico em uso que € a cisplatina e seus
derivados, tem seu mecanismo de a¢do no interior das células bem relatado. Sua a¢do consiste
na hidrdlise do centro metalico de Pt(Il), o qual interage diretamente com o DNA formando
adutos, originando assim, ligacdes intra e intercadeias, as quais induzem alteragc6es estruturais
(Figura 4.4b). Apesar de seu sucesso no tratamento de tumores, a eficacia clinica deste
composto tem sido grandemente limitada, como resisténcia intrinseca ou adquirida a droga e
efeitos colaterais citotoxicos significativos como nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e
neurotoxicidade. Como consequéncia disto, estas limitacdes deram um incentivo para uma
maior investigacdo de um complexo com outro metal de transi¢do, na tentativa de desenvolver

novas drogas que superassem os inconvenientes associados a terapia com cisplatinal®41,
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Figura 4. 4: a) Estrutura da cis-diaminodicloroplatina 11; b) mecanismo de agdo da cisplatina do interior da célula.
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A partir do conhecimento do mecanismo de acdo da cisplatina, adotou-se a molécula
de DNA, como alvo farmacol6gico de varios medicamentos atualmente usados em terapias
medicinais ou em fase de investigacao clinica avancada. Sua estrutura proeminente, faz com
gue a molécula de DNA possa interagir dentro dos sistemas vivos de maneira covalente através
da ligacdo direta do complexo ao DNA (mecanismo visto na cisplatina e seus derivados), por
suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato, ou ainda ndo-covalente, atraves de interaces
eletrostaticas, interacbes hidrofébicas no sulco menor do DNA, ou através da
intercalacio®*3>361, O DNA pode interagir reversivelmente por ligacdo ndo-covalente com uma
ampla variedade de espécies que incluem agua, ions metalicos e seus complexos, pequenas
moléculas organicas e proteinast®’].

O estudo do mecanismo de acdo de alguns complexos de ruténio ja sdo descritos na
literatura, como reportado por Chao e colaboradorest®! que investigaram através de
espectroscopias de absorcdo e fluorescéncia, e também por medidas de viscosidade, as
interacBes para os complexos [Ru(tpy)(dppt)]>*, [Ru(tpy)(pta)]** e [Ru(tpy)(ptp)]>* onde:
tpy=2,2 ".6',2'-terpiridina, dppt=3-(1,10-fenatrolin-2-il)-5,6-difenil-as-triazina), pta=3-(1,10-
fenatrolin-2-il)-as-triazina[5,6-flacenaptileno),  ptp=3-(1,10-fenantrolin-2-il)-as-triazina[5,6-
flfenantreno), Figura 4.5(A). Os resultados dos testes indicaram que 0s complexos
[Ru(tpy)(pta)] e [Ru(tpy)(ptp) interagiam com 0 DNA de modo intercalativo, enquanto que para
o complexo [Ru(tpy)(dppt)], a interacdo ocorria por intercalagéo parcial. Esta variacdo do modo
de ligacdo a biomolécula era dependente da ordem de planaridade do ligante coordenado aos
complexos, sendo [Ru(tpy)(dppt)]<[Ru(tpy)(pta)]<[Ru(tpy)(ptp)].

Mitra e colaboradores®? sintetizaram varios complexos de formula geral
[Ru(m®-p-cimeno)Clz(L)], onde dentre os ligantes L estavam 2-mercaptotiazolina, Figura
4.5(B), com o qual foi feito o estudo da interacdo com o DNA. Este complexo apresentou alta
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toxicidade frente as células cancerigenas, e ndo apresentou toxicidade frente as células
saudaveis. A interacdo com o CT-DNA indicou que o modo de interacdo com as bases da
molécula de DNA foi através de uma fusdo bifasica em altas concentracdes ou inibicdo da

atividade da enzima topoisomerase 1.

Figura 4. 5: Complexos de ruténio e ruténio-areno investigados por (A) Chaol*® e (B) Mitral®,
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Como ja relatado, provavelmente a cisplatina e os seus derivados e alguns complexos
de ruténio tem como alvo principal o DNA, interacdes estas do tipo ndo covalente entre 0s
complexos e proteinas, ou complexos e lipidios, localizados na superficie celular. A efetivacéo
destas interacfes depende do tipo de ligante e do estado de oxidagdo do centro metalico. Mas
diferente disto, os farmacos de ruténio podem se ligar a varios outros alvos bioldgicos
diretamente, como peptideos e proteinast*®*l ou apresentar um mecanismo de solvélise das
ligagBes Ru-Cl dos complexos, que representa um mecanismo para a ativacio!*?. Portanto, o
estudo da interacdo de complexos metélicos com lipidios € de grande importancia para

compreensdo do comportamento destes compostos com o meio celular.

4.1.4.2 Estudos de interacdo com membranas por Filmes de Langmuir

A utilizagdo de fosfolipidios na obtencéo de filmes de Langmuir é um assunto ainda
explorado, pois a monocamada lipidica representa um modelo eficiente que mimetiza alguns
aspectos da membrana celular. No caso das monocamadas de fosfolipidios na interface ar-agua
como um modelo de membranas biologicas, é simples, mas muito eficiente, pois 0 arcabouco
de tais membranas é formado por uma bicamada de fosfolipidios“®l. Substancias incorporadas
dentro de uma monocamada podem proporcionar mudancas caracteristicas, como densidade de

empacotamento, a organizacdo de moléculas durante a formacéo de filmes de Langmuir, as
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propriedades elétricas das monocamadas, entre outras. Dentre os diferentes filmes de Langmuir
que podem ser obtidos, um tipo especifico é o formado por moléculas anfifilicas de
fosfolipidios, moléculas organicas constituintes de membrana celular. O avanco das técnicas de
caracterizacdo dos filmes de Langmuir tem se mostrado Uteis em investigacGes a nivel
molecular. Estes reconhecidos modelos de membrana séo de grande interesse uma vez que séo
sistemas relativamente simples que permitem avaliar interagOes especificas entre &tomos ou
grupos funcionais o que ndo é viavel em sistemas de elevada complexidade como experimentos
de cultura celulart4,

Em contexto histérico, Irving Langmuir, em 1917, foi o primeiro a investigar a formacéo
de monocamadas de substancias puras ao invés de 6leo, utilizando os compostos anfifilicos. Ele
desenvolveu a técnica de obtencdo de filmes finos sobre a subfase aquosa evidenciando a
natureza monomolecular dos filmes e sugerindo a orientacdo das moléculas na interface ar-
agua. Estas monocamadas sdo conhecidas como filmes de Langmuir, em homenagem a este
cientista. Poucos anos depois, junto com sua assistente Katharine Blodgett, iniciou estudos da
transferéncia destes filmes monomoleculares para substratos sélidos, dando origem aos filmes
Langmuir- Blodgett (LB)“5461,

Algumas moléculas possuem a capacidade de se orientar na interface entre as fases
gasosa e liquida, minimizando a energia livre que um sistema possui. O filme resultante na
superficie possui a espessura de uma molécula e é entdo chamado de monocamada. As
moléculas da superficie de um liquido possuem uma forca resultante atrativa que tende a
contrair, e assim diminuir o excesso de energia livre. Essa forca é conhecida como tensdo
superficiall*®l. Quando temos a presenca de um filme monomolecular sobre a superficie aquosa,
ele altera a tensdo superficial e esta alteracdo é mensurada experimentalmente através da
pressao de superficie (x), a qual é definida como a diferenca em tensdo superficial entre uma
subfase na auséncia do material (yo0) e uma subfase com a monocamada (y). O valor méaximo de
pressdo de superficie chega a 72,8 mN m, a 20 °C, o qual é referente a tensdo superficial da
agu al43:45]

A respeito da técnica, as monocamadas ou filmes de Langmuir sdo obtidos através da
dissolucdo da substancia apropriada em um solvente apolar (de baixa constante dielétrica),
volatil, seguida da sua distribuicdo sobre a superficie da subfase. Os filmes séo formados e
caracterizados em um equipamento denominado de cuba de Langmuir (Figura 4.6), o qual
existe disponivel comercialmente em diferentes modelos e marcas. Estes equipamentos sdo
geralmente retangulares e feitos de um material hidrofobico, geralmente politetrafluoretileno,
PTFE (Teflon®), onde € adicionada a subfase aquosa. As cubas possuem barreiras moveis que
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se movem simetricamente em direcdo ao centro da cuba ou as laterais e possui instrumentos
para a caracterizagdo das monocamadas obtidas, como por exemplo, eletrobalanga com sensor
de Wilhelmy para medida da variacdo da pressao de superficie, prova de potencial de Kelvin
para aferir a variacdo do potencial de superficie e motor de imersdo e emersdo do substrato

solido na subfase liquida denominado de dipper[4345.461,

Figura 4. 6: Representacdo de uma cuba de Langmuir e seus acessorios.
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Geralmente os estudos com as monocamadas de Langmuir s&o realizados a partir de
moléculas com caracteristicas anfifilicas como mostra Figura 4.7, ou seja, com uma regido
hidrofilica (interacdo com meio aquoso) responsavel pelo espalhamento do filme na superficie
da agua devido a sua maior interacdo com esta subfase; e uma regido hidrofébica (baixa
interagdo com meio aquoso), sendo frequentemente formada de cadeias alifaticas, diminuindo
a solubilidade das moléculas na subfase aquosa. Moléculas anfifilicas podem se orientar na
interface ar-4gua com uma fase gasosa ou uma fase liquida para minimizar sua energia livre.
Essas moléculas, como por exemplo, acidos graxos e os fosfolipidios, apresentam uma estrutura
perfeita para a obtencdo de filmes monomoleculares, porque em subfase aquosa as moléculas

se organizam espontaneamente em monocamadas altamente estaveis43447],
Figura 4. 7: Representacdo esquematica de um fofolipideo e a orientacdo destas na interface entre o ar e a 4gua.
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Para que o filme formado sob a subfase seja tdo fino a ponto de se atingir a espessura
de uma molécula, esta &rea superficial deve ser extensa e/ou a quantidade de material espalhado
suficientemente pequena. Um composto solubilizado em um solvente organico volatil e
imiscivel em agua (0,1 — 1,0 mg mL™), geralmente cloroférmio, é espalhado sobre a superficie
aquosa. Apds a evaporacao do solvente, a monocamada é comprimida com as barreiras moveis,
diminuindo a area ocupada pelo filme e ocasionando em transformacdes de fase. Se a area
disponivel por molécula for elevada, o filme se encontra no estado denominado gasoso, onde
as interacOes entre as moléculas sdo fracas e podem ser desprezadas. Se a area superficial para
o filme for diminuida, através da compressdo do filme com uma barreira movel, as moléculas
interagirdo progressivamente & medida que a area média ocupada por molécula diminuir. Estas
transicfes podem ser identificadas pelo monitoramento da pressao de superficie em funcao da

area ocupada pelo filme, gerando um grafico chamado de isoterma n—A345461 (Figura 4.8).

Figura 4. 8: Isoterma de superficie para o fosfolipidio DPPS, sendo (G) fase gasosa, (LE) fase liquido-expandido
e (LC) fase liquido-condensada, sendo indicada a area de maior ordenamento (Aex) a partir da tangente a fase
condensada da isoterma.
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O arranjo regular das moléculas dispersas ¢ direcionado devido o inicio da compressao
das barreiras, o que leva a uma mudanca da area superficial do filme devido a organizacao das
moléculas, surgindo assim fases distintas: fase gasosa (G) onde as moléculas da monocamada
estdo separadas, exercendo pouca forca umas sobre as outras, ndo interagindo entre si,
mantendo a tensdo superficial inalterada; fase liquido-expandida (LE): & medida que a area
superficial da monocamada € reduzida, as moléculas comecam a interagir, ficando mais
préximas; fase liquido-condensada (LC): com a area molecular reduzida, as moléculas tendem
a formar um arranjo regular, no qual o filme apresenta-se organizado, com moléculas bem

empacotadas e orientadas!*34€l,
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Com a compressdo continua das barreiras modveis, ocorre a situacdo chamada de
colapso, a qual se deve ao aumento da pressdo de superficie até atingir um valor méximo de
compactacdo das moléculas; fazendo com que o material seja expelido da interface ar-
agual*®8l. A pressdo de superficie nesse valor limite é chamada de pressdo de colapso () que
ocorre acima da pressdo em que a monocamada esta em equilibrio com o bulk, indicando que a
monocamada estd em um estado supersaturado (metaestavel)*l. Outra informacéo relevante é
a partir da isoterma n-A € possivel estimar a area que cada molécula ocupa quando esta no seu
estado de maior ordenamento (Ao), também denominada de area extrapolada (Aex), tracando
uma reta tangente a fase condensada. Matematicamente, a area por molécula é calculada pela
Equacdo 4.1. Ao dividir a area do filme (A) pelo nimero total de moléculas sobre a superficie

da dgua, obtém-se a area ocupada por uma molécula (a).

AM CA

NaV ~ cNaV

[4.1]
onde, M é a massa molecular do material, C é a concentracdo da solucdo espalhada, Na é 0
namero de Avogadro, ¢ € a concentracdo molar especifica da solucdo e V é o volume da
solucaol*443],
Os filmes de Langmuir quando obtidos, podem ser caracterizados por diversas
técnicas, sendo a seguir relatadas as utilizadas neste trabalho:
- Press@o de superficie (n-A): fornece informagdes sobre a area molecular; fases formadas
durante a compressao das barreiras; colapso; compressibilidade; interacdo com espécies na
subfase ar-agua; estabilidade do filme; anélise termodinamica de sistemas mistos(*34€],
- Potencial de superficie (AV-A): fornece a orientacdo de dipolos moleculares; estado de
agregacdo molecular; interacdo com espécies na subfase ar-agua; momento de dipolo[*34546],
-Mddulo de compressdo (Cs?): indica a fase das monocamadas (G) gasosa, (LE) liquido-
expandida, (L) liquida, (LC) liquido-condensada e (S) sélida [l. De acordo com Davies e
Rideal™’, valores Cs* entre 0-12,5, 12,5-50, 50-100 e 100-250 mN m™ indicam que a
monocamada esta na fase gasosa, liquido-expandida, liquida e liquido-condensada,
respectivamente. Valores de Cs™* superiores a 250 mN m™ representam um filme tipicamente
em fase solida.
Em resumo, esta técnica revela os aspectos dindmicos das interagdes moleculares
através de medidas de tensdo superficial ou potencial de superficie. Por este método é possivel
acompanhar as interacdes moleculares que podem ocorrer e que induzirdo mudancas nas

propriedades fisico-quimicas, sendo estas relacionadas com a conformacdo dos complexos e
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dos fosfolipidios. Portanto, a partir disso é possivel avaliar o mecanismo de acao dos potenciais
candidatos a metalodrogas ou antibioticos.

Na literatura, ja sdo relatados alguns estudos com filmes de Langmuir de modelos de
membranas com os mais diferentes tipos de compostos candidatos a fArmacos, mas ainda pouco
se exploram o uso de complexos como metalodrogas e antibidticos no estudo de sua interagdo
e mecanismo de ag&o.

Em um trabalho recente reportado, desenvolvido por Carvalho e colaboradores®®,
derivados de isovanilina foram preparados para avaliar suas propriedades citotoxicas contra
linhas celulares de cancer B16F10 (melanoma murino), HL-60 (leucemia), MCF-7
(adenocarcinoma de mama), A2058 (melanoma humano) e HelLa (adenocarcinoma de colo
uterino). A diferenca nas estruturas destes derivados alterava a lipofilicidade dos mesmos,
assim, os autores investigaram a interacéo dos derivados citotdxicos da isovalinina em modelos
de membrana celular através das monocamadas de Langmuir, empregando os lipidios DPPC
(1,2-diplamitoil-sn-glicero-3-fosfocolino) e DPPS (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoserina).
As mudancas estruturais dos compostos modulavam a interacdo com os fosfolipidios sob a
interface ar-4gua. Esses resultados foram muito importantes para entender 0s aspectos
biofisicos relacionados a interagdo dos compostos citotoxicos com a membranas de celulares
cancerigenas.

O complexo bisfosfinico [Ru(dppb)(VPy)Cls], onde: dppb= 1,4-bis-(difenilfosfina)
butano e VPy= 4-vinilpiridina, teve sua atividade antitumoral testada contra as células de
carcinoma de laringe humana, Hep-2 e em células controle normais de rim de macaco verde
africano, denominadas células VERO, com resultados da viabilidade celular expressa como
ICso de 120+10 pmol Lt e 67+7 umol L?, respectivamente, indicando alta toxicidade do
complexo para células normais. Investigou-se seu modo de acdo principalmente relacionado
ao seu efeito sobre as membranas celulares por monocamadas de Langmuir na presenca dos
fosfolipidios zwitteridnico dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e o dipalmitoilfosfatidilglicerol
carregado negativamente (DPPG). Neste estudo observou-se que o complexo teve um forte
efeito sobre as isotermas de pressdo de superficie de ambos os lipidios, principalmente em
termos de propriedades elasticas das monocamadas. Foi observado que maiores interagdes entre
o complexo e os fosfolipidios ocorriam em pressdes proximas de 30 mN m™, valor este da
organizacdo da membrana lipidica. Outros mecanismos de acdo via receptores ou outros
componentes celulares ndo podem ser descartados, mas os resultados evidenciaram efeitos
significativos nas membranas celulares, que provavelmente estdo associados com a alta

toxicidade deste complexo bifosfinicol®4.
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Portanto, nesse capitulo serdo apresentados os resultados da atividade citotdxica e o
estudo das monocamadas de Langmuir na presenca de fosfolipidios que mimetizam a

membrana celular, para identificar um possivel mecanismo de acdo dos complexos.

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo Geral

Determinar a atividade citotoxica dos complexos 1-8 contra linhagens celulares de
cancer e saudavel, e a partir de alguns testes de interacdo bioldgica, investigar um possivel

mecanismo de acdo para 0s complexos da série 1-4.

4.2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade citotoxica in vitro dos complexos neutros [Ru(n®-p cimeno)PArsCl;] (1-4)
e cationicos [Ru(n®-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8) frente as linhagens celulares MDA-MB-231
(ATCC: HTB-26, adenocarcinoma de mama), A549 (ATCC: CCL-185, cancer de pulmao) e
MRC-5 (ATCC: CCL-171, pulmé&o ndo-tumoral), (U2-OS) (ATCC HTB-96) osteossarcoma
6sseo humano.

- Obter dados quantitativos e qualitativos do potencial citotoxico dos complexos a partir dos
valores de 1Cso ou por imagens Opticas, respectivamente, que demonstrem a acdo destes
compostos em meio celular, assim como estabelecer uma comparagdo com a metalodroga de
referéncia, a cisplatina.

- Determinar a lipofilicidade do 1-4 por meio experimental ou tedrico.

- Realizar o teste de viscosidade do 1-4 para avaliar a interacdo com biomoléculas como DNA.
- Investigar um possivel mecanismo de acdo dos complexos 1-4 por estudos de monocamadas
de Langmuir, mimetizando membranas células de cancer e células saudaveis e correlacionar

com o potencial citotdxico desses complexos.

4.3 METODOLOGIA

4.3.1 Ensaios de citotoxicidade dos complexos da série 1-4
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A citotoxicidade dos complexos foi avaliada contra trés linhas celulares,
adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 (ATCC: HTB-26,), cancer de pulméo A549 (ATCC:
CCL-185,) e pulmé&o nédo-tumoral MRC-5 (ATCC: CCL-171). Essas células foram cultivadas
em meio de cultura de meio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro
fetal bovino (FBS), penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 mg/ml) e L-glutamina (2 mM).
As culturas foram mantidas a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO.. Para a
realizacéo dos ensaios de citotoxicidade, as células foram tripsinizadas para a contagem e ajuste
da concentracgdo de celulas. Em seguida, aplicou-se as células em placas de cultura de 96 pocos
(estéril) (densidade de células 1,5.10* células/pogo para MDA-MB-231 e A549 e 1.10*
células/pogo para MRC-5). As placas foram armazenadas em um forno (37 °C - 5% de CO>)
durante 24 h para adesao celular. Apos este tempo, os complexos em diferentes concentracoes
(100 a 0,048 uM), foram adicionados as placas e foram mantidos no forno durante 48 h. Vale
ressaltar que 1 e 2 foram solubilizados em DMSO e 4 em etanol; sendo que 3 nédo foi soluvel
para o teste. Para todos os complexos, a porcentagem de solvente utilizada no experimento foi
de 0,5%, e essa mesma porcentagem foi adicionada aos po¢os utilizados como controle. Apds
0 tempo de incubacéo de 48 h, 0 meio de cultura foi removido das placas e foram adicionados
50 uL de MTT (0,5 mg/mL em PBS) a cada pogo, que foram entdo incubados no forno (37 °C
- 5% de CO2) por um periodo de 3-4 horas. Os cristais de formazan formados foram
solubilizados pela adigdo de isopropanol e a absorbancia dos pogos foram registrados por um
leitor de microplacas (Labtech LT4000) a um comprimento de onda de 540 nm. Os valores de
ICso (concentracdo do complexo capaz de inibir 50% do crescimento celular) foram calculados
por meio dos valores de absorbancia registrados. Estes testes foram realizados em colaboracéo
com o Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista (UFSCar) e a Dra. Katia Mara de Oliveira (UFSCar).

Todas os experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.2 Ensaio de citotoxicidade dos complexos da série 5-8

A citotoxicidade da série 5-8 foi avaliada contra linhagem celular osteossarcoma 6sseo
humano U2-OS (ATCC HTB-96), que foi cultivado em meio de cultura de meio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM)/F-12 (Gibco; 11320-082), contendo 10% de soro fetal
bovino (FBS) (Gibco; 12484028), 2 mM Aminoacidos ndo essenciais médios (MEM NEAA)
(Gibco; 11140050) e 15 mM de HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1 piperazinoetanossulfonico),
pH 7,4. As células foram cultivadas a 37 °C em 5% de CO> e os meios foram trocados a cada

dois ou trés dias. As células foram plaqueadas a 5,0x10° células/ baldo de 75 cm? e cultivadas
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durante 48 h antes do tratamento. O complexocisplatina (Calbiochem 232120; 300 g/mol) foi
preparado em DMSO a uma concentracdo de 25 mM e armazenado por um maximo de 2
semanas a -20 °C.

As células foram semeadas a 1,0.10°/pogo em uma placa de cultura de 6 pogos e
incubadas a 37 °C por 48 h antes do tratamento. Estas células foram tratadas com DMSO (0,1%
volume/volume) como solvente controle, com a cisplatina a 25 pmol L™ ou com os complexos
em uma faixa de concentragdes (0,5, 1,0, 1,5 umol LY. Imagens de células vivas foram
capturadas em temperatura ambiente com uma camera Infinity 1 operada pelo software de
imagem Infinity Capture (Lumenera Corporation) em um microscopio invertido Olympus
CKX41 usando uma objetiva Olympus LUCPlanFLN 20x com abertura numerica de 0,45. As
imagens foram processadas usando o Adobe Photoshop (CC 2014.1.0). Este teste foi realizado
em colaboracdo com o Roy M. Golsteyn do Dept. of Biological Sciences, University of
Lethbridge.

4.3.3 Coeficiente de parti¢do ou Lipofilicidade (Log P)

Inicialmente obteve-se uma curva padrdo para octanol, a partir das solucbes de
complexos em concentragdes (2x10*, 4x10#, 6x10*, 8x10* e 1x10° mol L?). Para o teste
adicionou-se em um frasco uma mistura de 50 mL de agua destilada e 50 mL de octanol, que
foi deixado sob agitacdo continua por 12 horas. Em seguida, a mistura foi colocada em um funil
de separacdo, separando dois liquidos co-saturados. A preparacdo das amostras consistiu dos
complexos numa concentracdo de (0,6 mmol) com 3 mL de octanol e 3 mL da &gua pré-
saturados em um tubo Falcon. Em seguida, foram sonicados por 30 min. Realizou-se a
centrifugacdo desta solucdo por 30 min a 300 rpm. Em seguida, removeu-se a fase octanol
(laranja) para determinacéo da concentracao no UV-Vis, e a fase aquosa (incolor) para medicéo
do Ru pelo forno atdmico de grafite, Espectrometria de absorcdo (GF AAS), conforme
procedimento descrito no item 3.3.3.3 As medidas foram repetidas em triplicata. A
concentracdo dos complexos obtida em cada fase foi utilizada na determinagéo dos valores de

Log P pela Equagéo 4.1.

LogP=[complexo]octanoty/[cOmplexo] agua) [4.1]
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4.3.4 Estudo de Interacdo com DNA - Viscosidade

As medidas de viscosidade dos complexos (1-4) foram realizadas usando um
viscosimetro de Ostwald imerso em um banho-maria mantido a 25 °C. A concentracdo de DNA
no tampao PBS, pH 7,4, foi mantida constante em todas as amostras (40 umol L), enquanto a
concentragéo dos complexos foi aumentada de 0 a 50 umol L. O tempo do fluxo foi medido 5
vezes com um cronémetro digital e o valor médio foi calculado. Os dados sdo apresentados em
um grafico com (n/mo)*® versus a razdo [complexo]/[DNA], onde 1 e no Sd0 as viscosidades
especificas do DNA na presenca e na auséncia do complexo, respectivamente. Os valores de 1
e no foram calculados usando a expressao (t-tb)/th, onde t é o tempo do fluxo observado e th é

o tempo do fluxo do tampéo PBS.

4.3.5 Obtencdo e Caracterizagdo dos Filmes de Langmuir dos complexos com modelo de
membranas

Os lipidios 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), e 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfo-L-serina (DPPS) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids. Todos os lipidios
apresentavam grau de pureza maior que 99%, e foram usados sem purificacdo prévia. As

estruturas dos lipidios sdo ilustradas na Figura 4.9.

Figura 4. 9: Estrutura quimica dos compostos (a) 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), (b) 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DPPS).
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As monocamadas de Langmuir foram preparadas a partir do espalhamento das solugdes
de 1-4, DOPC e DPPS (5,0.10* mol L) em CHCI3 ou CHCls:metanol (4:1) sobre subfase de
tampédo PBS (pH=7,4; 150 mM de NaCl). As monocamadas mistas de DOPC/Ru, DPPS/Ru,
foram preparadas usando diferentes volumes das solugdes estoque dos complexos Ru para
atingir proporc¢des molares de 95: 5, 90:10, 70:30, 50:50, 30:70 e 10:90 (lipidio/complexo Ru).
As medidas de pressdo e potencial de superficie foram realizadas em uma Cuba de Langmuir
KSV (modelo KN 1003, KSV Instruments, Ltd., Helsinki, Finlandia) a qual tem uma éarea
maxima de 273 cm?, alocada no Laboratério GDEM- UEPG. A cuba é equipada com uma placa
Wilhelmy (papel de cromatografia Whatman Chrl) como sensor de pressdo de superficie e,
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com uma prova de Kelvin como sensor de potencial de superficie, usando o método da placa
vibrante. Os experimentos foram realizados a ~20 °C. Ap6s 15 minutos para a evaporagdo do
solvente, as monocamadas foram comprimidas na velocidade de 10 mm mint. Os experimentos

foram efetuados em triplicata.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

44.1 Ensaios de atividade anticancer para 0s complexos da  série
[Ru(n®-p-cimeno)PArsCl;] (1-4) e [Ru(n®-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8)

A citotoxicidade in vitro dos complexos de ruténio 1, 2 e 4 foi determinada contra linhas
celulares de tumor humano (MDA-MB-231-Adenocarcinoma mamario e A549- cancer de
pulmdo) e ndo tumoral (MRC-5- células saudaveis de pulmédo) usando o método MTT
colorimétrico. Os resultados dos valores ICsq estdo resumidos na Tabela 4.1, os quais foram
obtidos a partir da incubagdo de 5.10° células/mL™ com diferentes concentragdes dos
complexos, em solucdo estoque de DMSO e etanol por um periodo de incubacao de 48 horas.

O valor de ICsg representa a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de 50%
das células, sendo encontrado através da densidade Otica ap6s a adi¢do de MTT tanto nas células
tratadas com os complexos de ruténio, quanto no controle negativo (células sem tratamento).
Os testes foram realizados em triplicatas independentes. Como controles adicionais, a
citotoxicidade da cisplatina, dos ligantes triarilfosfinas L1, L2 e L4, bem como os éxidos de
seus ligantes L01, L02 e L04 (visto que, que as fosfinas podem sofrer oxidagdo espontanea nas
condic@es de teste da célula), foi determinada nas mesmas condicdes de teste, contra as mesmas
linhas celulares. O estudo néo foi realizado para 3, pela baixa solubilidade apresentada nos

solventes utilizados no experimento, desta forma, inviabilizando os testes.
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Tabela 4. 1: Resultados de ICso (umol L) para 1-4, seus respectivos ligantes livres (L1-L4) e oxidados (LO1-
L04) em um periodo de 48 horas.

Complexos 1Cs0 pM
MDA-MB-231 A549 MRC-5
1@ 28,01+ 2,28 26,28 + 1,62 > 100
20 3,13+0,11 1,53+0,10 1,85+ 0,32
4b 15,51+ 0,90 14,72 £ 0,34 9,38+ 0,75
L1 85,53 £ 12,53 > 150 118,13 £ 5,60
L2 118,45 + 10,55 > 150 78,00 £ 12,21
L4 177,93 + 24,51 > 150 > 150
LO1 74,25+ 1,41 86,91 + 8,41 55,70 + 7,33
L02 51,11+ 1,80 168,93 + 4,02 69,87 + 8,82
LO4 150,50 + 4,47 108,03 + 8,06 > 150
Cisplatina® 2,43+0,20 115+1.2 29,09 +0,78

2Solucio estoque em EtOH.  Solugéo estoque em DMSO. ¢ Solugio estoque em DMF.

Os valores ICsp para os complexos apresentaram um comportamento promissor para a
atividade citotoxica nas linhas celulares de cancer humano e foram superiores aos respectivos
ligantes livres, mostrando um efeito satisfatério na coordenacdo com o ruténio para formacéo
dos complexos. Nos ensaios de citotoxicidade para os diferentes ligantes os valores de 1Cso nas
linhagens avaliadas, ndo foram ativos na maior concentragdo testada >150 puM.

O 2 e 4 foram ativos contra células tumorais (MDA-MB-231 e A549), como também
citotoxicos contra celulas ndo tumorais, porém, o 2 com valores de I1Cso 1,53 £ 0,10 uM, teve
uma melhor atividade quando comparado a cisplatina com 1Csg 11,5 £ 1,2 uM, para a linha
celular A549. Como pode ser visto 0 1 é menos ativo que o0 2 e 4, mas nao mostra atividade
contra as células ndo tumorais MRC-5 (ICs0>100 uM). A partir dos resultados de citotoxicidade
para os complexos estudados, foi possivel realizar o céalculo do indice de seletividade (1S)(57,
Equacdo 4.2, queindica o quéo seletivo o complexo testado é aos danos causados as linhagens
de células tumorais em relacdo as células normais, valores dispostos na Tabela 4.2.

IS=1Cs0 (Mrc-5)/ ICs0 (MDA-MB-231 ou A549) [4.2]

Tabela 4. 2: Valores de indice de seletividade para 1, 2 e 4 e droga de referéncia.

Complexo indice de Seletividade (IS)
MDA-MB-231 A549
1 3,57 3,80
2 0,59 1,21
4 0,60 0,64
Cisplatina 11,97 2,53
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Sabendo que 0s valores de IS > 2 sdo considerados significativos®?, tem-se que 0 1 se
destacou dentre os demais, apresentando valores satisfatorios (1S=3,57 para MDA-MB-231 e
3,80 para Ab49). Para este complexo o potencial citotoxico ndo foi melhor quando comparados
aos outros complexos, porém, ndo foi citotoxico para a linhagem ndo tumoral MRC-5,
demonstrando uma alta seletividade para o cancer de pulméo (A549) in vitro em relagdo aos
outros complexos estudados. O 2 apresentou uma melhor atividade citotoxica contra a linhagem
celular (A549) em menores concentraces, quando comparado ao cisplatina, porém, menor
indice de seletividade, 0 que sugere que este complexo é capaz de matar células cancerigenas
de maneira mais eficaz, porém menos seletival®®l. Tendo estes resultados promissores, avaliou-
se a estabilidade dos complexos frente ao DMSO, uma vez que os estudos bioldgicos sdo
realizados na presenca deste solvente, tornando-se necessaria certificar que atividade citotoxica
esteja de fato relacionada aos complexos, ou de um produto secundarios formado, uma vez que
o DMSO é um solvente altamente coordenante. Marszaukowski e colaboradores® realizaram
testes de atividade bioldgica em DMSO para complexos do tipo [Ru(n®—p-cimeno)LCl], L =
2-aminopiridina, 2-metilaminopiridina, 2-benzilaminopiridina e piridina, e demonstraram que
houve a labilizacéo do ligante piridina da esfera de coordenacao pela molécula de DMSO.

Sendo assim, a estabilidade do 2 e 4 foi testada em DMSO-d®, por RMN 3!P{*H}, para
verificar através dos espectros obtidos se sofriam alguma alteragdo durante um periodo de 48h.
Os espectros destes complexos testados estdo apresentados em A4.1 e A4.2, onde € possivel
notar que os mesmos se mantém inalterados quando comparados com os espectros do complexo
em outro solvente e com o seu ligante livre. O pequeno deslocamento quimico é devido aos
diferentes solventes utilizados. Isto confirma que os resultados dos testes bioldgicos podem ser
atribuidos aos proprios complexos, e ndo a formacdo de produtos secundarios com DMSO
coordenado. O 1 foi dissolvido em etanol para realizacdo do teste, ndo sendo possivel realizar
seu teste de estabilidade.

Para os complexos da série 5-8 o teste de atividade citotoxica in vitro foi realizado frente
linhagens celulares de cancer 6sseo humano (U2-0S), as quais foram cultivadas por um periodo
de 24 h. Estas células foram tratadas com DMSO, como solvente controle do teste a cisplatina
numa concentracdo de (50 uM) e com 0 5, 7 e 8 numa faixa variavel de concentracdes (0,5-1,5
HM). O 6 apresentou resultados semelhantes ao 7, como explicado pelas imagens obtidas em
1,5 uM para estes dois complexos (Figura A4.3). Apés 24 h de tratamento, as células foram
observadas por microscopia de luz com contraste de fase, cujas imagens representativas da

interacdo dos complexos em meio celular estéo ilustradas na Figura 4.10.
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Figura 4. 10: Imagens de microscopia de lus com contraste de fase obtidas para os complexos da série 5-8 ap0s
24 h.

DMSO Cisplatina S0 uM

As imagens apresentadas na Figura 4.10 evidenciam que todos os complexos tiveram
atividade citotoxica contra a linhagem celular testada, mostrando algumas deformacdes nas
estruturas celulares. Em uma concentragéo de 0,5 UM sdo perceptiveis a formacdo de vesiculas
(pequenos pontos claros) que aparecem no reticulo endoplasmatico na maioria das células. Ja
em 1,5 uM as vesiculas sdo mais faceis de observar e presentes na maioria das células, como
mostra a Figura 4.10 (&reas pequenas e arredondadas claras). Em 5 uM, a maioria das células
estdo mortas cessando a divisao celular das mesmas (pontos arredondados claros) e as células
restantes tém vesiculas muito grandes. Percebe-se formacGes de pequenas vesiculas mais
proeminentes (zonas redondas e claras) dentro das células, principalmente para o complexo 5
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numa concentragdo de 5 pM. Como os complexos induzem a formacao de vesiculas celulares,
pelo contrério, as células tratadas com cisplatina ndo tém presenca de vesiculas, o que sugere
como alvo do mecanismo de acdo destes complexos, o reticulo endoplasmatico celular,
resultante da interacdo com a membrana celular. Imagens mais evidentes da formacdo de
vesiculas e da mortalidade de células, estdo dispostas no A4.3. Este teste foi mais qualitativo,
podendo nos conferir apenas, a favoravel atividade destes complexos, necessitando futuramente
de testes quantitativos para obter dados de ICso para comparar com a série de complexos (1-4),
e determinar se a inclusdao de um ligante N-heterociclico a esfera de coordenacdo, provoca
alguma diferenga na atividade citotdxica.

A atividade citotoxica de complexos neutros e catidnicos similares aos complexos da
série 1-4 e 5-8, com ligantes fosfinas e N-heterociclicos, contra diferentes linhagens celulares

de cancer ja foram relatados e estdo dispostos na Tabela A4.4.

4.4.2 Coeficiente de parti¢do (log P) dos complexos 1-4

Os complexos sintetizados séo formados por ligantes triarilfosfinas que séo altamente
lipofilicos, desta forma, para expressar a lipofilicidade destes complexos, fez-se testes para
determinar o coeficiente de particdo (log P).

O coeficiente de particdo ou lipofilicidade é um pardmetro que demonstra a tendéncia
de distribuicdo de um composto no organismo humano quanto a difusdo por estruturas apolares
como membranas celulares ou solucdes bioldgicas como o plasma sanguineol®>%l. Este
parametro molecular descreve o equilibrio de particdo de uma molécula entre agua e um

solvente orgéanico imiscivel como o n-octanol, e pode ser calculado pela Equacéo 4.3.

LogP=[complexo]octanol/[cOMplex0]agua [4.3]

Estudos mostram que quanto maior o valor de log P maior sera a lipofilicidade de um
composto, e maior permeacéo através das membranas bioldgicas, e isso pode ter relagdo com a
eficacia de um futuro medicamento anticancer in vitro. Deste modo, um valor positivo para log
P reflete uma preferéncia pela fase orgéanica, e um valor negativo reflete uma afinidade relativa
pela fase aquosal®5el,

Em trabalhos anteriores envolvendo complexos de ruténio, percebe-se que houve uma
investigacdo na tentativa de correlacionar lipofilicidade e citotoxicidade, e relatar a acumulagéo

efetiva no interior das células. Os complexos reportados por Huang e colaboradorest™" contedo
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ligantes terpiridil substituidos tais como [Ru(tpy)(bpy)CI]* (Rul), [Ru(phtpy)(bpy)CI]* (Ru2)
e [Ru(biphtpy)(bpy)CI]™ (Ru3) exibiram atividade antiproliferativa diferenciada que pdde ser
correlacionada com a lipofilicidade das estruturas. Estes autores constataram que o Ru3 foi
relativamente mais hidrofobico (LogP=0,63) que Rul e Ru2, com valores de LogP de -1,1 e -
0,35, respectivamente. Logo, 0 Rul néo foi citotdxico (ICso> 100 M), enquanto o Ru3 exibiu
citotoxicidade muito promissora (ICso= 3,3 uM) para linhagem celular HelLa.

Os valores de (log P) obtidos experimentalmente para 1, 2 e 4 estao dispostos na Tabela
4.3, e 0s dados e graficos obtidos para obter as concentracdes dos complexos em meio aquoso

e organico (n-octanol), estdo em A4.5 e A4.6.

Tabela 4. 3: Coeficiente de particdo (log P) para 1, 2 e 4 sintetizados.

Complexo log P
1 2,21
2 2,10
4 2,03

Ao analisar os dados da Tabela 4.3 noata-se que os valores de log P para os complexos
estudados estdo na faixa de 2,03-2,21, o que nos da um indicio que todos os complexos
apresentam afinidade semelhante pela fase organica, independente das diferencas dos ligantes
em suas estruturas. Como o método experimental teve alguns problemas para a separacédo das
fases organica e aquosa, houve a dificuldade de solubilidade destes complexos em meio aquoso,
0s respectivos valores de LogP podem ndo ser reais pelo método experimental.

Como uma alternativa para elucidar os possiveis valores de lipofilicidade desta série de
complexos, o carater lipofilico foi estimado a partir dos valores calculados do logP para seus
ligantes livres, usando alguns softwares computacionais como ALOGSP 2.1 e Molinspector!®®,
assumindo que os valores obtidos sdo proporcionais aos valores dos referidos complexos
lipofilicos®®!. Essa estratégia ja foi anteriormente explorada para avaliar a lipofilicidade de
alguns complexos de Ru(ll)-areno, obtendo boas correlagfes. Obviamente, ndo é uma
comparagdo quantitativa, mas uma medida relativa para estimar o potencial de acimulo dos
compostos nas células, o que, por sua vez, algumas vezes, tem impacto na citotoxicidade!®!. Os

valores calculados e a média obtida estdo dispostos na Tabela 4.4.
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Tabela 4. 4: Dados empiricos® de LogP para os ligantes triarilfosfina substituidas (L1-L4) e PPhs.
L1 L2 L3 L4 PPhs

ALOGPS2.1"° | 1051 7,45 6,90 5,86 5,46
Molinspiration© | 10,06 7,30 7,25 4,99 4,82

Média 10,29 7,38 7,08 543 515

2 LogP computacional empirico determinado a partir das geometrias 3D (SMILES).
Phttp://www.vcclab.org/lab/alogps/.Chttps://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.

Os resultados obtidos puderam enfatizar a importancia da lipofilicidade no design de
novas drogas, no que diz respeito a mudancas na estrutura. Pequenas variagdes nos ligantes,
podem afetar a atividade destes complexos. Aqui, temos diferentes formas de substituicdo nos
ligantes considerados de alta lipofilicidade e os resultados empiricos estdo de acordo com a
lipofilicidade esperada para os ligantes (L1>L2>L3>L4). Pelos dados da Tabela 4.4, podemos
verificar que o L1, o que apresenta substituintes mais apolares em sua estrutura,
consequentemente, uma estrutura mais lipofilica, mostra um maior valor de Log P em relacao
ao L4, o qual possui substituintes de maior polaridade. Neste contexto, a lipofilicidade pode ser
utilizada, embora sendo uma medida limitada, como uma ferramenta para prever a atividade
antiproliferativa nesta classe de complexos. Porém, neste estudo, esses resultados ndo tiveram
relagdo com a citotoxicidade encontrada para os complexos, de modo que o 1 foi 0 que
apresentou uma menor atividade citotoxica quando comparado ao 4 (Tabela 4.1). Resultados
semelhantes foram obtidos na literatura, onde ndo foi encontrada uma relacéo linear de valores
de LogP e citotoxicidade para uma série de complexos de ruténio-arenof®,

Fazendo uma relacédo da estrutura e a atividade destes compostos, o0 1 teria a tendéncia
de apresentar uma maior citotoxicidade contra linhagens celulares tumorais, frente aos demais
complexos da série, devido a presenca do L1, altamente lipofilico, que poderia conferir uma
maior interagdo com o meio celular. Portanto, o maior valor de I1Cso pode ser atribuido a
dificuldade de solubilizacdo, ocasionando maior precipitacdo no decorrer do teste realizado em
solugéo tampao PBS, fazendo com que os dados de ICsp, neste caso, se apresentem em maiores

concentragoes.
4.4.3 Estudos para identificacdo do mecanismo de agéo para a série 1-4
Como ja relatado, provavelmente a cisplatina e os seus derivados tem como alvo

principal o DNA, mas diferente disto, os farmacos de ruténio podem se ligar a varios outros

alvos biologicos, interacdes estas do tipo ndo covalente entre os complexos e proteinas, ou
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complexos e lipidios, localizados na superficie celular. A efetivacdo destas interagdes depende
do tipo de ligante e do estado de oxidagdo do centro metalico. Portanto, o estudo da interacéo
de complexos metalicos com diferentes tipos de biomoléculas é de grande importancia para

compreensdo do comportamento destes compostos com o meio celular.

4.4.3.1 Estudo de interagdo com o DNA por viscosidade

Uma das formas mais precisas de se investigar o mecanismo de acdo de complexos e
identificar seu efeito terapéutico, é avaliar sua interacdo com o DNA. Possivelmente, devido ao
sucesso dos medicamentos a base de platina (cisplatina), os acidos nucléicos sdo geralmente
considerados como alvos potenciais para um novo medicamento a base de metal, onde para
estes complexos a interacdo ocorre covalentemente através das bases nitrogenadas do DNA,
impedindo sua replicacdo. Como resultado, as interacdes de complexos a base de ruténio com
DNA e RNA sio extensivamente estudadas®:62631,

Devido as caracteristicas estruturais apresentadas pelo DNA, as interacbes com
complexos metalicos podem ocorrer por meio de uma coordenacdo covalente direta,
intercalaco, interaces hidrofobicas nos sulcos do DNA e por interagdes eletrostaticas(®3646°],
Nesse sentido, realizou-se a caracterizacdo do modo de acdo dos complexos de ruténio-areno
sintetizados, usando medidas de viscosidade para testar se ha interacdo com o DNA. A
viscosidade é uma propriedade fisica que caracteriza a resisténcia de um fluido ao escoamento,
em uma determinada temperatura, ou seja, quanto maior for a viscosidade de um determinado
material, menor sera a velocidade que o fluido se movimental®®l. Quando o complexo se liga ao
DNA afeta a estrutura da dupla hélice, causando variagdes em sua viscosidade, evidenciando
uma possivel interacdo entre o complexo e 0 DNAI®],

Os valores de viscosidade podem ser obtidos pela construgdo de um gréfico de (/no)**
(onde 1 e no sdo as viscosidades especificas da solucdo de CT-DNA, na presenca e auséncia
dos complexos, (respectivamente), vs. [Complexo]/[CT-DNA], obtendo uma curva que
apresenta o tipo de interacdo existente®l. Pode-se observar pelo gréfico obtido na Figura 4.11,
que as concentracdes crescentes do 1, 2 e 4 ndo alteram muito a viscosidade do CT-DNA, néo

podendo estabelecer uma tendéncia constante, o que indica que ndo ha interacéo evidente.
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Figura 4. 11: Grafico de viscosidade considerando o aumento da concentragdo dos complexos em relagdo a
viscosidade relativa do CT-DNA (40 pmol L) a 25°C.
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Pelos resultados obtidos por este teste ja é possivel excluir a possibilidade de dois tipos
de interacdo: a intercalacdo, que resulta no alongamento, enrijecimento e desenrolamento da
dupla hélice, aumentando a viscosidade da solucdo; e a ligacdo covalente, que ocasiona a
fragmentacdo do DNA, e consequente ligacdo do complexo ao grupo fosfato ou aos pares de
bases nitrogenadas, ocasionando o rompimento das interac@es entre as fitas e das ligacdes entre
os nucleotideos, levando a uma diminuicdo da viscosidade, como ocorre com a cisplatina).
Porém, a tendéncia que foi observada para esta série de complexos pode ser atribuida as
interacdes fracas entre os complexos e 0 DNA, tais como: ligac6es de hidrogénio, pelos sulcos,
eletrostaticas ou auséncia de interacdo. Estas interacfes nao provocam alteracdes significativas
na viscosidade da solucdo de DNA com o aumento da concentragdo dos complexos
testadost3766671,

4.4.3.2 Estudo do mecanismo de acéo por filmes de Langmuir de fosfolipidios

A solubilidade extremamente baixa em agua e em tampdo PBS dos complexos
estudados, impediu a implementacéo de diversos testes para outras atividades biologicas, que
pudessem reconhecer o0 mecanismo de acdo destes compostos. Portanto, a fim de obter mais
informacdes sobre suas promissoras atividades citotoxicas, os complexos da série (1-4) foram
investigados por meio de fosfolipidios presentes na membrana celular, que mimetizassem a
composicdo de membranas celulares cancerigenas, usando monocamadas de Langmuir como

modelos fisicos que podem refletir os aspectos das condig¢Ges biologicas.
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Estudos por meio de filmes de Langmuir de fosfolipidios s&o atraentes, pois, apesar de
ndo serem bicamadas como membranas celulares reais, possibilitam um controle rigoroso da
composicao, do estado de compactacgéo e estruturacdo da monocamada, caracteristicas que se
aproximam ao formato de uma superficie celular, fazendo que estes filmes obtidos sejam um
modelo adequadol®®. Neste estudo utilizamos os fosfolipidios de membrana DPPS para
minimizar a composicéo de células cancerigenas e DOPC para células saudaveis, de modo a
avaliar os seus efeitos antes e apds a incorporacdo dos complexos. Os filmes foram obtidos em
subfase de tampéo fosfato salino (PBS) em pH 7,4, para se aproximar ao ambiente bioldgico
celular e os complexos foram solubilizados em CHClIs. Alteragdes na membrana celular tem
sido descrita como fator chave em diversas patologias, incluindo o cancer, sendo que as células
cancerosas apresentam diversas caracteristicas quimicas, estruturais, metabdlicas e biofisicas
que diferem das células normais. Estas exibem um folheto externo que é basicamente composto
de lipidios zwiteri6nicos, como as fosfatidilcolinas (PC) e a esfingomielina (SM), enquanto o0s
lipidios anibnicos, como as fosfatidilserinas (PS) e fosfatidiletanolamina (PE), estdo presentes
no folheto interno da membrana celular. A perda dessa distribuicdo lipidica na membrana tem
sido observada em varios tipos de cancer, o que resulta na exposi¢do do lipidio carregado
negativamente, PS, na superficie das membranas. Sendo assim, o DPPS foi escolhido como
lipidio para se estudar no modelo de membrana cancerosal®l.

Segundo 0s ensaios citotoxicos in vitro contra as linhagens celulares de tumor humano
de cancer de mama e pulméo (MDA-MB-231 e A549, respectivamente) os complexos 1, 2 e 4
apresentaram valores 1Cso de 28,01, 3,13 e 15,52 uM para a linhagem MDA-MB-231,
respectivamente, e 26,29, 1,53, 14,72 uM para a linhagem A549, respectivamente. Estes valores
sdo considerados promissores, uma vez que a cisplatina apresentou I1Cso de 2,43 e 11,54 uM
para as linhagens MDA-MB-231 e A549, respectivamente. Sendo assim, se faz necessario
entender os mecanismos envolvidos na atividade anticancer dos complexos de ruténio. Um
possivel mecanismo seria a interacdo e rompimento da membrana celular, a qual pode ser

mimetizada por monocamadas de Langmuir.

4.4.3.2.1 Filmes de Langmuir dos complexos da série 1-4

O comportamento dos complexos 1-4 foi avaliado quando espalhados na subfase do
tampé&o PBS (pH 7,4, simulando o meio fisiologico da membrana celular) e comprimidos para

obtencdo das monocamadas de Langmuir. As isotermas de pressdo de superficie (m-A),
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maodulos de compressao (cs1) e potencial de superficie (AV-A), estdo ilustradas na Figura 4.12

e os dados experimentais obtidos estdo sumarizados na Tabela 4.5.

Figura 4. 12: (A) Isotermas de presséo de superficie (n-A) (Insergdo= modulos de compresséo Cs1) e (B) potencial
de superficie (AV-A) para o filme de Langmuir dos complexos 1-4 em subfase de tampdo PBS (pH = 7,4).
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Tabela 4. 5: Pardmetros para as monocamadas de Langmuir dos complexos 1-4.

Momento de Area Acs(A?)P Tecolapso AViax (V) Cslmax
dipolo, pu (Debye)® molecular (A?) (mN m?) (mN m™)
1 7,50 143 161" 25 0,65 89
2 7,93 134 124" 20 0,62 53
3 7,97 84 73" 29 0,63 47
4 8,63 59 64" 30 0,47 27

aA partir dos calculos PBE0/Def2TZVP nas geometrias cristalograficas. PArea do complexo obtida a partir de
geometrias de estruturas cristalinas: “fator de esferas CP= 0,91; "fator de tridangulos= 0,5. (Figura A4.7).

Como observado pelas isotermas da Figura 4.12, todos os complexos 1-4 mostram um
aumento das pressdes da superficie para valores acima de zero, o que demonstra que estes
complexos lipofilicos sdo capazes de formar monocamadas de Langmuir em uma subfase de
tampdo PBS; embora ndo sejam moléculas anfipaticas. Estes complexos apresentaram
momentos de dipolos calculados com valores entre 7,50 e 8,63 Debye, como apresentado na
Tabela 4.5.

As isotermas de pressdo de superficie (n-A) (Figura 4.12(A)) para 1-4 evidenciam que
esses complexos ocupam areas moleculares diferentes, obtidas pela extrapolagéo da curva para
pressdo zero (Ao) (Tabela 4.5), com é&reas moleculares de 143, 134, 84 e 59 A?
respectivamente. Os valores da area molecular diminuiram a medida que a estrutura dos
complexos mudou de (1) para (4). A maior area molecular encontrada para o 1 é explicada pelo
distdrbio relacionado ao impedimento estérico presente no ligante triarilfosfina L1 na estrutura.

Esses valores estdo proximos da area estimada por suas estruturas cristalinas (A), se forem
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levadas em consideracdo a natureza globular apresentada pelas estruturas do 1 e 2 em
comparagdo com a forma triangular do 3 e 4. A similaridade em Aex determinada para 3 e 4 é
uma indicacdo de que as interacdes especificas dos grupos p-OMe polares, com moléculas
vizinhas ou mais provavelmente com a agua, levam a um empacotamento mais denso para esses
complexos. No caso do 1 e 2, as areas moleculares maiores sdo explicadas pelos maiores
tamanhos dessas estruturas globulares (Figura A4.6 e A4.7).

As isotermas de n-A também apresentam a pressao de colapso que ocorre a 25, 20, 29
e 30 mN.m™%, para 1-4, respectivamente. As isotermas n-A do 3 e 4 exibem um platd a 17 e 10
mN m?, respectivamente, relacionado a uma transicdo de fase ou mesmo ao inicio do processo
de colapso da monocamada, onde esta deixa de ser ordenada dando lugar a agregados e
multicamadas. Isso pode ocorrer devido a uma alteracdo na orientacao da estrutura do complexo
devido a presenca do substituinte p-OMe do PArz em seu estado condensado.

Para investigar as transi¢Oes de fase e elasticidade apresentadas pelas monocamadas de
Langmuir, foram calculados os modulos de compressdo €5 dada pela Equagéo 4.4, onde A é
a area molecular a pressio n. De acordo com Davies e Rideal™, os valores de Cg'entre 0-12,5
mN m? indicam que a monocamada esta na fase gasosa, 12,5-50 mN m™ na fase liquido-
expandida, 50-100 mN m™ fase liquida, 100-250 mN m™ para uma monocamada de liquido-
condensada, e valores acima de 250 mN m™ uma fase de condensagao solida.

¢t =A%), [4.4]

A insercdo na Figura 4.12(A) ilustra os médulos de compressdo indicando que a
elasticidade interfacial diminuiu do 1 ao 4 (89, 53, 47 e 27 mN m™, respectivamente). Assim,
o 1 forma uma monocamada liquida, enquanto 2, 3 e 4 produzem monocamadas liquido-
expandidas. Como o0 médulo de compressdo de uma monocamada insoltvel é uma medida da
rigidez do filme formadol™, o valor mais alto de C5* para o 1 indica que seus filmes tém uma
maior elasticidade, devido a sua estrutura volumosa globular (Figura A4.12), levando a esferas
mais compactadas. Por outro lado, as monocamadas formadas apresentam-se mais flexiveis
para o 4, e provavelmente refletem num empacotamento menos eficiente de sua geometria ou
na competicdo entre organizacdo dipolar com ligacdo de H de curto alcance e atomos de
oxigénio do grupo p-OMe.

As isotermas de potencial de superficie (AV-A) exibiram uma diminui¢do do potencial

méaximo, apresentando valores de 0,65, 0,62, 0,63 e 0,47 V, para 1-4, respectivamente,
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conforme Tabela 4.5. Os potenciais superficiais iniciais ndo sdo zero em grandes areas
moleculares para 1 a 3, 0 que pode indicar a ocorréncia de agregacdo molecular na interface
desde o inicio da compressaol™. O maior valor do potencial de superficie maximo para o 1,
revela que os maiores substituintes (t-Bu) no L1, contribuem para as propriedades elétricas das

monocamadas, aumentando sua capacitancia.

4.4.3.2.2 Efeito dos complexos 1-4 em modelos de membrana de célula de cancer (DPPS)

Para estudar a interacdo dos complexos 1-4 com DPPS, monocamadas do fosfolipidio
puro e monocamadas mistas de DPPS com os complexos, numa composi¢éo de 5% (mol/mol)

foram obtidas, e os resultados estdo dispostos na Figura 4.13.

Figura 4. 13: Isotermas de pressdo de superficie (A) (insercdo: Cgt) e potencial de superficie (B) para o DPPS
puro e misturas DPPS/complexos 5% dos complexos 1-4 em subfase de tampdo PBS (pH = 7.4).
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As isotermas da monocamada do DPPS na subfase do tampéo PBS (Figura 4.13(A))
reproduziram as reportadas na literatural’>"4l. A curva de n-A apresenta um aumento acentuado
da pressdo de superficie comecando em aproximadamente 75 AZ, o qual é continuo até atingir
o colapso em 59 mN m™. Os dados de mddulo de compressdo (insercdo Figura 4.13(A))
evidenciam uma transicdo de fase em aproximadamente 18 mN m™, que é consistente com uma
fase LE com C5! de 92 mN m™ e outra transi¢do em 40 mN m™ com um Cglem 163 mN m™,
relacionado a um estado de empacotamento da monocamada em uma fase LC. A area
extrapolada para pressdo zero é de aproximadamente ~ 59 A2, também consistente com a
literatural”>"1. O potencial de superficie, Figura 4.13(B), ndo foi zero em grandes areas por

molécula (0,17 V a 110 A?) e aumentou acentuadamente até atingir 0,47 V para uma
monocamada condensada.
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No estudo das monocamadas mistas ressalta-se que o 3 ndo teve sua atividade bioldgica
determinada, devido sua baixa solubilidade pela sua possivel cristaliza¢do nos testes biol6gicos.
Assim, estabelecemos uma comparacdo para as isotermas obtidas para as monocamadas mistas
apenas com o0 1, 2 e 4, considerando que o 3 tenha 0 mesmo mecanismo de acdo. Foi estudada
a interacdo do DPPS com 5% dos complexos (mol/mol), pois, considerou-se 0s seus respectivos
valores de 1Cso obtidos nos estudos de atividade citotoxica.

A incorporacdo do 1-4 nas monocamadas de DPPS ocasionou em uma expansao nas
isotermas de pressao de superficie (Figura 4.13(A)), com aumento da drea molecular media de
58 para 86, 83, 94 e 89 A? respectivamente, indicando a interagdo dos complexos nas
monocamadas lipidicas (Tabela A4.8). Essa expansdo significativa, pode estar relacionada a
sua atividade citotoxica para as células cancerigenas MDA-MB-231 e A549, demonstrando que
0 mecanismo de acdo dos complexos, pode estar relacionado a interagdo com perda da
integridade da membrana celular.

O potencial de superficie da monocamada DPPS aumentou de 0,47 para 0,47, 0,53, 0,45
ou 0,49 V para as monocamadas contendo 1-4, respectivamente (Figura 4.13(B)). Essa
caracterizacdo mostrou que os complexos também afetaram as propriedades elétricas da
membrana, alterando a orientacdo dipolar do fosfolipidio. Os valores distintos de AV revelam
que a incorporacdo do 2 tem um efeito mais significativo nas propriedades elétricas da
membrana, cujo composto € o que apresenta 0 maior efeito citotoxico.

Pela caracterizacio de modulo de compressdo (Cgt) verificou-se uma variagdo nos
valores da monocamada DPPS quando os complexos estavam presentes (inser¢do da Figura
4.13(A)). Este efeito esta relacionado a interacdo entre DPPS e os complexos, que levou a uma
diminuicdo significativa da elasticidade interfacial da monocamada lipidica. Por exemplo, perto
de 30 mN m1["® que ¢ a pressdo da membrana biolégica, 0 modulo de compressdo diminuiu
de 129 mN m para 98, 98, 50 e 53 mN m™ para as monocamadas mistas de DPPS/1, DPPS/2,
DPPS/3 e DPPS/4, respectivamente. A incorporacao dos complexos na monocamada de DPPS
torna-a mais fluida, com um efeito mais significativo para 2 e 4, de maior citotoxicidade. Esses
resultados séo relevantes, uma vez que a atividade de alguns farmacos esta relacionada a sua
capacidade de alterar a elasticidade da membrana, comprometendo a integridade da membrana
celularl™, Também estudou-se o efeito da concentragdo de 1-4 no modelo de membrana DPPS,
e para isso, prepararam-se monocamadas mistas de DPPS/complexo em diferentes proporcoes
molares (5, 10, 30, 50, 70 e 90%) de modo a verificar a interacdo nas diferentes concentragdes

dos complexos e seus efeitos na membrana. As isotermas n-A, AV-A e C; *de DPPS puro,
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complexo (1,2,4) e suas misturas DPPS/(1,2,4) sdo exibidas na Figura 4.14 e os dados
experimentais estdo dispostos na Tabela A4.9.
Figura 4. 14: (A-C) isotermas n-A (Insercdo Cs*) para os complexos 1, 2 e 4 respectivamente; (D-F) isotermas

AV-A para monocamadas DPPS/1, DPPS/2 e DPPS/4 mistas em tampao PBS (pH 7,4), para vérias porcentagens
molares dos complexos (5-90 %).
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A partir das isotermas de pressdo de superficie n-A (Figura 4.14 (A-C)) percebe-se
uma mudanca em direcdo a reas moleculares maiores em comparagdo com 0S COMpOostos puros
e esse aumento ndo é linear em funcdo da razdo molar de 1, 2 e 4. Este efeito indica a formagéo
de monocamadas mistas expandidas. As monocamadas mistas DPPS/1 e DPPS/2 esto situadas
entre as correspondentes do DPPS e do respectivo complexo, exceto a monocamada com 50%
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de 1 e com 70 e 90% de 2, as quais ultrapassam estas areas moleculares. Por outro lado, nas
isotermas em todas as proporcoes do 4 apresentaram valores superiores as areas dos respectivos
componentes puros, provavelmente devido & pequena area do complexo ou ao maior valor do
momento de dipolo. Nota-se também que a concentracdo de 5 % dos complexos ja altera a area
do DPPS, mostrando que esta concentracdo ja é o suficiente para afetar a membrana
cancerigena, evidenciado pela modificacdo do perfil das isotermas e diminuicdo da pressao de
superficie de colapso. Em concentra¢fes mais altas (50-90%) as isotermas de n-A seguem 0
perfil dos complexos puros, exceto para o 4. Outra caracteristica interessante é a diminuigéo da
pressdo de colapso (20 a 49 mN m™) causada pelo aumento da proporgdo dos complexos em
relagdo ao DPPS (59 mN m™). Este fato deve ser atribuido a penetragio dos complexos na parte
hidrofobica da monocamada de DPPS, de modo a diminuir a estabilidade da monocamada e
antecipacgéo do processo de colapso. Essas observacbes podem ser relacionadas com o aumento

da citotoxicidade do 2 e 4 em relacdo ao 1.

Os moddulos de compressdo Cs? para as monocamadas mistas (Insercdo Figura
4.14(A-C)) revelam duas transi¢des de fases para todas as concentragdes, seguindo o perfil do
DPPS, porém, nas misturas DPPS/1 e DPPS/2 em baixas concentragdes sdo observadas duas
transicdes enquanto em altas concentragdes apenas uma transicao de fase é evidenciada, a qual,
se aproxima do complexo puro. Com o desaparecimento da transicdo de fase em altas
proporcoes dos complexos, pode-se sugerir que o 1 e 2 impedem a formacéo da fase condensada
na monocamada, em comparagdo com os filmes obtidos para o DPPS, ocasionando a formacéo
de monocamadas liquido-expandidas (LE) ["81. As misturas com o 4 seguem além das duas
transicOes de fase do DPPS, as transi¢es do complexo puro. De uma maneira geral os valores
de compressibilidade diminuem com o aumento da concentracdo dos complexos, formando
monocamadas mais expandidas e menos compressiveis sendo uma tendéncia linear para as
misturas DPPS/4. Logo, em concentragcGes maiores as monocamadas sao mais flexiveis, pois,
permitem a permeabilidade do complexo na membrana, sendo que no DPPS/4 esta alteracéo ¢
mais pronunciada. Na regio relevante para membranas celulares (30 mN m) nota-se que em
5 e 10% ha uma diminuicio acentuada dos valores de C5! e nas demais concentragdes este
decréscimo é menos evidente. Esse resultado sugere que a insercdo de baixas concentraces
dos complexos na membrana celular causa um impacto nas propriedades dos filmes.

Com relacéo ao potencial de superficie (Figura 4.14(D-F)), a literatura estabelece que
0 mesmo é sensivel & orientacdo das cadeias e a orientagcdo dos grupos polares que constituem

o fosfolipidiol’”l. Os dados mostram um aumento no potencial de superficie maximo & medida
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que a razdo molar de 1, 2 e 4 foi aumentada, sendo que para 0 2 e 4 um aumento de AVmax N&0
é linear em funcdo da proporcéo, ressaltando que em baixa proporcao (5%) destes compostos,
jaocorre um aumento notavel no potencial da superficie, em relacdo ao DPPS puro. O (1) é um
composto mais lipofilico, que provavelmente interage com a parte hidrofobica do DPPS e
contribui para efeitos notdveis na organizacdo dipolar da monocamada lipidica. Deve ser
apontado também que o fato dos potenciais em altas areas moleculares ndo serem nulos é
provavelmente devido a auto agregacédo do 1, 2 e 4. O estado de agregacao pode estar ligado ou
dissociado da membrana de DPPS, mas como foi evidenciada uma expanséo nas isotermas n-

A, o estado de agregacdo dos complexos ligados a membrana corrobora com esta expansao.

4.4.3.2.3 Estudo da interacdo entre DPPS e 1, 2, 4 por parametros termodindmicos

Informacdes adicionais sobre a miscibilidade e as interacdes moleculares que ocorrem
nas monocamadas mistas entre DPPS e os complexos, foram analisadas termodinamicamente
a partir da analise dos valores da area em excesso por molécula (AAF) e energia livre em excesso
(AGF). De acordo com a regra da aditividade, uma monocamada mista apresenta
comportamento ndo-ideal, causado pelas interagdes moleculares, quando suas propriedades ndo
dependem linearmente da composi¢do da monocamada. Uma mistura ideal segue a Equacéo

4.5 e a 4rea molecular média para uma monocamada mista ideal seque a Equagao 4.5[787280:

A () = A1 X, () + A X, () [4.5]

onde A1 é a &rea molecular da mistura ideal, A1 e A2 sdo a area molecular na mesma pressao
de superficie, X1 e X2 descrevem as fragcbes molares dos componentes no filme misto.

Uma dependéncia linear pode indicar a existéncia de uma mistura ideal de
moléculas que ndo interagem entre si ou apresentando uma completa imiscibilidade. E qualquer
desvio a regra da aditividade indica algum tipo de interacdo molecular, bem como algum grau
de miscibilidadel”®84, Desvios positivos a regra da aditividade indicam a presenca de interagdes
repulsivas entre as diferentes moléculas na monocamada mista, enquanto interacdes atrativas
sdo evidenciadas com desvios negativos. Para algumas misturas, sdao observados alguns
segmentos lineares, 0 que prova que 0s componentes s&o parcialmente misciveist®?,

Os valores da area em excesso a uma dada pressdo de superficie séo calculados pela
Equacéo 4.6, visando determinar o efeito dos complexos na monocamada lipidica. A area

experimental da monocamada mista pode ser comparada com a area ideal, onde AAF representa
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a area em excesso, Aexp @ area experimental obtida nas isotermas n-A e A1z a area molecular
média da mistura ideal®?],
AAE = Aexp - Alz [46]

Se a mistura € ideal, ou se os componentes sdo imisciveis, AAE é igual a zero; e o
grafico da area em funcdo da composicdo da monocamada sera uma linha reta. Efeito de
condensacdo e/ou interacBes atrativas levam a valores negativos de area em excesso. Ja
interagdes repulsivas e/ou efeito de expanséo entre as moléculas na mistura resultam em valores
de AAE maiores que zero. Estes efeitos ocorrem devido a fatores geométricos ou interacoes
hidrofébicas presentes nas estruturas dos compostos 82831,

As interacdes entre os complexos e DPPS nas monocamadas mistas foram analisadas

guantitativamente pelo excesso de energia livre, calculada pela Equacéo 4.7:

AGE = [([Aexy — Arpldm [4.7]

AGE é um pardmetro utilizado para estudar interagdes moleculares e analisar
quantitativamente as propriedades termodinamicas de um filme misto. Este parametro pode ser
tratado como uma indicagio de interacdo e estabilidade da monocamada mistal®2%%. Valores
negativos de AGE indicam uma tendéncia de condensacéo devido a presenca de uma interagio
atrativa entre as moléculas e a estabilidade da monocamada. Enquanto valores positivos
indicam a predominancia de interac6es repulsivas entre as moléculas e sugerem a separa¢édo de
fase na monocamada, uma vez que as moléculas tém menor tendéncia de interagir devido a tais
interac6es®.

As monocamadas mistas ou imisciveis quando ideais exibem AAE e AGE= 0. Valores
negativos desses parametros indicam que a mistura é termodinamicamente mais favoravel do
que a separacgdo entre 0s respectivos componentes e as interagcdes sdo energeticamente mais
favoraveis do que em uma mistura ideal. Embora os valores positivos indiquem a separacéo de
fases e/ou repulsdo, ou seja, as interacBGes entre as moléculas sdo mais fracas que as dos
respectivos filmes purost®®8el,

Os graficos obtidos pela analise termodinamica, os valores da area em excesso por

molécula (AAF) e energia livre em excesso (AGF), estdo apresentados na Figura 4.15.
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Figura 4. 15: Analise termodinamica de area em excesso (AAF) (a, ¢, e) e excesso de energia livre (AGE) (b, d, )
em funcéo da razdo molar dos complexos das monocamadas mistas DPPS/1, DPPS/2 e DPPS/4 respectivamente,
an=5-30mNm?
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De acordo com os gréficos da Figura 4.15, as monocamadas mistas DPPS/complexos,
nas fracdes molares de X = 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; € 0,7 e 0,9 ndo seguiram a regra de aditividade
(AAE e AGE # 0), indicando que esses sistemas se comportam de maneira ndo-ideal®8l, Ag
aumentar a pressio de superficie, os valores de AAE diminuiram e os de AGE aumentaram. As
variagBes observadas para AAF e AGE sdo principalmente positivas, entdo sugeriu-se que as
interacbes entre DPPS e os complexos foram mais fracas e menos atrativas que nas
monocamadas puras, portanto, DPPS/1, DPPS/2 e DPPS/4 exibem um grau relativamente alto
de desordem, concluindo-se que os complexos podem desestruturar a organizacdo das
moléculas lipidicas do modelo de membrana de células de cancer, conforme obervado pelas

isotermas w-A mais expandidas.
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Além disso, os valores de AGE se tornaram mais positivos & medida que a pressio de
superficie foi aumentada, sugerindo-se que a extensao da interacdo molecular foi reduzida com
o rearranjo das moléculas na interface, o que esta de acordo com a ruptura da membrana celular
e a consequente citotoxicidade dos complexos contra as linhagens celulares de cancer MDA-
MB-231 e A549. Um valor AGE maximo de 2,67, 2,74 e 5,36 kJ mol™* foi identificado para
DPPS/1, DPPS/2 e DPPS/4, respectivamente. O valor mais alto de AGE para o modelo de
membrana de células de cancer contendo o 4 pode indicar que esse complexo afeta mais
significativamente a membrana celular, porém, os demais complexos apresentam valores que

evidenciam interacdo e atividade citotoxica.

4.4.3.2.4 Efeito dos complexos 1-4 em DOPC como modelo de membrana saudavel

Como os complexos 1, 2 e 4 apresentaram citotoxicidade significativa contra células
cancerosas, € importante estudar o seu efeito em membranas celulares saudaveis.

As membranas de mamiferos contém alta proporcdo de fosfatidilcolinas (PC), tanto
saturadas quanto insaturadas (DPPC e DOPC)®#l As fosfatidilcolinas sdo os fosfolipidios
mais abundantes na parte externa de células eucaridticas. Estes lipidios sdo componentes
estruturais importantes de todas as membranas organelares®l, e também tem muitas outras
funcBes importantes nas células. Além disso, PC sdo constituintes criticos do surfactante
pulmonar humano, lipoproteinas séricas e bilel®. Baseando-se nisto, escolheu-se estudar o
DOPC como modelo de membrana de células saudaveis.

A Figura 4.16(A) ilustra a isoterma n-A para a monocamada DOPC sobre subfase de
tamp&o PBS, a qual esta de acordo com a literatural®®. A medida que a monocamada de DOPC
foi comprimida, a area molecular diminuiu e a pressdo de superficie aumentou, até o processo
de colapso. O DOPC exibe uma area molecular de 100 A? e o colapso ocorre em torno de ~ 45
mN m™. Pela analise da isoterma n—A observam-se dois estagios distintos da formacdo da

monocamada: a fase gasosa (n= 0 mN m™) e a liquida (== 5 - 35 mN.m%).
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Figura 4. 16: Isotermas de pressédo de superficie (A) (insercdo: Cs?) e potencial de superficie (B) para o DOPC
puro e misturas DOPC/complexos, 5% dos complexos (1-4) em subfase de tampéo PBS (pH =7,4).
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Pelos dados de modulo de compressdo (Inser¢do Figura 4.16(A)) verificou-se que o
DOPC apresenta apenas uma transi¢cdo de fase, sendo esta da fase gasosa para liquida. O
méaximo de organizacdo da monocamada de DOPC foi evidenciado em = ~ 32 mN m™ com Cs’
1 de 94 mN m?, o qual é caracteristico de uma monocamada liquido-condensada. A
caracterizacdo de potencial de superficie revela alteragdes na orientacdo e conformacdo das
moléculas na monocamada induzidas pela compressdo. Os valores de AV da monocamada de
DOPC aumentam a medida que é comprimida (Figura 4.1(B)), o que esta de acordo com um
aumento da orientacdo molecular na direcdo normal ao plano da superficiel®-2. Quando a
monocamada de DOPC atinge o estado mais compacto, AV atinge 0,43 V, o qual esta de acordo
com a literatural®l,

O estudo da interacdo do 1, 2 e 4 com DOPC foi realizado visando compreender a
citotoxicidade dos mesmos em células saudaveis. Ressalta-se que a interacdo do DOPC com
5% dos complexos (mol/mol) foi estudada considerando os valores de ICsp, 0 que ja seriam
indicativos de interagdo. A incorporacgdo do 1 tem um efeito muito pequeno nas isotermas do
DOPC, o que esta de acordo com a sua baixa atividade citotoxica determinada para a linhagem
celular ndo tumoral MRC-5 (IC50>100 uM). Além disso, ndo foram observadas alteracoes
significativas no perfil da isoterma =-A e nos valores de pressdo de colapso, como também
nenhuma mudancga nos valores maximos de potencial de superficie e de modulo de compressao,
Tabela A4.9.

A incorporacéo do 2 e 4 nas monocamadas de DOPC ocasionaram uma expansao das
isotermas n-A (Figura 4.16(A)), aumentando a area molecular de 100 para 136 e 121 A2,

respectivamente. Este aumento relevante na area molecular do DOPC pode estar relacionado
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com a citotoxicidade dos complexos para a linhagem celular MRC-5 (1,85 e 9,38 uM para 0s
complexos (2) e (4), respectivamente). A isoterma de potencial de superficie da monocamada
de DOPC diminuiu de 0,435 para 0,42 e 0,36 V para as monocamadas contendo 2 e 4,
respectivamente (Figura 4.16(B)), apresentam pequenas alteracfes na area molecular média
com incorporacdo de 2 e 4, cujos complexos ndo possuem estruturas globulares como 1. Os
complexos também afetaram a elasticidade das monocamadas de DOPC (Insercdo na Figura
4.16(A)), uma vez que a interacdo entre DOPC e as moléculas de 2 e 4 ocasionaram em um
decréscimo de C5! da monocamada lipidica. Na pressdo em meio bioldgico de ~30 mN m?, o
valor de Cg! e diminuiu de 92 mN m'* da monocamada de DOPC para 73 e 83 mN m™ nas
monocamadas mistas com 2 e 4, respectivamente. Sendo assim, houve modificagdo na
organizacdo e na compactacdo da monocamada de DOPC na presenca dos referidos complexos,
0 que esta de acordo com a alta citotoxicidade apresentada frente a linhagem celular saudavel
MRC-5.

Estes resultados apontam para uma organizacdo mais especifica da monocamada,
possivelmente com uma separacdo da parte positivamente carregada desses complexos. Essas
moléculas (2 e 4) tenderiam a induzir algumas alteracdes no grupo fosfato do fosfolipidio,
semelhante ao observado para o mer-[RuCIl3(PP)(Vpy)] onde: PP= 14-bis
(difenilfosfino)butano; Vpy= 4-vinilpiridina®?. Em resumo, o comportamento das
monocamadas mistas nas isotermas de pressao e potencial de superficie fornecem evidéncias
de uma baixa interacdo entre 0 1 e a monocamada de DOPC, enquanto os complexos 2 e 4
interagem com mais intensidade com as paredes celulares das membranas.

Estudou-se o efeito da concentragdo de 1-4 no modelo de membrana DOPC, preparando
monocamadas mistas de DOPC/(1,2,4) em diferentes propor¢des molares (5, 10, 30, 50, 70 e
90%) dos complexos. As isotermas n-A, AV-A e C5'de para DOPC puro, complexos 1,2 e 4
puros e para o sistema DOPC/(1,2,4) sao ilustradas na Figura 4.17 e os dados estdo
apresentados na Tabela A4.10.
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Figura 4. 17: (A-C) isotermas n-A (Insercdo Cs?) para os complexos 1, 2 e 4 respctivamente; (D-F) isotermas
AV-A para monocamadas DOPC/1, DOPC/2 e DOPC/4 mistas em tampéo PBS (pH 7,4), para varias porcentagens
molares dos complexos ( 5-90 %).
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Com 50% de 1, as isotermas ©-A se deslocaram para areas moleculares maiores, com a

pressdo de colapso diminuiu (~26 mN m™), a qual coincide & obtida para o complexo 1 puro.

Este comportamento demonstra que somente em altas propor¢des do 1 pode alterar o modelo

de membrana saudavel, o que esta de acordo com a baixa citotoxicidade observada nos ensaios

in vitro. Contudo, a propor¢do mais baixa de 2 e 4 ja afeta a isotermas n-A de DOPC, uma vez

gue estes complexos auentaram significativamente a area molecular do fosfolipidio. Ao

aumentar a proporcdo de 2 e 4 a area molecular diminuiu, e a presséo de colapso também. O

perfil da isoterma AV-A do DOPC também foi modificado, indicando variacao no ordenamento

das monocamadas, resultante da interacdo dos complexos e fosfolipidio.
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O modulo de compressdo para as monocamadas mistas (Inser¢do da Figura 4.17(A))
revela dois maximos, em ~15 e 35 mN m, relacionado com €5 do 1, e entre 60-90 mN m™,
relacionada com o DOPC. Os valores de Cg! aumentam a medida que a proporcio de 1
aumenta, confirmando que apenas altas proporcdes de 1 afetam o ordenamento da monocamada
de lipidica. A interacdo entre o DOPC e 2 e 4 também afeta 0 modulo de compresséo (Insergédo
da Figura 4.17(B-C)). Com a adi¢do de 2 e 4 a monocamada de DOPC torna-se mais fluida e
0 Cg! maximo diminuiu, indicando um menor grau de empacotamento das moléculas na

monocamada de DOPC.

Os dados de potencial de superficie (Figura 4.17(D-F)) exibem um aumento do
potencial maximo a medida que se aumenta a proporcdo dos complexos na monocamada
lipidica, porém, a mudanca de AVmax ndo foi linear em funcéo da proporcédo de 4, ressaltando
que em baixa proporcao (5%) destes compostos, ja ocorre um aumento notavel no potencial de
superficie em relacdo ao DOPC puro. Novamente percebe-se o fato dos potenciais em altas

areas moleculares ndo serem nulos, sugerido a auto-agregacdo desses complexos.

4.4.3.2.5 Estudo da interacdo DOPC/1,2 ou 4 por parametros termodinamicos

A interacdo entre 0 modelo de membrana saudével e os complexos também foi analisada
pelos pardmetros de area em excesso (AAF) e energia livre em excesso (AGF), cujas formulas
ja foram deduzidas anteriormente, onde o0s resultados estao apresentados nos graficos da Figura
4.18.
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Figura 4. 18: Analise termodinamica de 4rea em excesso (AAF) (a, ¢, €) e excesso de energia livre (AGF) (b, d, f)
em funcgdo da razdo molar dos complexos das monocamadas mistas DOPC/1, DOPC/2 e DOPC/4 respectivamente,
an=530mNm

84@) 7 (MmN m™) 0,84
-5 i

61 10 06
—he— 15 _ 0,4

~4 ~y-20 g

<L 2 £ 021
Lui R A\ N /.4 i g 0,04
Luw -0,2
24 < .04
-4+ 0,61

-6 T T T T T T 0,8

0,0 0,2 0,4 X 0,6 0,8 1,0

(&)

3,54
3,04
2,54
— 2,0
£ 15/
iy
= 1,04
w
O 0,5
<
0,014
0,5

As monocamadas mistas DOPC/1, 2 ou 4, contendo X = 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 e 0,9
dos complexos, ndo seguiram a regra da aditividade (AAF e AGE # 0), indicando que estes
sistemas ndo se comportam idealmente. Desvios positivos da idealidade sdo observados para as
monocamadas mistas DOPC/2 e DOPC/4, exceto para as monocamadas contendo 90% de (4)
(Figura 4.18(e) e 4.218(f)). A monocamada mista de DOPC/1 apresentou um desvio negativo
para as monocamadas contendo 30 e 50% de (1). Como AAE e AGE sio preferencialmente
positivos, com algumas excecdes, sugere-se que as interacdes entre 0 DOPC e os complexos 1,
2 e 4 séo mais fracas e menos atrativas do que nas monocamadas puras. Este resultado sugere
gue os sistemas mistos exibem um grau de desordem relativamente alto. O valor maximo de

AGE foi de 0,76, 3,41, e 6,59 kl.mol! para as monocamadas mistas DOPC/1, DOPC/2, e
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DOPC/4, respectivamente. O menor valor de AGF para 0 modelo de membrana contendo o 1

pode estar relacionado com a sua baixa citotoxicidade para esta linhagem celular.

4.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Os complexos da serie 1-4 apresentaram uma atividade citotoxica promissora e foram
superiores aos respectivos ligantes livres, o que nos mostra que a coordenacdo do ligante ao
centro metélico é interessante sob o ponto de vista bioldgico. Os complexos 2 e 4 foram ativos
contra células tumorais (MDA-MB-231 e A549), como também citotoxicos contra células ndo
tumorais, porém, o 2 com valores de 1Csg 1,53 + 0,10 uM, teve uma melhor atividade quando
comparado a cisplatina com 1Cs0 11,5 + 1,2 uM, para a linha celular A549. Ja o 1 € menos ativo
gue o0 2 e 4, mas ndo citotoxico contra as células saudaveis.

As imagens obtidas para os complexos 5-8 indicam uma atividade citotdxica contra a
linhagem celular de cancer ésseo humano (U2-0S), por formacéo de pequenas vesiculas dentro
das células. Este resultado sugere como alvo do mecanismo de acdo destes complexos, o
reticulo endoplasmatico celular, resultante da interacdo com a membrana celular. Em relacéo
ao mecanismo de acdo dos complexos neutros 1-4 a tendéncia que foi observada para esta série
de complexos pode ser atribuida as interacdes fracas com o DNA. Porém, os complexos foram
capazes de formar monocamadas sob uma interface ar/tampéo PBS, e induziram interacdo com
modelos de membranas de cancer, indicando um possivel mecanismo de acdo. Os resultados de
interacdo obtidos por estudos com filmes de Langmuir puderam ser associados a citotoxicidade
dos complexos estudados, onde o 4 teve maior interacdo com a membrana lipidica, fato este

que corrobora com sua expressiva atividade.
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CAPITULO 5. TESTES DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ESTUDOS DOS
MECANISMOS DE ACAO DOS COMPLEXOS 1-8

5.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

5.1.1 Agentes antimicrobianos- um breve historico

Um dos principais avancos da ciéncia médica no ultimo século foi o desenvolvimento
de novos agentes antimicrobianos. No entanto, a consequéncia de seu amplo uso durante o
tempo, tem sido o surgimento de populagdes de microrganismos resistentes a medicamentos.
Notavelmente a infecgdo por tais patdgenos resistentes tornaram-se uma importante causa de
mortalidade em todo o mundo. Desta forma, se faz necessario o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos, com estruturas diferenciadast!.

Com o surgimento da quimioterapia moderna no inicio do século XX, o estudo com
bactérias teve seu importante marco conferido ao alemdo Paul Ehrlich, o qual, tinha como
objetivo corar bactérias sem corar 0s tecidos circundantes, desta forma, poderia descobrir um
composto capaz de destruir patdégenos de forma seletiva, sem causar qualquer mal aos
hospedeiros, composto que denominou como “bala magica” (magic bullet)?). Com esses
principios, Ehrlich pode ser considerado como o fundador da quimioterapia e introduziu as
primeiras ideias sobre relaco estrutura-atividade e o conceito de indice terapéuticol®l. Em 1910,
Ehrlich sintetizou o primeiro composto quimico a partir do arsénio, o qual foi denominado
comercialmente de Salvarsan®, Figura 5.1, que agisse seletivamente contra bactéria
Treponema pallidum agente causador da sifilis, doenca sexualmente transmissivel. Tal
composto teve uma contribuicdo significativa para o avanco dos estudos na area da medicina,

porém, devido a sua elevada toxicidade foi determinado sua exclus&o para uso**.

Figura 5. 1: Estruturas possiveis para 0 SALVARSAN®.

OH
OH

NH NFz
P 2 HzN
HO-—./ == ~, -OH
0 _,",_ As ¥
g L AR AR e
HaN._ o As-As o As—As NH
I R =
HO" Ao HaN— :
NH; HO H.N  OH

FONTE: PATRA e colaboradorest



CAPITULO 5 194

O Salvarsan® tornou-se o medicamento mais frequentemente prescrito para o
tratamento de infec¢Bes antimicrobianas até sua substituicdo pela penicilina na década de 1940,
resultante do trabalho de Fleming, Florey e Chainf®l. A descoberta da penicilina em 1928, pelo
médico e bacteriologista Alexander Fleming, se deu de forma acidental, quando Fleming,
pesquisando substancias capazes de combater bactérias em feridas, esqueceu seu material de
estudo sobre a mesa enquanto saia de férias. Ao retornar, pode observar que suas culturas de
Staphylococcus aureus estavam contaminadas por uma espécie de mofo e que, de alguma forma
nos locais onde havia o fungo, haviam halos transparentes, indicando que este poderia conter
alguma substancia bactericida. Ao realizar estudos em relacdo as propriedades deste mofo,
identificou como 0 mesmo pertencente ao género Penicillium, e que esta substancia que recebeu
o nome de “penicilina” era capaz de eliminar diversas bactériasl’). Na década de 1960, a
descoberta acidental de Rosenberg de que os complexos de platina inibiam a divisdo celular de
E. coli levou a aplicacio clinica da cisplatina como droga antitumoral na década de 1970,

Desde a descoberta da penicilina, o primeiro antibidtico, outros compostos foram
desenvolvidos e usados clinicamente no tratamento de infec¢Bes por bactérias e outros
patdgenos. No entanto, ndo muito tempo depois do inicio do "Era dos antibidticos", que chegou
ao fim ha no minimo 50 anos atréds, outro grande desafio foi o surgimento de bactérias
resistentes aos antibidticos existentes, bem como a outros agentes antimicrobianost!. Isso é
devido principalmente a resisténcia que as bactérias estdo apresentando aos medicamentos. As
bactérias se tornam resistentes devido as mutacdes ou ainda adquirindo um DNA externo,
tornando-se resistentes impedindo assim, o antibiético de se ligar ao seu alvo. Além disso, as
bactérias podem produzir subpopulacées de células dormentes que sdo tolerantes a morte por
antibioticos existentes(®,

Atualmente, considera-se que o mundo esta enfrentando a era pos-antibidticos, em que
infecgBes comuns poderdo matar novamente. A Organizagcdo Mundial da Saude atualmente
considera prioritaria a pesquisa para identificagdo de novos medicamentos antibacterianos(®l.
Isso ocorre devido & prevaléncia de doencas infecciosas como a segunda maior causa de
mortalidade do mundo e ao decréscimo do nimero total de novos agentes antimicrobianos
desenvolvidos nas ultimas décadas('®l. Nesse periodo, as principais acdes de desenvolvimento
de medicamentos antibacterianos consistiu em realizar modificagdes em drogas ja existentes e
em inovar métodos de sintese a fim de obter novas estruturas(*2l. Desde o ano 2000, somente
cinco novas classes de antibidticos foram colocadas no mercado e nenhuma delas tem acéo
contra bactérias Gram negativas, as quais, devido a maior complexidade de sua parede celular,

s&0 mais resistentes & acio de antibioticos*®l,
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Os agentes antibacterianos existentes podem ser classificados em quatro grupos
principais com base em seu alvo intracelular e de acordo com seu mecanismo de agéo:

- inibicdo da sintese da parede celular: ex, penicilina e seus derivados, cefalosporinas,
carbapenémicos e glicopeptideos. Estes compostos sdao mais eficazes contra a infeccdo por
bactérias Gram positivas.

- ruptura da membrana celular; ex, os antibiéticos policatidnicos peptidicos chamados
polimixinas, utilizados no tratamento de infec¢cdo por bactérias Gram negativas.

- inibicdo da sintese de acido nucleico; ex, quinolonas, rifampicina e sulfonamidas.

- inibicdo da sintese de proteinas; ex, tetraciclina, aminoglicosideos, cloranfenicol. Uma grande
proporcdo de antibacterianos usados clinicamente, tendem a inibir a sintese de proteinas,
visando as superficies ricas em RNA ribossdémico, em alguns casos podem ser eficazes contra
a tuberculose™,

As bactérias sdo classificadas como organismos unicelulares que pertencem ao Reino
Monera, elas podem apresentar diferentes formas, como: esféricas (cocos), cilindricas ou
bacilos e de espiralll. De um modo geral, existem dois grupos principais de bactérias: as
espécies Gram-negativas, e as espécies Gram-positivas, Figura 5.2. Essas espécies de bactérias
apresentam algumas distingdes em sua estrutura, composi¢do quimica, permeabilidade da
parede celular, entre outras. Em termos gerais, as espécies Gram-positivas possuem a parede
celular formada com muitas camadas de peptideoglicana, dando origem a uma estrutura rigida
e espessa. Ja as espécies Gram-negativas possuem uma estrutura mais complexa, formada por
poucas camadas de peptideoglicana e uma membrana externa, que é composta de
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteina (lipideos covalentemente ligados a proteinas) e
fosfolipidiost’14:1°],

Figura 5. 2: Estrutura basica da parede celular de uma bactéria Gram-positiva (a) e Gram-negativa (b).
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Devido & maior complexidade de sua parede celular, as bactérias Gram negativas sao
mais resistentes & acdo de antibioticos. Em geral, para serem efetivos nesse grupo de
microrganismos, os antibioticos devem cruzar a parede celular através de canais proteicos, o

que dificulta a identificacdo de moléculas ativas.

5.1.2 Complexos de ruténio na atividade antibacteriana

Entre os complexos de metais de transi¢do, os complexos a base de ruténio estdo sendo
amplamente estudados e alguns apresentaram atividade biologica significativa, devido as
diversas caracteristicas reconhecidas que ja foram discutidas neste trabalho*16l, Destaca-se a
estereoquimica varidvel destes complexos, que permite a criagdo de numerosos compostos que
sdo estruturalmente diferentes e interacfes aos sistemas bioldgicos. Além disso, os complexos
metalicos também podem ser carregados positivamente, e dessa forma, utilizar a forca
eletrostatica para facilitar a ligacdo com componentes celulares e moléculas carregadas
negativamente (por exemplo, parede celular, DNA, RNA, fosfolipidios e regides especificas de
proteinas). Dessa maneira, complexos metalicos abrem caminhos adicionais para combater
infecces microbianastl,

Nestes complexos o papel do ion ruténio é atuar como um suporte central, no qual, os
ligantes bioativos, podem ser coordenados. Desta forma, a composicdo quimica e as
propriedades dos ligantes coordenados determinam a atividade antimicrobiana®'l. Os
complexos com ruténio tém um evidente papel estrutural; sua quimica de coordenacdo é bem
caracterizada, fornecendo um mecanismo para otimizar a atividade antimicrobiana por meio de
ajustes nos seus ligantes de coordenacédo, a fim de melhorar a especificidade do alvo e/ou
aumentar a lipofilicidade, que acarreta uma melhor interacao celular bacterianalél,

Os primeiros relatos das atividades antimicrobianas dos complexos de ruténio
ocorreram na década de 1960, ap6s investigacdes de Dwyer e colaboradores™®, embora o maior
interesse em antimicrobianos & base de ruténio tenha surgido nas ultimas duas décadas!*l.
Apesar de inimeros relatos da atividade antimicrobiana desses complexos in vitro, existem
poucos estudos relatando tal atividade, e até hoje, nenhum alcangcou desenvolvimento
clinico,

Ressaltando um dos trabalhos citados em uma revisdo reportada na literatura
recentementel™, ha mais de 60 anos, Dwyer e colaboradores iniciaram o estudo da atividade
bioldgica de complexos metalicos com ligantes polipiridil. Os complexos estudados eram com

metais inertes, utilizando ligantes tais como 1,10- fenantrolina e seus derivados (por exemplo
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3,5,6,8-tetrametil-1,10-fenantrolina e 5-nitro-1,10-fenantrolina) ¢ 2,2°- Bipiridina e seus
derivados, coordenados predominantemente com ruténio ou ferro. As atividades antibacterianas
destes complexos foram avaliadas contra bactérias Gram positiva e Gram negativa e bactérias
acido- alcool-resistentes (Mycobacterium tuberculosis). O complexo [Ru(phen)s]?*, Figura
5.3(A) mostrou-se inativo contra todas as linhagens bacterianas. Porém, notou-se que a inclusao
de substituintes metil no ligante fenantrolina, formando o complexo [Ru(Mesphen)s]?* (Figura
5.3(B)), aumentou notavelmente a atividade contra todas as linhagens bacterianas em estudo,
principalmente, bactérias Gram positivas e Mycobacterium tuberculosis, assim indicando a

importancia e a relacdo que ha entre a lipofilicidade e a atividade antibacteriana.

Figura 5. 3: Complexos mononucleares de polipiridilruténio (1) com atividade antimicrobiana. (A) [Ru(phen)s]?*;

(B) [Ru(Megphen)s]?*
(A) —‘ 2+

FONTE: LI et al., 20151

Fagundes e colaboradores/?! desenvolveram uma série de complexos de ruténio
soluveis em agua, de formula: p,t-[Ru(CO)(PRs)(tren)]Cl2 (onde R: fenil ou p-toluil; tren:
[tris(2-aminoetilamina)]), cujas estruturas estdo demonstradas na Figura 5.4(A) e 5.4(B),
respectivamente. Estes complexos tiveram sua atividade antibacteriana testada contra linhagens
de bactérias S. aureus (Gram-positivas) e P. aeruginosa (Gram negativas). Os resultados
obtidos, evidenciaram que o complexo p,t-[Ru(CO)(P{p-tol}s)(tren)]Cl2, apresentou melhores
resultados quando comparados ao antibidtico cloranfenicol. O complexo p,t-
[Ru(CO)(PPh3)(tren)]Cl> (5.4(A), apresentou CIM (concentragdo minima inibitéria) < 350
pg/mL para todas as cepas bacterianas. A maior atividade do complexo 5.4(B) pode estar
relacionada ao maior carater lipofilico devido a coordenacdo com o ligante P(p-tol)z comparado

com o ligante PPhs.
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Figura 5. 4: Estruturas dos complexos da série: p,t-[Ru(CO)(PRs3)(tren)]Cl.

@ [ ICH o~
Hzr\N/?Hz Hzgr/\ VN
,/,//// \\\\\ ,///R N Ch
/Rlu\co s H: |u\co
uz PPhs P(p-tol)

FONTE: FAGUNDES et al., 201624

5.1.3 Estudos do mecanismo de acdo por monocamadas de Langmuir e Microscopias de

Fluorescéncia e Microfluidica

5.1.3.1 Atividade bacteriana e Monocamadas de Langmuir

Assim como relatado no Capitulo 4, 0 mecanismo de acdo de compostos candidatos a
promissores agentes anticancerigenos, pode ser investigado por meio de testes para prever o
modo de interacdo com biomoléculas, como o DNA, ou por meio do estudo da interacdo via
modelos de membrana celular, que mimetizem a composi¢cdo das membranas de células
cancerigenas e bacterianas.

Desta forma, os efeitos induzidos por antibiéticos nas membranas das bactérias também
podem estar correlacionados com a atividade bacteriana, e tal interacdo em nivel molecular
pode ser avaliada por monocamadas de Langmuir que representam a membrana celular. Aqui,
reportamos da literatura o estudo realizado por Sandrino e colaboradores, que investigaram a
interacdo entre os complexos [Ru(mcbtz)2(PPhs)2] (mcbtz= 2-mercaptobenzotiazolina) e
[Ru(mctz)2(PPhs).] (mctz= 2-mercaptotiazolina), Figura 5.5, com monocamadas de Langmuir
mistas constituidas por um extrato lipidico de E. coli, extrato de lipopolisacarideos (LPSs) e
fosfolipidio zwiteriénico dioleoilfosfatidil colina (DOPC). A atividade bactericida para
[Ru(mcbtz)2(PPhs).] foi maior, acima de 40 ug/mL, e a atividade de [Ru(mctz)2(PPhs)2] foi ndo
significativamente diferente do controle, pois, ocorreu a precipitacdo do complexo, que tem
uma solubilidade limitada em agua. Ambos 0s complexos tiveram poucos efeitos sobre o
DOPC, apresentando insignificante toxicidade em relacdo as células de mamiferos que podem
ser aproximadas por uma monocamada zwiteriénica. Também foram pouco efeitos nos LPSs.
Em contrapartida, os complexos induziram expansdo nas isotermas de pressdo superficial,
enquanto o complexo com o ligante (mcbtz) mais hidrofobico, parecia afetar as caudas

hidrofébicas da E. coli, de acordo com os resultados da espectroscopia de reflexdo-absorcao na
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regido do infravermelho com modulacdo da polarizacdo (PM-IRRAS), método pelo qual €
possivel caracterizar as mudanc¢as nos grupamentos que compdem o fosfolipidio. Porém, a
evidéncia de uma interacdo mais forte ndo pdde ser confirmada, ndo correlacionando com a

atividade bactericidal??.

Figura 5. 5: A) Complexo de ruténio com 2-mercaptobenzotiazolina (Rumcbtz) e B) com 2-mercaptotiazolina
(Rumctz).
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FONTE: SANDRINO etal., 2017122

5.1.3.2 Microscopia de Fluorescéncia e Microfluidica

O estudo do mecanismo de acao de alguns compostos por microscopia de fluorescéncia,
possibilita uma combinacédo de deteccdo e visualizacdo, sendo uma ferramenta poderosa para
investigar processos bioldgicos. Embora em uso por vérias décadas, atualmente esta em um
estado de rapida evolucdo. As melhorias técnicas nos microscépios, juntamente com o
desenvolvimento constante de novas sondas fluorescentes e o avanco dos softwares de
aquisicdo e documentacdo de imagens, tornam o progresso na microscopia de fluorescéncia
muito valioso para a pesquisal?®l. Esta técnica é baseada na propriedade de algumas substancias
chamadas fluoro6foros, fluorocromos ou corantes fluorescentes para produzir fluorescéncia apos
a absorcdo de energia. Fluorescéncia é a emissao de luz que ocorre como resultado da absor¢édo
da luz de excitacdao. Assim, excitacdo e emissdo sao dois valores diferentes de comprimento de
onda, sendo a energia absorvida emitida em comprimentos de onda maiores. As moléculas
fluorescentes sdo vistas através de filtros que filtram a luz de excitacdo, permitindo a
observacio apenas da luz emitidal?4l,

Através desta analise, 0s microorganismos e as estruturas celulares, podem ser corados
com um corante de fluorescéncia, um fluorocromo, para serem observados através de um
microscopio de fluorescéncia e produzir imagens nas quais as estruturas alvo terdo uma
aparéncia colorida ou brilhante. Muitos fluorocromos séo especificos para componentes
celulares e sdo amplamente utilizados em microbiologia. Os corantes se ligam ao DNA, RNA,

lipidios intracelulares ou lipidios de membranal®3l,
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Existem vérias classes de corantes de &cido nucleico, mostrando diferentes modos de
ligagdo ao DNA e diferencas na permeabilidade da membrana celular. Eles sdo usados em
microscopia, ndo s6 para coloracdo de células bacterianas, mas também para distinguir entre
bactérias vivas e mortas ou para a contagem do total de bactérias em amostras clinicas. O
corante (4°,6-diamidino-2-fenilindol) DAPI comumente usado, se liga ao sulco menor do DNA
nos sitios dos nucleotideos A-T. Além disso, o DAPI também se intercala nos locais dos
nucleotideos G-C[?®1, As séries de corantes de cianina SYTO, penetram apenas células com
membrana comprometida e ndo cruzam as membranas de células vivas, sendo extremamente
atil para manchar células Gram-positivas e Gram-negativas. Por exemplo, a mancha
fluorescente propiciada pelo iodeto de propidio de coloragdo vermelha, que penetra apenas as
células da membrana bacterianas danificadas em combinacdo com o corante SYTO 9, que
difunde-se passivamente através das membranas, permite a visualizacdo de células bacterianas
mortas e vivasi?>%8l, Particularmente, os corantes como FM 4-64 e o FM 1-63 se ligam rapida
e reversivelmente a membranas com forte fluorescéncia. Estes sdo apenas alguns exemplos de
sondas lipidicas fluorescentes usadas na pesquisa de membranas bacterianas?,

As amostras ap0s preparadas, precisam ser observadas apds o tempo necessario para
incubagdo e as imagens devem ser obtidas imediatamente. Esses processos sdo altamente
exigentes devido a preparacdo do material, coloracao, observagdo microscépica e imagem, que
precisa ser feita sucessivamente.

A microscopia de fluorescéncia foi empregada para determinar o mecanismo de
interacdo de complexos de ruténio. O complexo de estrutura [Ru(Mesphen)s]?* onde
(Megphen)s=3,5,6,8-tetrametil-1,10-fenantrolina, ndo apresentou permeabilizagdo da
membrana, indicando uma diferenca significativa em nivel biolégico desse complexo e de
complexos dinucleares como Rubby, (polipiridilruthenium(ll) onden=2, 5, 7, 10, 12, 14 ou 16).
Foi proposto que o complexo [Ru(Mesphen)s]** tinha um modo diferente de interagdo com o
meio celular e/ou alvo intracelular em comparagdo com os complexos dinucleares de ruténio.
Embora os complexos possam permeabilizar as membranas, os estudos de localizacdo celular
também mostraram que o0 composto mais ativo Rubbie liga preferencialmente ao RNA em
bactérias vivas, acumulando-se nos ribossomos e condensando os ribossomos quando eles
existiam como polissomos!*l,

Outra técnica que recentemente tem sido utilizada para avaliar a eficécia e a seguranca
dos antibidticos, sdo as novas tecnologias microfluidicas, as quais, possibilitam estudos
exclusivos no campo da microbiologia para facilitar a compreensdo dos diversos

microrganismos. A microfluidica é a ciéncia que explora o escoamento em canais de dimensdes
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micrométricas, permitindo a reducdo de tempo de investigacdo e o consumo de reagentes. Ela
trata de fluidos em sistemas miniaturizados e de alto rendimento, onde dispositivos com
microambientes controlados podem ser criados para estudos microbianos, e tém aplicacfes nas
areas de engenharia quimica, farmacéutica, biotecnoldgicas e na medicina moderna. Esta
técnica busca maximizar resultados por meio de métodos microanaliticos, propondo formas
mais compactas e versateis para os procedimentos convencionais(?¢2l,

A microfluidica se mostra eficiente, quando aplicada a métodos convencionais que
normalmente levavam muito tempo para serem desenvolvidos como no estudo da cinética
celular, monitoramento das reacdes intracelulares, quantificagdo do crescimento microbiano,
técnicas de manipulacdes genéticast®l, Ela ainda permite observacbes em alta resolucéo
espacial e temporal em microambientes cuidadosamente controladost®?. Recentes progressos
em quimica e fisica aplicadas levaram o desenvolvimento de plataformas microfluidicas com
potencial para realizar estudos farmacoldgicos. Ao reduzir os sistemas convencionais em
macroescala para microescala, a microfluidica aparece como uma solucéao para triagem e testes
mais baratos, rapidos e precisos de antibidticos e outros tipos de medicamentos. A natureza do
fluxo de fluido laminar em microescala permite a geracdo de gradientes que imitam o
microambiente celular in vivol33:34,

Dentre as aplicacdes desta técnica, varias pesquisas encontram-se relatadas na literatura.
Vegas e colaboradores desenvolveram um quimiostato microfluidico que permitiu identificar o
papel critico que a comunicacdo guimica bacteriana desempenha na formacao de antibidticos
resistentes. Esses autores observaram que as células de E. coli expostas a niveis fisioldgicos de
Indol (um sinal quimico que afeta as respostas ao estresse celular), exibiram niveis de
persisténcia que era superior as células ndo expostas. Ao projetar uma cepa mutante com uma
substancia fluorescente especifica para essa via de deteccdo quimica, os autores puderam
rastrear os niveis de Indol detectados por células individuais no quimiostato microfluidico e
correlacionar esses niveis com a capacidade de cada célula em sobreviver ao tratamento com
antibi6ticos33%],

A dindmica de crescimento de E. coli persistentes foi analisada por Gefen e
colaboradores usando um dispositivo microfluidico que permitia modular o suprimento dos
meios de crescimento e antibioticos durante o tempo de vida. As células foram armazenadas
em camaras fluidicas que permitiam o fornecimento continuo de meios de crescimento e
imagens em tempo real. Utilizando substancias fluorescentes, os autores observaram que as
bactérias resistentes de E. coli continuaram a sintetizar proteinas e isso apresentou uma janela

de vulnerabilidade aos antibidticos. Essa janela de vulnerabilidade pode ser importante para o
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tratamento clinico de infec¢Oes persistentes. A observacgdo de células Unicas sob condi¢des de
ambiente controladas também levou a um grau de previsibilidade em relacdo a quais células se
tornam resistentes com o tempo*32¢1, Similar ao relatados, os sistemas microfluidicos também
podem ser integrados a sistemas mais complexos que podem monitorar células in situ em tempo
real para determinar o modo de acdo de metalodrogas anticancer. Por exemplo, Caviglia e
colaboradores, desenvolveram uma plataforma integrada de cultura de células microfluidicas e
analise eletroquimica com um sistema embutido de manuseio e deteccdo de fluidos. A
plataforma permite a medicéo espectroscopica de impedancia eletroquimica paralela e deteccéo
Optica para monitoramento e avaliagdo em tempo real das respostas das células cancerigenas
aos medicamentos anticancer (doxorrubicina e oxaliplatina)+37],

O avanco dos microfluidicos facilita a avaliacdo da eficacia dos antibioticos no
tratamento de varias infec¢bes, bem como a toxicidade e efeitos colaterais dos medicamentos
nos tecidos humanos, que podem ser determinantes de acordo com seu mecanismo de acéo
frente a linhagens celulares. A capacidade da manipulacdo de fluidos e a flexibilidade em
geometrias e materiais, tornam os dispositivos microfluidicos uma ferramenta versatil para

quase todas as etapas da descoberta e desenvolvimento de novos medicamentost34l.

5.2 OBJETIVOS

5.2.1 Objetivo Geral

Determinar a atividade antimicrobiana qualitativa e quantitativa dos complexos 1-8 e a
partir de técnicas microscopicas e monocamadas de Langmuir propdr um mecanismo de acdo

para estes compostos.

5.2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos complexos das séries
[Ru(n8-p-cimeno)PArsClz] (1-4) e [Ru(n®-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8), e dos ligantes livres,
frente as linhagens de bactérias Gram postivas [(Staphylococcus aureus (ATCC25923) e
Bacillus subtilis (PY79)], e Gram negativa [(Escherichia coli (ATCC 25922)].

- Caracterizar a atividade destes complexos pelo método de Disco de difusdo (teste qualitativo)
e concentracdo minima inibitoria (teste quantitativo) e comparar com o antibidtico de

referéncia.
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- Elucidar o mecanismo de ac¢do dos complexos 1-4 que apresentaram atividade antibacteriana
promissora, por técnicas de Microscopia de Fluorescéncia e Microfluidica, e por monocamadas

de Langmuir, as quais, mimetizam membranas de células bacterianas.

5.3 METODOLOGIA

5.3.1 Técnica de difusdo em disco

Foram utilizados discos de papel de filtro Whatman, 6 mm de didmetro, estéreis e
saturados com 5uL das solucgdes dos complexos. Uma espécie Gram(+) Staphylococcus aureus
(ATT25923) e uma espécie Gram(-) Escherichia coli (ATT25922) foram usadas para preparar
o0s pré-indculos. Estes foram preparados em meio liquido Luria Bertani, incubados a 37 °C
durante 16 h. Os cultivos foram transferidos para meio sélido &gar Mueller Hinton, espalhados
com o auxilio de swabs estéreis. Utilizou-se solu¢cbes de DMSO e Canamicina 100 mg/mL
como controles negativo e positivo, respectivamente. Apds a adi¢do dos compostos, 0s discos
de papel filtro foram transferidos para as placas de Petri contendo meio sélido. Apos incubacgéo
durante 24 horas, as placas foram analisadas com um paquimetro, para determinar o tamanho

dos halos de inibig&o nos antibiogramas.

5.3.2 Testes de determina¢do de concentracao inibitéria minima (CIM)

Foram utilizadas as espécies Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC25923) e Bacillus subtilis (PY79). Os cultivos bacterianos foram crescidos a 37 °C em
caldo Mueller Hinton (CMH) até atingir turvacao igual a suspensdo do tubo 0,5 da escala de
McFarland (aproximadamente 1,0.102 UFC/mL). Em seguida, o cultivo foi diluido na
proporgdo 1:150 em CMH obtendo-se uma suspensao de 5,0.10° UFC/mL, a qual foi utilizada
nos ensaios. A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios) de
acordo com a metodologia descrita no Manual Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012) para as bacterias aerdbicas. As concentragdes da diluicdo seriada foram de
1,33 mg mL* até 0,01 mg mL™. Canamicina 0,1 mg mL foi utilizada como controle positivo
e DMSO 6 % como controle negativo. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por
24 h. A determinacdo da concentragdo minima de inibicdo apresentada pelos complexos foi

realizada visualmente.
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5.3.3 Imagens de microscopia de fluorescéncia

As linhagens bacterianas de B. subtilis (PY79) e S. aureus (ATCC25923) foram
inoculadas em meio Luria Bertani LB e crescidos por 6 h a 37 °C sob agitagdo constante. Em
seguida, os cultivos foram re-inoculados e crescidos até uma D.0O.s00=0,1. Atingida a D.O., 0s
compostos 2 e 4 foram adicionados aos cultivos na concentragdo de 0,084 mg mL*,
correspondente ao dobro da CIM. Apo6s incubacdo por 30 min, o cultivo foi concentrado para
20 % do volume inicial e foram adicionados os corantes iodeto de propideo
(100 mg mL), DAPI (100 ug mL™t) e FM1-43 (50 mg mL1). Os experimentos foram realizados
em microscopio Nikon Eclipse Ti, equipado com filtros GFP BrightLine and mCherry
BrightLine (Semrock), objetiva Plan APO VC Nikon (oil 100x, NA=1,4), um shutter de 25mm
SmartShutter e uma camera Andor, modelo Ixon EMCCD com sensor CCD (1004x1002 SQ
Pixels). Os tempos de exposi¢do variaram de 0,3 a 1 s. As células crescidas até a fase
exponencial foram incubadas em cdmaras contendo meio LB mais 1 % de agarose. Todas as
imagens foram capturadas com o programa NIS 3.07 (Nikon) e processadas com o programa

ImageJ. Estes ensaios foram realizados pela Profa. Dra. Patricia Castellen (IFSC).

5.3.4 Imagens de microscopia microfluidica

Os experimentos microfluidicos foram feitos usando a plataforma Cell ASIC de Merck
Millipore (Billerica, Massachusetts) foi usado com placas BO4A. Linhagens B. subtilis (PY79)
(com mNG, plasmideo), foram crescidas em meio LB (Luria Bertani), a 37 °C, colocado em
LB + 2 % de agarose e fotografado com contraste de fase por 90 min em intervalos de 2 min.
O crescimento celular individual foi analisado por um método personalizado Cdédigo
MATLAB. Primeiro, a area das células foi medida com base na segmentacédo da fase imagens
de contraste. As celulas foram rastreadas ao longo do tempo e a rea de cada célula por quadro
foi calculada. A taxa de crescimento de cada célula é calculada pela inclinagdo do ajuste linear
do logaritmo das areas totais. Para cada ajuste linear da area total de células, o limiar do
quadrado R é definido como 0,95.

Para observar os efeitos do 2 e 4, cloranfenicol e CCCP no aparelho de crescimento
celular e sintese de proteinas de B. subtilis, utilizou o sistema Cell ASIC microfluidico da EMD
Millipore com placas BO4A. Celulas em 6timas condigGes de crescimento foram carregadas no
dispositivo e equilibrada por 1 h em meio CH a um fluxo de 3 Psi. Esta analise foi realizada
Prof Dr. Alexandre Bisson, na Universidade de Harvard (USA).
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5.3.5 Obtencdo e Caracterizacdo dos filmes de Langmuir de 1-4 com modelo de membrana
S.Aureus.

O fosfolipidio 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol (DOPG), 1',3"-bis[1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo]-glicerol (CL) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids. Todos
os lipidios apresentavam grau de pureza maior que 99%, e foram usados sem purificacao prévia.
As estruturas dos lipidios sdo ilustradas na Figura 5.6. A membrana celular da bactéria
S. Aureus € basicamente composta de 58% de DOPG e 42% de CL.

Figura 5. 6: Estrutura quimica dos compostos (a) 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glicerol) (DOPG) e (b)
1',3'-bis[1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo]-glicerol (CL).
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As monocamadas de Langmuir foram preparadas a partir do espalhamento das solugdes
de (1-4), S. Aureus (DOPG/CL 0,58/0,42) em CHCIs ou CHClz:metanol (4:1) sobre subfase de
tampéo PBS (pH=7,4; 150 mM de NaCl). As monocamadas mistas de S. Aureus/Ru foram
preparadas usando diferentes volumes das solucGes estoque dos complexos Ru para atingir
proporcées molares de 95: 5, 90:10, 70:30, 50:50, 30:70 e 10:90 (lipidio/complexo Ru). As
medidas de pressao e potencial de superficie foram realizadas em uma Cuba de Langmuir KSV
(modelo KN 1003, KSV Instruments, Ltd., Helsinki, Finlandia) a qual tem uma &rea maxima de
273 cm?, alocada no Laboratério GDEM- UEPG. A cuba é equipada com uma placa Wilhelmy
(papel de cromatografia Whatman Chrl) como sensor de pressdo de superficie e, com uma
prova de Kelvin como sensor de potencial de superficie, usando o método da placa vibrante. Os
experimentos foram realizados a ~20 °C. Ap6s 15 minutos para a evaporacgdo do solvente, as
monocamadas foram comprimidas na velocidade de 10 mm min™. Os experimentos foram

efetuados em triplicata.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

54.1 Ensaios de atividade antibacteriana para 0s complexos da  série
[Ru(n8-p-cimeno)PArsCl2] (1-4) e [Ru(n®-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8)
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Os complexos organometélicos da série 1-4, os respectivos ligantes livres e o
complexo precursor das sinteses foram investigados inicialmente pela técnica de disco de
difusdo, para determinar qualitativamente sua atividade antimicrobiana in vitro contra as
linhagens de Escherichia coli (ATT25922) e Staphylococcus aureus (ATT25923), como ilustra
a Figura 5.7. Como controle negativo foi utilizado o DMSO 6% e como controle positivo o

antibidtico Canamicina, que possui um amplo espectro de agdo contra as espécies testadas.

Figura5. 7: (A) Halos de inibicdo para os complexos da série 1-4 e (B) seus respectivos ligantes e precursor contra
S. Aureus e E.Coli. Controle positivo Canamicina e Controle negativo DMSO 6 %.

O controle negativo com o solvente DMSO ndo apresentou atividade antimicrobiana
e o controle positivo com Canamicina apresentou atividade com halo de inibi¢do de crescimento
de 12 mm e 10 mm (Figura 5.7A e 5.7B). O 1 e 4 apresentaram maior atividade inibitoria
sobre o crescimento da bactéria S.aureus com halos de inibicdo de crescimento de 2 e 1,5 mm,
respectivamente (Figura 5.7A). O 2 apresentou um halo de inibigdo de 1 mm, mostrando uma
menor atividade. Os ligantes e o complexo precursor quando testados isoladamente, nédo
apresentaram halos de inibi¢do significativos, ndo demonstrando atividade antimicrobiana
contra S.aureus e E. coli (Figura 5.7B). Isto indica que os efeitos de inibicdo de crescimento
observados na presenca do complexo ocorrem apenas quando os ligantes estdo complexados ao
precursor, o que leva a formacdo dos complexos estudados. A bactéria S. aureus € um dos
modelos de estudo para bactérias Gram positivas. Esse grupo de microrganismos apresenta
parede celular mais simples e membrana plasmética mais acessivel a compostos com atividade
bioldgica, quando comparado as bactérias Gram negativas™*®!,

Para obter resultados qualitativos da atividade antibacteriana do 1, 2 e 4, confirmada
pelo teste de disco de difuséo, determinou-se os valores concentragdes inibitdrias minimas
(CIMs) para uma linhagem de bactéria Gram-negativa, Escherichia coli (ATCC25922), e para
duas cepas de bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC25932) e Bacillus
subtilis (PY79). Os valores encontrados para 0s complexos sdo resumidos na Tabela 5.1. Os
valores de CIM, foram determinados com base em leituras visuais, sendo anotada a Ultima

concentracdo na qual ndo houve desenvolvimento de turbidez nos pogos testados para cada um
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dos microorganismos. Enquanto percebe-se uma turbidez na solugdo, hd presenca de bactérias

viaveis, onde os compostos ndo foram capazes de inibir o crescimento bacteriano.

Tabela 5. 1: Resultados de concentragdo inibitdria minima (CIM) em mg/mL dos complexos 1-4.

Complexo E. coli S. aureus B. subitilis
1 >1,33 0,167 0,667
2 >1,33 0,083 0,167
3 >1,33 >1,33 >1,33
4 1,33 0,042 0,042
Canamicina <0,1 <0,1 <0,1

De acordo com esses testes, 0 1, 2 e 4 exibiram atividade promissora contra S.Aureus
e B. Subitilis. Para S. aureus e B.subtilis, 0 4 inibiu o crescimento com CIM média de
0,042 mg mL; enquanto que o 1 e 2 apresentaram CIM de 0,167 mg mL e 0,083 mg mL*
para S. aureus e 0,667 mg mL™? e 0,167 mg mL* para B. Subtilis, respectivamente. Os
compostos ndo apresentaram atividade antibacteriana contra E. coli. Os complexos
organometalicos da série 5-8, também foram testados com intuito de verificar se a atividade
antibacteriana foi modificada com a coordenacdo de um ligante N-heterociclico, ao comparar
os dados com os seus complexos precursores da série (1-4). Primeiramente, fez-se os testes para
determinar a atividade antimicrobiana in vitro qualitativamente pela técnica de disco de difuséo,
como ilustra a Figura 5.8. Como controle negativo foi utilizado o DMSO 6 % e como controle
positivo o antibidtico Canamicina, que possui um amplo espectro de acdo contra as espécies
testadas.

Figura 5. 8: Halos de inibi¢do para os complexos da série (5-8) contra A-E.Coli, B-S. Aureus e C- B. subtilis.
Controle positivo Canamicina (KM®) e Controle negativo DMSO 6 %.

m ’ B- S, aureus N C- 8. subills

Nenhum dos complexos teve atividade de inibigdo de crescimento sobre E.Coli. Todos

0s complexos inibiram o crescimento das Gram positivas S. aureus e B. subtilis, sendo que o0 6,
7 e 8 0s mais eficientes contra S. aureus e 0 5 apresentou menor halo de inibicdo; jao 7 e 8

foram mais efetivos contra B. subtilis quando comparados com 5 e 6 (Figura 5.8 B e C). A
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falta de atividade inibitdria frente as cepas de E.coli evidenciam a especificidade desses
complexos para bactérias do tipo Gram-positivas, similar & atividade dos seus complexos
precursores 1-4. Para obter resultados quantitativos da atividade antibacteriana do 5-8,
confirmada pelo teste de disco de difusdo, determinou-se os valores concentracdes inibitorias
minimas para uma linhagem de bactéria Gram-negativa e Gram-positivas e 0s valores

encontrados para os complexos estdo resumidos na Tabela 5.2.

Tabela 5. 2: Resultados de concentragéo inibitéria minima (CIM) em mg mL"! dos complexos 5-8.

Complexo E. coli S. aureus B. subitilis
5 >1,33 >1,33 >1,33
6 0,041 0,005 0,005
7 - 0,005 0,005
8 - 0,005 0,005
Canamicina <0,1 <0,1 <0,1

Os resultados do experimento descritos na Tabela 5.2 apontam que o complexo 6
apresentou CIM de 0,041 mg mL* para a linhagem E. coli e os demais compostos nio
apresentaram atividade antibacteriana contra essa espécie. Os compostos 6 a 8 apresentaram
atividade antimicrobiana para as espécies Gram positivas. Tanto para S. aureus quanto para B.
subtilis os compostos apresentaram CIM de 0,005 mg mL™. O 5 n&o inibiu o crescimento de
nenhuma das espécies testadas. Os resultados obtidos permitem inferir que o 6 apresenta
atividade antibacteriana de maior espectro, uma vez que inibe o crescimento tanto de espécies
Gram positivas como da espécie Gram negativa testadas. Apesar disso, sua CIM é alta em
comparacdo com os antimicrobianos utilizados atualmente. Ja os compostos da série 5 a 8
apresentam boa atividade de inibicdo de crescimento contra Gram positivas, com valores mais
baixos de CIM.

A atividade antimicrobiana de complexos de ruténio foi descrita em alguns trabalhos.
Abebe e Hailemariam (2016)1% sintetizaram o complexo do tipo [Ru(Phen)2(G)(CI)]CI.H-0,
onde phen= 1,10-fenantrolina e G= guanida e foram descritos valores de CIM 0,4 mg mL™ para
S.aureus e 0,3 mg mL™ para E.coli. O complexo de férmula geral p,t-[Ru(CO)(PR3)(tren)]Xz
[R=Ph ou p-tol; tren =tris(2-aminoetil)amina; X = CI, PF¢", apresentaram valores de CIM para
E.coli de 0,45 e 0,34 mg mL™ e para S. aureus de 0,50 e 0,15 mg mL* 21, Resultados de
atividade antibacteriana também foram encontrados para complexos de ruténio-areno soliveis
em agua como [Ru(nb-p-cimeno)Xz]2 (X =Cl, Br, I ou NCS), [Ru(n®-p-cimeno)Xz(pta)]
(X= CI, Br, I ou NCS; pta= 1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo[3.3.1.1]decano) e o cluster de

tetraruténio [HsRua(m®-p-benzeno)4]2*. Conforme avaliado por testes de difusio em disco, o
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derivado de iodeto retardou levemente o crescimento de B. subtilis com halos de inibicdo de
aproximadamente 1 mm (da borda do disco até a borda da zona de inibi¢d0)®°. Ha também
exemplos de complexos de [Ru(n®-p-cimeno)(L)Clz] com ligantes derivados de
2-acetamidotiazol. Trés desses complexos foram moderadamente ativos contra E. coli com
diametros de halo de inibicdo de 8 mm e dois complexos formaram halos de inibi¢do de 14 mm
para S. aureust®. Da mesma forma, os complexos organometalicos Ru(V-(né-p-cimeno)
ligados ao ferroceno (Fc) via ligantes heterociclos de nitrogénio, demonstraram ser potenciais
agentes antibacterianos contra B. subtilis com valores de concentracéo inibitoria maxima (CIM)
variando de 21 a 78 puM, sem efeito sobre o crescimento de E. coli. Estes complexos s&o
analogos de complexos anticancerigenos como 0 RAPTA-CHH,

Os resultados de atividade antimicrobiana, das séries de complexos sintetizadas neste
trabalho, foram promissores e com valores de CIM determinantes. Ao comparar a série 5-8, a
qual, tem a coordenacdo de um ligante piridinico na esfera de coordenacdo, pode-se evidenciar
a melhora na atividade antibacteriana, obtendo valores de CIM menores relativamente. 1sso se
deve, pela formacdo de complexos catidnicos, provinda dos precursores neutros 1-4. O
surgimento da carga nestes complexos, pode facilitar a interacdo com as membranas celulares
ou biomoléculas especificas, levando uma maior atividade destes compostos. Estes resultados
de atividade antimicrobiana, motivaram o estudo do possivel mecanismo de acdo destes
compostos, na tentativa de comparar com 0 mecanismo elucidado para a atividade anticancer.
Desta forma, fez-se alguns testes fisico-quimicos para prever o mecanismo de acdo da série de

complexos 1-4.
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5.4.2 Estudos para identificagdo do mecanismo de acao para a série de complexos 1-4.

5.4.2.1 Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia permite o reconhecimento seletivo de estruturas
complexas de componentes biomoleculares especificos para a investigacdo de processos
bioldgicos. E frequentemente usado para criar imagens caracteristicas especificas microbianas.
A microscopia de fluorescéncia em microbiologia pode investigar a localizacdo e os niveis de
moléculas e pode fornecer informacdes sobre sua distribuicdo, dindmica e interacdes, tanto em
amostras vivas quanto em amostras fixas?’l. A partir destes resultados, realizou-se a
investigacdo do mecanismo de acdo (MOA) do 2 e 4 que apresentaram menores valores de
CIM, a partir da microscopia de fluorescéncia, para avaliar como estes afetam a morfologia
celular bacteriana. As imagens estao apresentadas na Figura 5.9.

As imagens da Figura 5.9 evidenciam que os complexos 2 e 4 sdo capazes de induzir a
completa descondensacdo do DNA e formacédo de vesiculas na membrana plasmatica, a qual
apresenta perda de sua integridade e do potencial de organizacao de suas cargas, permitindo a
permeabilidade do iodeto de propidio (corante vermelho). Esses resultados indicam que ambos
podem bloquear a transcricdo de RNA (RNA polimerase) e afetar a estrutura da membrana em
ambas as espécies, B. subtilis e S. aureus. Esta constatacdo foi por meio de dados pertinentes
da literatura, que demonstram os principais mecanismos de acdo para os antibiéticos aplicados,
como a Rifampicina e Monensina, cujo mecanismo € o de inibicdo da transcricdo do RNA e

ac&o na membrana celular, sendo similar aos complexos aqui relatadosY.
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Figura 5. 9: Imagens de microscopia de fluorescéncia de B. subtilis e S. aureus incubadas com os complexos (2)
e (4) na concentragdo 2x (CIM). Membrana com corante verde FMI-43, acidos nucleicos (DNA) com o corante
azul DAPI e a permeabilidade celular (em vermelho) com o iodeto de propidio. Setas vermelhas: perda de
integridade da membrana. Setas amarelas: vesiculas na membrana.
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5.4.2.2 Microscopia Microfluidica

Dado que o DNA pode ndo ser o alvo bioldgico dos complexos deste trabalho, avaliamos
seu efeito direto no crescimento de células bacterianas e na sintese de proteinas. Para verificar
mudancas no crescimento celular em resposta a estimulos especificos, os métodos analiticos
tradicionais incluem a construcédo de curvas de crescimento, com base em medic¢des de turbidez
de culturas a granel. Este método foi recentemente utilizado para descrever a atividade
antibacteriana de complexos organometalicos de Ru("-(nf-p-cimeno)“?. No entanto, o
crescimento celular em grandes culturas altera o ambiente devido a deplecdo de nutrientes e
acumulo de produtos metabdlicos. Para lidar com esse problema, usamos um sistema de cultura
de células microfluidicas, que disponibiliza fluxo continuo de meio de crescimento, produzindo
um ambiente de crescimento uniforme.

Foram testados os complexos 2 e 4, mas obteve-se como o esperado, problemas com a
solubilidade do complexo 1 no meio de cultura. O 1 é bem soltvel em etanol, mas ap6s a
diluicdo para atingir a concentracdo da CIM, ele precipitou. Por isso, 0s estudos ndo foram
possiveis.

Como representado na Figura 5.10(C), a presenca do 4 causou uma diminui¢do na area
celular de B. subtilis de aproximadamente metade em comparacao com o controle (Figura 5.10
(A)) no decorrer do tempo. Esta diminuicdo significa um crescimento celular bacteriano
defeituoso que implica em velocidade de crescimento de 0,027 um mint, metade da velocidade
de crescimento do controle (0,054 pm mint). Como esperado, o controle positivo com
cloranfenicol (Figura 5.10 B) exibiu quase nenhum aumento na area celular ao longo do tempo,
com velocidade de crescimento de 0,004 um min™t. O efeito do 4 no crescimento celular
bacteriano foi um pouco semelhante ao efeito do cianeto de carbonila m-clorofenil-hidrazina
(CCCP) (Figura 5.10(D), que também diminuiu o crescimento celular. O CCCP é um iondéforo
de prétons sem valor terapéutico que aumenta a permeabilidade da membrana e reduz a
producdo de ATP em bactérias, causando morte celular. Devido aos seus efeitos, 0s
protondforos séo comumente usados como modelos para estudar as interagdes entre antibidticos
e membrana plasmatica bacterianal*®#4*°l. O complexo 2 produz efeitos semelhantes sobre o
crescimento celular de B. subtilis, enquanto o complexo 1, como ja citado, por problemas de

solubilidade, ndo teve o teste realizado.
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Figura 5. 10: Influéncia do cloranfenicol (B), complexo 4 (C), e CCCP (D) no crescimento das espécies
bacterianas de B. subtilis.
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Como a inibicdo da sintese proteica € um modo de acdo comum para compostos
antibacterianos, verificamos se essa via metabdlica é afetada na presenca dos complexos.
Utilizou-se uma proteina fluorescente verde-amarela, mNeonGreen (mMNG), como um marcador
de fusdo para a proteina. A proteina mNG possui uma alta intensidade de emissdo de
fluorescéncia que permite quantificar proteinas endogenas em niveis de expressdo
fisiological*®l. Portanto, foi empregada essa proteina como repdrter transcricional para nossa
analise in vivo. Novamente, utilizou-se um sistema microfluidico para fornecer um ambiente de
crescimento invariavel ao longo do tempo.

Na presenca do complexo 4, a intensidade da fluorescéncia aumentou enquanto a
intensidade do controle permaneceu constante ao longo do tempo (Figura 5.11. C e A,
respectivamente). Este aumento na intensidade da fluorescéncia pode ser atribuido a uma maior
concentracdo de mNG no interior da célula de B. subtilis. Como a area celular na presenca do
4 é significativamente menor (Figura 5.11C), € possivel inferir que a concentracdo de mNG é
maior devido ao volume reduzido de citoplasma. O cloranfenicol é uma acetamida usada como
antibiotico de amplo espectro que impede a sintese de proteinas, dificultando a atividade da
peptidil transferase do ribossomo. Liga-se a subunidade ribossdmica 50S, afetando a ligacéo do
substrato e, dessa forma, impedindo a formagéo de ligag@es peptidicas“’l. Como esperado, a
presenca de cloranfenicol diminui a intensidade da fluorescéncia devido a uma producédo

reduzida de mNG ao longo do tempo (Figura 5.11 B).
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Figura 5. 11: Influéncia do cloranfenicol (B), Complexo 4 (C) e CCCP (D) na sintese de proteinas em B. subtilis.
A intensidade de fluorescéncia normalizada (unidades arbitrarias) foi plotada contra o tempo em minutos.
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Em conjunto, esses resultados revelaram que o 4 ndo tem influéncia nociva sobre as
formas metabolicas envolvidas na sintese de proteinas. Mais uma vez, os efeitos do 4 e CCCP
foram semelhantes, indicando que esse complexo pode interferir na integridade da membrana
celular bacteriana (Figura 5.11. D). Ressalta-se que o 2 apresenta resultados semelhantes, e
este efeito na membrana celular corrobora com os resultados vizualizados pela microscopia de
fluorescéncia.

5.4.2.3 Efeito dos complexos de ruténio 1-4 em modelos de membrana bacteriana

Segundo estudos antimicrobianos os complexos de ruténio apresentam atividade
antibacteriana contra a S. Aureus. Sendo assim, seria interessante entender 0s mecanismos
envolvidos na atividade antibacteriana desses complexos frente a esta linhagem celular. Como
ja foi relatado nos testes anteriores, um possivel mecanismo de acdo seria a interacdo e
rompimento da membrana celular, a qual, pode ser mimetizada por monocamadas de Langmuir.

Membranas bacterianas contém grandes quantidades de fosfatidiletanolamina (PE) e
fosfatidilglicerol (PG), ou derivados de PG como o difosfatidilglicerol (DPG) ou cardiolipina,
mas ndo tem colesterol. Alem disso, a composicéo lipidica depende também da classe que a

bactéria pertence, Gram-negativa ou Gram-positiva. Em geral, quantidades mais elevadas de
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PE sdo encontradas na membrana interna das bactérias Gram-negativas, enquanto as
membranas citoplasmaticas das bactérias Gram-positivas sdo mais ricas de PG. Por exemplo,
PE representa cerca de 82% da membrana citoplasmatica interna de Escherichia coli, enquanto
que PG sdo os fosfolipidios predominantes da membrana Staphylococcus aureus. As diferentes
composicOes lipidicas alteram as propriedades da membrana, tais como estrutura,
empacotamento, rigidez e densidade de carga superficiall®®l. Sendo assim, uma mistura
contendo 58% de DOPG e 42% de cardiolipina (CL) foi escolhida para se estudar o modelo de
membrana bacteriana para S. Aureus.

A isoterma n-A obtida para 0 modelo de membrana de S. Aureus sobre subfase de
tampédo PBS (Figura 5.12(a)) indicou que em seu nivel de maior ordenamento, ela ocupa uma
area de 145 A? e o processo de colapso inicia em 47 mN m™. Ainda na isoterma n-A observa-
se um aumento da pressao de superficie a medida que a area é reduzida, indicando uma transicao
de fase gasosa para a fase liquida. Os dados de mddulo de compressao (Inser¢do na Figura
5.12(a)) exibem apenas um maximo em aproximadamente 40 mN m™, a qual é consistente com
uma fase liquido-condensada (LC) (Cs™* de 103 mN mt). O potencial de superficie na Figura
5.12(b) n&o foi zero em grandes valores de area molecular (0,16 V em 200 A?), o qual aumentou
a medida que a monocamada foi se organizando até atingir 0,33 V (AVmax) em seu nivel de

maior ordenamento.

Figura 5. 12: Isotermas n-A e AV-A para o modelo de membrana da S. Aureus (DOPG/CL; 58/42) e suas
monocamadas mistas contendo 5% de 1-4 espalhados sobre tampéo PBS (pH 7,4).
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As isotermas nt-A e AV-A para os filmes de Langmuir de S. Aureus contendo 5% de 1-4
(mol/mol) s&o ilustradas na Figura 5.12(a) e (b), respectivamente. A incorporagédo do 1 e 2 no
modelo de membrana bacteriana ocasionou a contracdo das isotermas de pressédo de superficie,
diminuindo a &rea molecular média em baixos valores de presséo, o que pode indicar interacdo

entre 0s complexos de ruténio e 0os componentes que compdem a membrana celular. Ja a
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incorporacdo dos complexos 3 e 4 levou & expansdo da isoterma da S. Aureus, aumentando a
area molecular, sugerindo a penetracdo dos compostos na monocamada lipidica. Estas
alteracdes na monocamada podem estar relacionadas com a atividade antimicrobiana dos
complexos, indicando que um dos possiveis mecanismos de acao destes compostos € a interagdo
com os fosfolipideos da membrana celular.

Ao analisar as isotermas de potencial AV-A (Figura 5.12(b)), observou-se que a
incorporacdo dos complexos afetou significativamente as propriedades elétricas da membrana,
uma vez que a interacdo com todos os complexos ocasionou no aumento do potencial de
superficie maximo, sendo esse efeito mais proeminente no sistema S. Aureus/1, afetando a
organizacdo da monocamada. A partir dos dados de modulo de compressdo (Insercao na Figura
5.12(a)), observou-se que a interagdo com 1 e 2 tornou as monocamadas mais fluidas, ou seja,
a compressibilidade maxima (Cs') diminuiu. Ja a interagdo com os complexos 3 e 4 tornou as
monocamadas mais rigidas, uma vez que os valores de C5! aumentaram. Em n= 30 mN m, o
C5! foi alterado de 84 mN m para a monocamada de S. Aureus para 76, 80, 90 e 92 mN m!
para 0s sistemas mistos S. Aureus/1, S. Aureus/2, S. Aureus/3 e S. Aureus/4, respectivamente,
indicando que os complexos perturbam as propriedades reologicas da monocamada do modelo
de membrana bacteriana. Assim como observado para o sistema DPPS/complexo, a
similaridade dos valores de Cg! para os sistemas mistos contendo 1-2 e 3-4 pode ser explicada
pela semelhanga estrutural dos complexos. Esses resultados sdo relevantes uma vez que a
atividade de algumas drogas esta relacionada com a habilidade de alterar a elasticidade da
membrana, comprometendo sua integridade. Em relacdo a pressdo de superficie de colapso,
observamos que a presenca de 5% dos complexos na monocamada de S. Aureus ndo afetou os
valores, sendo que todos ficam proximos a 47 mN m™.

Para verificar o efeito da concentracdo dos complexos com atividade antibacteriana nos
modelos de membrana bacteriana, filmes mistos S. Aureus/complexo em diferentes propor¢oes
foram estudados. As isotermas n-A, AV-A e Cs™ para o sistema S. Aureus/1, 2 e 4 s&o ilustradas

na Figura 5.13 e os principais valores experimentais na Tabela A5.1.
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Figura 5. 13: (A-C) Isotermas n-A (Insercdo Cs™) para os complexos 1, 2 e 4 respectivamente; e (D-F) Isotermas
AV-A para as monocamadas mistas S. Aureus/1, S. Aureus/2, e S. Aureus/4, respectivamente, sobre subfase de
tampédo PBS (pH 7,4), para varias proporgdes dos complexos.
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As isotermas de pressdo m-A para as monocamadas contendo 5 e 10% de 1 e 2 Os
(Figura 5.13(A-B) seguem o perfil do lipidio puro, porém na presenca de 5% de 1 e 2 area
molecular diminuiu e nos filmes com 10% ocorreu um significativo aumento na area molecular.
Este comportamento pode sugerir diferentes mecanismos de interacdo, dependendo da
composicgéo do filme. A adi¢do do 4 as monocamadas de S. Aureus desviam as isotermas para
menores areas moleculares (Figura 5.13(C)), exceto para as monocamadas contendo 5% do

complexo.
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O modulo de compressdo para as monocamadas mistas S. Aureus/1 (Insercdo Figura
5.13(a)) apresentam, em sua maioria, duas transicdes de fase, em ~17 e 40 mN m™. A primeira
esta relacionada com os dados de elasticidade do 1 (puro) e os valores estéo entre 40-70 mN m"
! indicando a formagdo de monocamadas em fase liquido-expandidas. A segunda transicéo de
fase esta associada ao S. Aureus, sendo que os valores de Cs™ diminuem (de 103 para 67, 99 e
45 mN m* para as monocamadas contendo 5, 10 e 30% de 1, respectivamente. Estes resultados
sugerem entdo, que o 1 tem um grande efeito sobre o ordenamento das moléculas de DOPG e
cardiolipina na monocamada. A presenca do 2 e 4 na monocamada de S. Aureus também afetou
na sua elasticidade interfacial, uma vez que ocorre uma significativa diminuicdo do moédulo de
compressdo (Insercdo da Figura 5.13(B-C)). Este efeito torna os filmes mais fluidos,
refletindo também no formato das curvas, sugerindo que a presenca destes compostos reduziu
0 empacotamento das moléculas de DOPG e cardiolipina, aumentando a fluidez da
monocamada, tornando-as mais expandidas e menos compressiveis.

Os dados de potencial de superficie (Figura 5.13(D-E)) exibem um aumento no
potencial de superficie maximo a medida que a proporcdo dos complexos aumentou na
monocamada mista, ndo seguindo uma linearidade para o 4. As alteracGes nos valores de
potencial bem como no perfil da isoterma de S. Aureus sugerem a inser¢do dos complexos na

monocamada lipidica, resultando na interacao.

5.4.2.3.1 Estudo da interacdo DOPG/complexos 1-4 por parametros termodinamicos

A interacdo entre o modelo de membrana da S. Aureus e os complexos da série 1-4
também foi analisada termodinamicamente a partir dos pardmetros de area em excesso (AAF) e
energia livre em excesso (AGF), como ja descritos no Capitulo 4. Os resultados obtidos estio

reprsentados nos graficos da Figura 5.14.
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Figura 5. 14: Andlise termodinamica de area em excesso (AAF) (a, ¢, e, ) e excesso de energia livre (AGF) (b, d,
f,) em funcéo da razo molar dos complexos para as monocamadas mistas S. Aureus/1, S. Aureus/2, e S. Aureus/4,

respectivamente, em = 5- 30 mN m.
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As monocamadas mistas S. Aureus/complexo, contendo X = 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 e
09 dos complexos de ruténio, ndo seguem a regra da aditividade que denota (AAE e AGE # 0),
indicando que estes sistemas ndo se comportam de maneira ideal. As monocamadas de
S.Aureus/1, S.Aureus/2 apresentaram, em sua grande maioria, desvios positivos da idealidade,
exceto para algumas proporcdes de complexos. Para esses trés sistemas, como AAF e AGE séo
preferencialmente positivos, sugere-se que as intera¢des entre as moléculas da membrana de S.
Aureus e os referidos complexos sdo mais fracas e menos atrativas do que nas monocamadas
puras, indicando assim que os sistemas mistos exibem um significativo grau de desordem.
Ja para as monocamadas mistas S. Aureus/4 observou-se um desvio negativo em

relagcdo a uma mistura ideal, exceto para as monocamadas contendo 5% do complexo. Para esse
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sistema, as interagdes entre os componentes séo preferencialmente atrativas, devido a um efeito
de condensagio da monocamada mista. O valor maximo de AGE foi de 4,64, 1,88 e 3,01 kJ mol-
! para as monocamadas mistas S. Aureus/1, S. Aureus/2 e S. Aureus/4, respectivamente. Todos
estes efeitos confirmam que ocorre interagdo dos complexos estudados e a membrana celular

que mimetiza a composicédo S. Aureus.

5.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Os resultados obtidos pelos testes de atividade antibacteriana indicaram que 0 2 e 4
apresentaram maiores halos de inibicdo de crescimento significativos frente a bactéria S.aureus.
O 4 inibiu o crescimento das bactérias S. aureus e B.subtilis em menores concentragdes, com
CIM média de 0,042 mg mL™. Todos os compostos ndo apresentaram atividade antibacteriana
contra E. coli. Para a série de complexos catiénicos 5-8 constatou-se a inibicao de crescimento
das Gram positivas, S. aureus e B. subtilis, sendo que o 6, 7 e 8 foram mais eficientes contra
S. aureus, e 0 7 e 8 mais efetivos contra B. subtilis. Os valores de CIM menores para 0 6
(0,041 mg mL™?) para a linhagem E. coli e para 8 a 6 (0,005 mg mL™) contra S. aureus e
B. subtilis indicam resultados sdo promissores, apds a coordenacdo de um ligante piridinico na
esfera de coordenacao.

Os testes para elucidar o mecanismo de acdo da série 1-4 frente as células bacterianas
por microscopia de fluorescéncia indicou que esses sdo capazes de induzir a completa
descondensacdo do DNA e formacdo de vesiculas na membrana plasmatica, a qual apresenta
perda de sua integridade e do potencial de organizacdo de suas cargas, afetando a estrutura da
membrana em ambas as espécies, B. subtilis e S. aureus, que indica uma possivel intera¢do via
membrana celular, o que foi constatado também pela microscopia microfluidica para os
complexos 2 e 4. Pelos estudos das monocamadas de Langmuir para o modelo de membrana
bacteriana para S. Aureus (58% de DOPG e 42% de cardiolipina (CL)), todos os complexos
1-4, parecem alterar as propriedades da membrana celular, desta forma também, indicando

interacdo por este meio, na presenca dos complexos.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O trabalho permitiu desenvolver a sintese de novos organometalicos
Ru(m8-p-cimeno) derivados de triarilfosfinas monodentadas do tipo PArs, sendo algumas
triarilfosfinas estericamente impedidas, tal como tris(3,5-di-terc-butilfenil)fosfina L1. Essa
fosfina obtida por modificacdo de uma rota ja reportada da literatura, frente aos calcogénios O,
S e Se, forma compostos de pureza elevada E=PArs; (L5-L7), mais estadveis do que seu
precursor. Sua estrutura cristalografica apresentou uma desordem, onde cristaliza como um
aglomerado de quatro moléculas independentes (Z’= 4) com conformacdes diferentes. Devido
o volume dos substituintes e seu efeito estérico e eletrénico decorrente, procedeu-se com a
analise computacional das conformacdes permitidas e obteve-se a forma helicoidal como sendo
a mais estavel. A partir das estruturas cristalograficas do L1 e demais PArs 3,5-disubstituidas
(Ar= 3,5-dimetilfenil (L2), 4-metoxi-3,5-dimetilfenil (L3) e 4-metoxifenil (L4)), calculou-se o
indice de piramidalidade X{£CPC}, que apresentou valores decrescidos para L1 a L4, os quais,
se correlacionam diretamente com o efeito estérico dos substituintes. Estes ligantes foram
utilizados na sintese de uma série de complexos neutros, [Ru(n®-p-cimeno)PArsCl;] (1-4), e
catiénicos, [Ru(n®-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8).

Da reatividade destas PArs com o precursor [Ru(n®-p-cimeno)(u-Cl)Cl]2 obteve-se sete
complexos inéditos, sendo quatro neutros [Ru(n®-p-cimeno)PArsCl2] (1-3), um ja reportado na
literatura 4 e quatro catidnicos [Ru(n®-p-cimeno)PArsNCI]* (5-8), obtidos pela labilizacdo do
ligante clorido e coordenacdo do ligante 3-metilpiridina. Os complexos apresentaram bons
rendimentos e alto grau de pureza, evidenciados por espectros de RMN e analise elementar, que
foram consistentes com as formulas propostas para suas estruturas cristalograficas, as quais,
apresentaram uma complexidade consideravel, principalmente para 1 e 5, devido as pequenas
mudangas ocasionadas pela rotagdo ou desordem estrutural do substituinte tBu de L1. Todos 0s
complexos neutros e catibnicos sdo insolGveis em meio aquoso e apresentam condutividade
molar distintas.

No que diz respeito as propriedades eletronicas, constatou-se que nos espectros de
RMN 3!P{'H} dos complexos com os substituintes retiradores de elétrons (-OCHs) no anel
aromatico (3, 4, 7 e 8), os deslocamentos quimicos do atomo de foésforo sdo observados em
regides mais blindadas do que nos complexos com os substituintes doadores (-CHz) no anel
aromatico (1, 2, 5 e 6), devido ao efeito ressonante do substituinte -OCHz que causa 0 aumento
de densidade, blindando os sinais. Em relacdo a coordenacéo do ligante 3-metilpiridina na série
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5-8, constatou-se que o sinal do fosforo é mais desblindado, assim como ha um alongamento
da ligacdo Ru-P em relacéo a série 1-4. Este fato € ocasionado pelo carater o-doador do ligante
N-heterociclico, o qual também aumenta a densidade eletrénica ao redor do centro metélico,
neste caso, facilitando a oxidagcdo desses complexos, como evidenciado pelos estudos
voltamétricos, por isto, os potenciais anddicos dos complexos catidnicos 5-8 foram menos
positivos que 0s respectivos neutros 1-4, enquanto os potenciais catodicos sdo menos negativos.
Desta forma, os complexos 5-8 possuem maior facilidade de estabilizar o ligante (n®-p-cimeno),
também comprovado por calculos de DFT, onde foi constatada a labilizacdo do ligante
(n8-p-cimeno) apenas para 1-4.

De modo geral o perfil eletroquimico das duas séries de complexos segue o reportado
na literatura para derivados Ru(-areno e por célculos de DFT sugere-se que ha labilizagio do
ion clorido ap6s a reducdo do Ru(l1/1) em ambas as séries. Além disso, os estudos voltamétricos
forneceram evidéncias de que estes complexos possuem atividades biolégicas promissoras
devido a uma extensa faixa de estabilidade da janela de potencial para ambas as séries, sendo
os complexos catidnicos uma faixa um pouco mais ampla quando comparada a faixa fisiolégica
(~+1a-1Vvs. EPH). Nos resultados dos testes de atividade citotoxica contra células de cancer,
os valores ICso para 1-8 foram superiores aos respectivos ligantes livres, mostrando efeito
satisfatorio na coordenagdo com o ruténio. A partir destes resultados, 2 e 4 foram ativos contra
células tumorais (MDA-MB-231 e A549), como também citotoxicos contra células nao
tumorais, porém, o 2 com valores de 1Csg 1,53 + 0,10 uM, teve uma melhor atividade quando
comparado a cisplatina, com ICso 11,5 + 1,2 uM, para a linha celular A549. Apesar que 0 1 é
menos ativo que 2 e 4, este € mais seletivo, pois ndo € citotoxico contra as células ndo tumorais
MRC-5 (IC50>100 uM). Em relacdo & 5-8, apesar de ndo termos dados quantitativos podemos
notar por imagens de microscopia, que estes apresentaram atividade citotoxica devido as
deformacdes nas estruturas celulares de células tumorais (U2-0S). Diferente da cisplatina, esses
complexos induzem a formacdo de vesiculas celulares, o que sugere como alvo do mecanismo
de acéo o reticulo endoplasmatico celular, resultante da interacdo com a membrana. A exclusdo
do mecanismo por interacdo com DNA por intercalagdo e ligagdo covalente, foi descartada por
testes de interacdo com DNA por viscosidade realizados com 1-4.

A fim de comprovar o mecanismo por interacdo com a membrana celular, procedeu-se
0 estudo com monocamadas lipidicas que mimetizam membranas celulares saudaveis ou
cancerigenas como DOPC e DPPS, respectivamente. A partir das alteragdes das isotermas de

n-A e AV-A, assim como ¢g! dos lipidios puros, a mudanca na organizacdo e propriedades
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elétricas da membrana indicou que os complexos podem desestruturar a organizagdo das
moléculas lipidicas do modelo de membrana de células de cancer. Como observado por dados
termodinamicos, em baixas concentracdes dos complexos, obteve-se uma interacdo repulsiva
entre 0os componentes das monocamadas. Sendo que 0 1 apresentou pequena variagdo para
moléculas lipidicas do modelo de membrana de células saudaveis, condizente a falta de
atividade citotoxica. Esses resultados sdo relevantes, uma vez que a atividade de alguns
farmacos esta relacionada a sua capacidade de alterar a elasticidade da membrana,
comprometendo a integridade da membrana celular.

Quanto a atividade antibacteriana, 2 e 4 apresentaram maior atividade inibit6ria sobre
o crescimento da bactéria S.aureus e B.subtilis, com halos de inibigdo de crescimento e valores
de CIM mais significativos. Os compostos ndo apresentaram atividade antibacteriana contra E.
coli. Valores mais satisfatorios de CIM para todas as linhagens bacterianas foram obtidos para
6-8. Este resultado comprova que a coordenacdo do ligante piridina ao centro metélico auxilia
na atividade bioldgica.

O mecanismo de acdo de 1-4, frente células bacterianas baseou-se no estudo das
microscopias de fluorescéncia e microfluidica. Por microscopia de fluorescéncia com 2 e 4
constatou-se que houve inducdo da descondensacdo do DNA e formacdo de vesiculas na
membrana plasmatica, a qual apresenta perda de sua integridade e do potencial de organizacdo
de suas cargas, afetando a estrutura da membrana em ambas as espécies, B. subtilis e S. aureus,
que indica uma possivel interacdo via membrana celular. A microscopia microfluidica revelou
gue esses complexos ndo alteram a sintese de proteinas, mas interferem na integridade da
membrana celular bacteriana, o que corrobora com os resultados visualizados pela microscopia
de fluorescéncia. Além disso, pelos estudos das monocamadas de Langmuir para o0 modelo de
membrana bacteriana para S. Aureus, confirmou-se que 1-4 alteraram as propriedades da
membrana celular, desta forma também, indicando interacdo dos componentes da membrana
com os complexos nas mesmas concentracdes dos valores de CIM. Apesar de ndo termos feito
0s testes de mecanismo de acdo com os complexos cationicos 5-8, seria esperado que
apresentassem um mecanismo similar.

Como pespectiva do trabalho seria 0 método de encapsulamento destas metalodrogas,
de modo a controlar a citotoxicidade e a liberacdo destes compostos no organismo. Para isto,
desenvolver um sistema drug-delivery com os complexos, um fosfolipidio e um polimero, por
meio da obtencdo de uma nanoparticula polimérica, tendo o composto encapsulado. Realizar
também os testes in vitro destas séries de complexos, para determinar seu efeito citotoxico e

relatar a eficacia promissoras como futuros compostos terapéuticos.
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ANEXOS- CAPITULO 2

A2.1:
Expansdo RMN *H, regido entre 7,00-7,60 ppm.
* T
L7 =
6=7,48 o [
2312 dl4Hz
t1,5Hz /\)\Lj‘kdlsm
-8
A ! S~
3 | | L6
67,50 || 2 6=7,46
t118Hz[||| || d144H: s
[\ || d18Hz ’:‘
e s b ek s S . -
LS [*®
3 | 2|l 6=7,46 *
d 10,8 Hz
d 1.8 Hz -3
L1
3 * 2 627,06 [*
6=7,34 d 9 Hz
7‘5 7‘4 7‘2 7?0 [ppm]
1 , 1 1
/ 1 /
f 2 /C(CH3)3\\ 2 _cieHi) /2 /C(cmh\ / 2 _c(CHak\
— _ 77/ o — ! N\
PT@?' | o ORI W R W
\ TC(CH3)s/ “C(CHs)s/ \ C(CH3)s / C(CHa)s /
\ /3 s ‘ 3 /3
L1 L5 L6 L7

Deslocamentos quimicos (8 em ppm) para o ligante L1 e suas variagoes.
Integral L1 L5 L6 L7

H1| 54H  121(s) 126(s) 1.24(s) 1,22(s)
H2| 6H  7,06(d) 7.46(d) 7.46(d) 7,44(d)
H3| 3H  734@t) 755(t) 7.50(t) 7,48(t)

A2.2:
Gréfico de elipsdides de deslocamento (30% de probabilidade) para (a) a molécula P200 na estrutura reportada e
(b) 0 mesmo para a molécula P300.

(a) (b)
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A2.3:
Principais distancias interatdmicas (A) e angulos (°) a partir de analise de raios X para os ligantes L1, L5, L6 e
L7. O esquema de numeracdo de atomos empregado pode ser observado nas estruturas dos referidos ligantes.

L1
Atomos Dimensdes Atomos Dimensoes Atomos Dimensdes
P(1)-C(1) 1.8164(19) P(200)-P(241) 1.838(2) C(2)-C(1)-C(6) 118.70(17)
P(1)-C(21) 1.8362(19) C(201)-C(202) 1.389(3) C(6)-C(1)-P(L) 120.25(14)
P(1)-C(41) 1.8420(18) C(201)-C(206) 1.400(3) C(101)-P(100)-C(121) 100.85(9)
C(1)-C(2) 1.400(3) C(221)-C(222) 1.392(3) C(101)-P(100)-C(141) 101.50(9)
C(1)-C(6) 1.403(3) C(221)-C(226) 1.400(3) C(121)-P(100)-C(141) 100.89(9)
C(21)-C(22) 1.398(3) C(241)-C(242) 1.388(3) C(102)-C(101)-P(100) 117.19(15)
C(21)-C(26) 1.387(3) C(241)-C(246) 1.393(3) C(106)-C(101)-P(100) 123.16(15)
C(41)-C(42) 1.393(3) P(300)-C(301) 1.840(2) C(106)-C(101)-(102) 119.62(18)
C(41)-C(46) 1.390(3) P(300)-C(321) 1.845(2) C(201)-P(200)-C(221) 102.16(9)
P(100)-C(101) 1.829(2) P(300)-C(341) 1.841(2) C(201)-P(200)-C(241) 101.67(9)
P(100)-C(121) 1.841(2) C(301)-C(302) 1.396(3) C(241)-P(200)-C(221) 99.97(9)
P(100)-C(141) 1.846(2) C(301)-C(306) 1.391(3) C(202)-C(201)-P(200) 123.08(17)
C(101)-C(102) 1.402(3) C(321)-C(322) 1.390(3) C(202)-C(201)-(206) 119.6(2)
C(101)-C(106) 1.387(3) C(321)-C(326) 1.391(3) C(206)-C(201)-P(200) 117.36(16)
C(121)-C(122) 1.403(3) C(341)-C(342) 1.383(3) C(301)-P(300)-C(321) 99.90(9)
C(121)-C(126) 1.388(3) C(341)-C(346) 1.404(3) C(301)-P(300)-C(341) 103.41(10)
C(141)-C(142) 1.411(3) C(1)-P(1)-(21) 104.63(8) C(341)-P(300)-C(321) 100.04(9)
C(141)-C(146) 1.385(3) C(1)-P(1)-(41) 103.39(8) C(302)-C(301)-P(300) 122.74(15)
P(200)-C(201) 1.834(2) C(21)-P(1)-(41) 100.51(8) C(306)-C(301)-P(300) 118.24(15)
P(200)-C(221) 1.842(2) C(2)-C(1)-P(1) 120.40(14) C(306)-C(301)-(302) 118.99(18)
L5
Atomos Dimensdes Atomos Dimensdes Atomos Dimensbes
P(1)-0(1) 1.4927(12) C(101)-C(102) 1.394(2) C(41)-P(1)-C(1) 105.4(3)
P(1)-C(1) 1.8017(16) C(101)-C(106) 1.395(2) C(41)-P(1)-C(21) 110.1(2)
P(1)-C(21) 1.8089(16) C(1)-P(1)-C(21) 104.63(8) C(2)-C(1)-P(1) 118.82(12)
P(1)-C(41) 1.752(7) C(1)-P(1)-C(41) 103.39(8) C(2)-C(1)-C(6) 120.34(15)
P(1)-C(41A) 1.934(13) C(21)-P(1)-C(41) 100.51(8) C(6)-C(1)-P(1) 120.73(13)
C(1)-C(2) 1.391(2) C(2)-C(1)-P(1) 120.40(14) 0(100)-P(100)-(101) 114.54(7)
C(1)-C(6) 1.394(2) C(2)-C(1)-C(6) 118.70(17) 0(100)-P(100)-(121) 112.49(7)
C(21)-C(22) 1.399(2) C(6)-C(1)-P(1) 120.25(14) 0(100)-P(100)-(141) 113.63(8)
C(21)-C(26) 1.391(2) 0(1)-P(1)-C(1) 112.61(8) C(121)-P(100)-C(101) 105.00(7)
C(41)-C(42) 1.383(7) O(1)-P(1)-C(21) 113.11(7) C(141)-P(100)-C(101) 104.62(7)
C(41)-C(46) 1.390(6) O(1)-P(1)-C(41) 109.9(2) C(141)-P(100)-C(121) | 105.69(7)
P(100)-0(100) 1.4915(12) 0(1)-P(1)-C(41A) 118.5(4) C(102)-C(101)-P(100) | 118.27(12)
P(100)-C(101) 1.8095(16) C(1)-P(1)-C(21) 105.34(7) C(102)-C(101)-(106) 120.61(14)
P(100)-C(121) 1.8043(16) C(1)-P(1)-C(41A) 106.8(5) | C(106)-C(101)-P(100) 120.98(12)
P(100)-C(141) 1.8021(18) C(21)-P(1)-C(41A) 98.9(3)
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L6
Atomos Dimensoes Atomos Dimensdes Atomos Dimensdes
S(1)-P(1) 1.9596(7) C(41)-C(46) 1.391(3) C(6)-C(1)-C(2) 120.07(19)
P(1)-C(1) 1.815(2) C(1)-P(1)-S(1) 113.08(7) C(22)-C(21)-P(1) 118.28(16)
P(1)-C(21) 1.819(2) C(1)-P(1)-C(21) 104.35(9) C(26)-C(21)-P(1) 121.49(15)
P(1)-C(41) 1.818(2) C(1)-P(1)-C(41) 104.91(9) C(26)-C(21)-C(22) 120.13(19)
C(1)-C(2) 1.395(3) C(21)-P(1)-S(1) 114.11(7) C(42)-C(41)-P(1) 118.61(15)
C(1)-C(6) 1.384(3) C(41)-P(1)-S(1) 113.99(7) C(46)-C(41)-P(1) 121.20(16)
C(21)-C(22) 1.398(3) C(41)-P(1)-C(21) 105.43(9) C(46)-C(41)-C(42) 120.18(19)
C(21)-C(26) 1.384(3) C(2)-C(1)-P(L) 118.12(15)
C(41)-C(42) 1.398(3) C(6)-C(1)-P(1) 121.81(15)
L7
Atomos Dimensdes Atomos Dimensdes Atomos Dimensdes
Se(1)-P(1) 2.1154(10) C(41)-C(46) 1.382(5) C(42)-C(41)-P(1) 118.6(3)
P(1)-C(1) 1.825(4) C(41)-P(1)-Se(1) 113.90(13) C(22)-C(21)-P(1) 119.5(3)
P(1)-C(21) 1.820(4) C(41)-P(1)-C(1) 104.61(17) C(22)-C(21)-C(26) 120.3(4)
P(1)-C(41) 1.822(4) C(21)-P(1)-Se(1) 113.66(13) C(26)-C(21)-P(1) 120.2(3)
C(2)-C(1) 1.395(5) C(21)-P(1)-C(41) 105.57(17) C(2)-C(1)-P(1) 117.8(3)
C(1)-C(6) 1.380(5) C(21)-P(1)-C(1) 105.23(18) C(6)-C(1)-P(1) 121.5(3)
C(21)-C(22) 1.391(5) C(1)-P(1)-Se(1) 112.98(13) C(6)-C(1)-C(2) 120.8(4)
C(21)-C(26) 1.395(5) C(46)-C(41)-P(1) 120.9(3)
C(41)-C(42) 1.395(5) C(46)-C(41)-C(42) 1205(3)

A2.4

Voltamogramas ciclicos de fosfinas L1-L4, CH3CN/[nBusN] [CIO4] vs. Ag/AgCl, 100 mV s, e respectivas
velocidades de varredura (100, 200, 400, 800, 1200 mV s).
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A3.1:

Solubilidade qualitativa dos complexos 1-4 a 25°C.

ANEXOS: CAPITULO 3
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1

2

3

4

Acetonitrila, etanol,

Acetonitrila, etanol,

Acetonitrila,

Acetonitrila, etanol,

metanol, diclorometano, diclorometano, diclorometano,
Soltvel diclorometano, cloroférmio, cloroférmio e cloroférmio,
cloroférmio, éter dimetilsulféxido, acetona dimetilsulfoxido,
etilico e acetona octanol e acetona octanol e acetona
Agua, pentano, Agua, metanol, éter Agua, metanol, Agua, metanol, éter
Insoltvel tampéo PBS, etilico, pentano, etanol, éter etilico, etilico, pentano,
dimetilsulfoxido tampéo PBS pentano, tampao Tampédo PBS
PBS,
dimetilsulfoxido
A3.2:

Solubilidade quantitativa dos complexos 1-4.
Complexos C mediapg LT Cmg L?

1 52,0 0,520
2 37,6 0,376
3 168,2 1,682
4 104,5 1,045
A3.3:
Espectros de RMN de *'P{'H} para o complexo com CHsCN (ACN) em CDCl; (300,13 MHz).
23.8 ppm (A) =
<O Complexo 4 Complexo Integral
i : 5(pm)  (ACN) (H)
cl ¢ P OCH;| © 8 (ppm)
3 H1 1,85 (s) 1,75 (8) 3H
H2 4,94 (d) 5,92 (d) 1H
H3 5,23 (d) 6,12 (d) 1H
. H2 5,90 (d) 6,10 (d) 1H
32.8 ppm L~ (8) H3’ 5,23 (d) 6,12 (d) 1H
i _ H4 | 2,89 (sept) 3,05 (sept) 1H
Ru. Y || PFs
R (2 ool H5 1,13 (d) 1,37 (d) 6H
ot / -135a-152ppm|  H6 6,86 (d) 7,00 (d) 6H
H7 7,73 (1) 7,48 (1) 6H
H8 3,81 (s) 3,86 (s) 9H
ACN - 1,99 (s) 3H

L
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A3.4:
Espectros de RMN de 'H para o complexo com CHsCN em CDCls (300,13 MHz).
(8) [ £
8
6 7 1 5 r
A 4
. A )N il
8 H,0
- CH; of ACN |
6| 7 \ 1‘ : L
32 3 2 4
M A A J A 1 L,IL i At
=T T T Y T Y N E—
& 4 2 0 [ppm]

A3.5

Dados cristalograficos de refinamento para o complexo com CH3CN.

Formula empirica

Ca3H3sCIFsNO3P2Ru

Peso molecular 809,10
Sistema cristalino Triclinic
Grupo espacial P1
a/A 9,6220(2)
b/A 10,2967(2)
c/A 17,8674(4)
a/° 80,072(2)
pre 78,660(2)
y/° 81,714(2)
Volume/A3 1698,49(6)
Cela unitaria Z 2
pcalcg/Cm3 1,582
w/mm'! 5,954
F(000) 824
Tamanho do cristal/mm? 0,21 x 0,17 x 0,13
Radiacéo CuKa (A =1,54184)
Limites 20 para coleta de dados/® 8,776 10 161,566
Indices -12<h<12,-13<k<13,-22<1<22
Reflexdes coletadas 64875
Reflex6es independentes 7320 [Rint = 0,0509, Rsigma = 0,0199]
Dados/limitacBes/parametros 7320/0/431
Refinamento (F?) 1,116

R Indices finais [I>=2¢ (I)]

R: = 0,0555, wR, = 0,1370

R Indices finais [todos os dados]

R:1=0,0591, wR, = 0,1391

Max, min residual e A3

2,41/-1,11




A3.6

Representacdo das estruturas ORTEP do complexo com CH3CN.

A3.7:

Espectros de RMN de *H para o complexo com DMSO em CDCl; (300,13 MHz).

A3.8:

8 Reagdo em DMSO E
*
1
6 ‘ 3 \ [
ML I Y |
3,72 1
Ao 1 |s e
6 5 o-Ru .G:J 8\
o Py /ocH)
\ /3 8 )
i :
e . A W U R W W
LiganteL4["
é L igante
7,26 6,89
3,81 v
S ' H : o
*sinais do ligante L4 oxidado: & 6,95 ppm, & 7,56 ppm.
Espectros de RMN de *H para o complexo com H,O em CDCl; (300,13 MHz).

8
A
7 6 1 5
) P2 . |
Reagdo em MeOH/H,0
8

L

[*1e6])
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A3.9

Espectro de UV-Vis para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)(PPh3)Cl,] no nivel de teoria 3LYP/6-31G+(d) + SPK-
DZP, e os valores e contribui¢des das transicdes eletronicas, relacionados as principais excita¢es dos calculos de
TDDFT.

0.03
H—=L+3(33%)
(=]
- UG
© %3
5 +0.02 L_B
S U
v
o o
] Q
o ©
a H-2—~ L (42%) ron @
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Energia,eV A,nm Transicdo eletronica*
H—L+3 (33%)
HoL+5 (22%)
H-25L (42%)
H—-L (31%)

4,2103 295

2,5460 487

A3.10
Expans&o dos sinais dos espectros de RMN de *H dos complexos 1-4.
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A3.11
Deslocamentos quimicos (8) para a série de complexos 1-4.
Complexol Complexo2 Complexo3 Complexo 4

Ca 17,82 17,58 17,60 17,86
Co 96,52 95,00 94,77 95,76
Cc 88,65 90,67 90,49 88,52
Cd 86,50 85.77 85,98 87,36
Ce 109,17 110,00 109,24 111,03
Ct 29,80 30,18 30,08 30,30
Cy 22,19 21,84 21,77 21,93
Cn 133,81 133,91 129,02 125,34
Ci 128,79 131,90 134,85 113,54
Cj 149,66 137,14 130,26 135,83
Ck 35,07 21,49 16,31 160,90
Ci 31,52 131,86 158,49 55,27
Cm 123,68 - 59,59 -

A3.12

Espectros de RMN 2D, (*H-'H gCOSY), (*H-*3C gHSQC) e (*H-**C gHMBC) dos complexos 1-4.
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e H-CgHMBC
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e H-CgHMBC
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® H 13CgHMBC
HB6 H7 H8 H1 H5
i RS | U DU S U S .
c;a - H2<€a - Hs.ca "
of — - H3-cf * Hs5-cf
[a] @
cncly
gg:‘ roe * H1-Cc
b —§ H3-Cb = - * Hi-ch l s
G Ee:j - H2-Ce i
Ch —4 * H6-Ch
o] ~H7-Cj
Le
R H7-ck He-ck
: : : : pryamr
A3.13
Dados cristalograficos de refinamento dos complexos 2-4 com CDCls.

Complexos 2’ 3’ 4’
Deposito CCDC 1891880 1891881 1891882
Formula empl'rica C34H41C|2PRU. Ca7H47C|203PRU. C31H35C|203PRU.

2 CHCl; 1.5 CHCI; 0.5 CHCl;
Peso molecular 652,61° 921,74 718,21
Temperatura/K 99,97(11) 100,00(10) 99,94(19)
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P1 P2./c P1
alA 11,2881(2) 11,82174(7) 13,6776(3)
b/A 13,7043(3) 20,40053(11) 15,3501(3)
c/A 14,0121(3) 17,85669(14) 15,8930(4)
a/° 95,829(2) 90 71,824(2)
p/e 110,942(2) 106,3152(7) 85,8109(19)
v/° 96,772(2) 90 77,0453(19)
Volume/A3 1986,02(8) 4133,08(5) 3089,56(13)
Cela unitaria Z 2 4 4
Peaicg/cm® 1,091 1,481 1,544
wmm* 4,929 7,582 7,637
F(000) 676° 1892 1468
Tamanho do cristal/mm? 0,132 x 0,111 % 0,216 x 0,106 x 0,1 % 0,03 x
0,079 0,065 0,01

Radiagdo
Limites 26 para coleta de dados/®

indices
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes

Dados/limitacGes/parametros
Refinamento (F?)
R Indices finais [I>=2c (I)]
R Indices finais [todos os dados]

Max, min residual e A3

CuKo (A = 1,54184)
8,506 to 155,048
-13<h<14,-17<k
<17,-17<1<17
38291
8182 [Rint = 0,0596,
Rsigma = 0,0410]
8182/481/416
1.048
R1=0,0578,
wR2 =0,1612
R1 =0,0657,
WR>2 = 0,1745
1,17/-1,09

CuKa (A = 1,54184)
6,736 to 155,236
-l4<h<14,-25<k
<25,-21<1<22
52837
8694 [Rin: = 0,0562,
Rsigma = 0,0244]
8694/6/478
1.065
R: = 0,0691,
WR; = 0,1904
R: =0,0733,
WR2 =0,1947
3,17/-2,52

CuKa (A = 1,54184)
7,118 to 156,3
-17<h<16,-19<k
<19,-20<1<20
66547
12913 [Rin = 0,0766,
Rsigma = 0,0513]
12913/0/734
1,029
R1 =0,0648,
WR; = 0,1697
Ry =0,0856,
wR2 = 0,1888
1,43/-1,75
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A3.14: Elipsoides de deslocamento (40% de probabilidade) com H omitidos, mostrando as conformagdes relativas
nos seis residuos diferentes no modelo de refinamento para a estrutura cristalina de 1. Nos residuos 1, 2 € 6, hd a
aproximagdo do grupo iPr do ligante (n5-p-cimeno) com a por¢do CH apontando para o anel arila da fosfina de
conformacéo 'plana’; no restante, um dos grupos metila do iPr é orientado para o centro do anel

Complexo 1 Ru_5 Complexo 1 Ru_6

A3.15: (a) Empacotamento de duas moléculas de 2 na rede cristalina, com 0s componentes
ndo-fosfina como esferas de preenchimento de espaco. (b) Empacotamento de duas moléculas de 2’ nas quais 0
componente principal a esquerda é emparelhado com o componente de desordem menor a direita, apresentando
uma melhor correspondéncia entre 4tomos.

(@)
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Estrutura molecular de 3 como encontrado na rede cristalina, mostrando a conformacdo de L3, o deslocamento
de P1 do plano LS de C21-C26, e o contato curto do grupo metil C10 para o centroide do anel arila da fosfina.

A3.17

¢

Diagrama da célula unitéria com elipsoides de deslocamento (30% de probabilidade), mostrando duas moléculas
ligadas por contatos curtos centrados em 2 eixos de rotagdo. Estes eixos provavelmente se alternam nas duas
conformacoes.

A3.18

Voltamogramas ciclicos do composto apo6s a eletrdlise em massaa 1,15V e 0,00 V.

Current (A)

1.00E-04
B.00E-05
6.00E-05
4.00€-05
2.00E-05

0.00E+00

-2.00E-05
-4 00E-05
-6.00E-05
-B.00E-05

-05

05
Potential (V)

15

Current (A)

1.40E-04
1.20E-04
1.00E-04
8.00E-05
6.00E-05
4 00E-05
2 00E-05
0.00E+00

-2.00E-05
-4.00E-05
-6.00E-05

-05

05
Potential (V)

15
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A3.19
Espectros de RMN de %P and *H NMR para o produto coletado apds processo de eletrdlise em massa sob potencial
controlado [Ru(CH3CN)s(p-MeO-CsHs)3Cl].

T
60 40 20 (i} 20 40 60 B0 100 120 -140 ppm

7.5 7.0 6.5 6.0 53 5.0 45 4.0 33 3.0 2.3 2.0 1.5 1.0 0.3 0.0 pRm
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Espectros de RMN de 3P and *H NMR para o residuo formado apds processo sintese térmica em CH3CN,

evidenciando a formacéo de [Ru(CH3;CN)3(p-MeO-CgHs)sCls].

'z
5 ra&
5 L
i
Le
-
T T T T
€0 a0 20 o [ppm]
= 0 = e = i r LR R I -
W DD W WE MR W N A LU ] L) i
W R eV §N O O3 20 4 oy ™ r
M r=r=r-r-re- s L R i} 4 Ll

Complexo 4 Complexo (CHsCN)s Complexo (CH3CN)s

Eletrolise Sintese térmica
H1 1.85 (s) - -
H2 4,94 (d) - -
H3 5,23 (d) - -
H4 | 2,89 (sept) - -
H5 1,13 (d) - -
H6 6,86 (d) 6,80 (d) 7,07 (d)
H7 7,73 () 7,49 (t) 7,40(t)
H8 3,81 (s) 3,69 (s) 3,88 (s)
H9 - 2,93 (s) 2,40 (s)
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A3.21:
Solubilidade qualitativa dos complexos 1-4 a 25°C.
5 6 7 8
Solavel:
metanol, etanol, Solavel: Solavel: Solavel:
éter etilico metanol, etanol metanol, etanol metanol, etanol

(parcialmente),
diclorometano,

diclorometano,
acetonitrila,

(parcialmente),
diclorometano,

(parcialmente),
diclorometano,

acetonitrila, cloroférmio, DMSO acetonitrila, acetonitrila,
Solubilidade | cloroférmio, DMSO, cloroférmio, cloroférmio, DMSO
octanol DMSO
(parcialmente).

InsolGvel: Insolvel: InsolGvel: InsolGvel:
pentano, agua, éter etilico, pentano, éter etilico, éter etilico, pentano,
tampéo PBS. agua, tampao PBS, pentano, agua, agua, tampao PBS,

octanol. tampéo PBS, octanol.
octanol.
A3.22:

Espectro de UV-Vis para o complexo [Ru(n®-p-cimeno)PPhsNCI] no nivel de teoria 3LYP/6-31G+(d)+ SPK-DZP,
e o0s valores e contribui¢fes das transicdes eletronicas, relacionados as principais excitacfes dos calculos de

TDDFT.

Intensidade (u.a.)

H-1—= L (57%)

H-2—= L (46%)
H — L(35%)

0.025

- 0.020

- 0.015

- 0.010

- 0.005

- 0.000

T
200 250 300 350

A (nm)

400 450 500 550 600 650 700 750 800

A,nm  Transicédo eletrénica

Energia, eV
3,610 350 H-1-L (57%)
H-2—L (46%)
2,222 550

H—L (35%)

Forga de oscilagio



A3.23
Expansdo dos sinais dos espectros de RMN de *H dos complexos 5-8.
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A3.24

Espectros de RMN 2D, (*H-'H gCOSY), (*H-*C gHSQC) e (*H-13C gHMBC) dos complexos 5-8.
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® ! 13C gHMBC
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1H-13C gHSQC
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Complexo 7
e H-'HgCOSY
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o H-15CgHSQC
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ANEXOS: CAPITULO 4

A4l
RMN P{*H} complexo 2 em DMSO-d6
L2 em CDCl,4 t
]
cocl,
A4.2
RMN 3P{*H} complexo 4 em DMSO-d6
L4 em CDCl; ¥
cod; —
lomsoe¢  h
A4.3

Imagens de Microscopia obtidas para os complexos da série 5-8 em vérias concentracfes. Flechas indicam a
formacéo das vesiculas e os pontos arredondados morte das células.

6 1,5uM
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Concentracdes inibitorias (ICso, pM) para complexos neutros [Ru(n®-p-cimeno)(L)Cl;] em células cancerigenas

humanas e células saudaveis *.

Complexos Neutros Linhagens 1Cs0 (UM) Referéncia
n°-p-cimeno; L Celulares *x
p-cimeno; bis-difosfinometano MCF-7 2,6+£0,2 1
HCC1937 1,4+0,3
p-cimeno; kP-Ph,P(4-C¢H4Br) BxPC3 134+04 2
Balb/3T3 CloneA31 86+0,5
p-cimeno; kP-Ph,P(4-CsH4OSiMe,'Bu) MDA-MB-231 92+1,1 3
A2780 3606
HSF 72+1,0
p-cimeno; kP-PhyP(4-CsH4Br) MDA-MB-231 139+12 3
A2780 70+16
HSF 319+1]1
p-cimeno; kP-Ph,P(4-CsHsOH) A2780 211 4
A2780CisR 32+2
HEK-293 24+ 1
p-cimeno; dimetil(1-pirenil)fosfano A549 17,16 + 0,53 5
A375 8,99 £+ 0,07
SW620 6,46 £ 0,78
MCF7 9,74+0,13
MCF10A 6,88 £ 0,31
p-cimeno; difenil(1-pirenil)fosfano A549 74,73 £ 2,31 5
A375 25,01+1,83
SW620 28,53 £ 0,93
MCF7 36,15 + 5,22
MCF10A 34,69 + 3,63
p-cimeno; (S)-metilfenil(1-pirenil)- A549 8,74+1,01 5
fosfano A375 421+0,41
SW620 3.14+0.40
MCF7 5,40 + 1,01]
MCF10A 4,31+0,37
n5-C¢HsOCH2CH,0OH; P(OPh)3 MCF-7 10 6

* Células: MCF7 e HCC1937 (cancer de mama); BxPC3 (cancer do pancreas); Balb/3T3 CloneA31 (fibroblastos de
camundongo); MDA-MB-231 (mama humana), A2780 (cancer de ovario), HSF (células de fibroblastos da pele humana),
A2780CisR (células de cancer de ovario resistentes a cisplatina), HEK-293 (cancer de rim), A549 (adenocarcinoma pulmonar),
A375 (melanoma), SW620 (adenocarcinoma colorretal), MCF7 (adenocarcinoma de mama), MCF10A (mama epitelial ndo
tumoral).

[1] Chuklin, P.; Chalermpanaphan, V.; Nhukeaw, T.; Saithong, S.; Chainok, K.; Phongpaichit, S.; Ratanaphan, R.;
Leesakul, N. Synthesis, X-ray structure of organometallic ruthenium (I1) p-cymene complexes based on P-and N-
donor ligands and their in vitro antibacterial and anticancer studies. J. Organomet. Chem., 2017, 846, 242- 250,
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Ad .4

Concentragdes inibitdrias (ICsp, uM) para complexos catiénicos [Ru(nf-p-cimeno)(X)(L)CI] em células

cancerigenas humanas e células saudaveis *.

Complexos catidnicos Linhagens 1Cs0 (uM) Referéncia
Celulares *x
[Ru(n8-p-cimeno)(PPhs)(T)CI] PFs
T = N-acil-N'(monossubstituida)tioureia Ab49 0,63 + 0,09 1
MRC-5 1,28 + 0,09
[Ru(n®-p-cymene)(PPhs)(T)] PFe
T = N-acil-N'(monossubstituida) tioureia A549 0,25+ 0,04 1
MRC-5 1,35+0,10
[(m8-CeHs)Ru(SNCl3)(PPhs)(DAMP)] [BF4] A2780 34104
DAMP=dimetilaminopiridina A2780cisR 41+0,9 2
HEK?293 142+49
[(®-CeHs)Ru (PPh3)(DAMP)CI] [BF4] A2780 6,5+0,9
DAMP= dimetilaminopiridina A2780cisR 7,1+16 2
HEK293 3,2+0,3
[(m8-p-cimeno)Ru(3-picolina)PPhsCI][ PFs] 3
3-picolina = 3-metilpiridina HL60 10,1
[[(m8-p-cimeno)Ru(3,4-lutidina)PPhsCI][ PFs] 3
3,4-lutidina = 3,4-dimetilpiridina HL60 5,2

*Células: A549 (adenocarcinoma pulmonar), MRC-5 (fibroblastos do pulmé&o fetal humano), A2780 (cancer de ovario),

A2780CisR (células de cancer de ovario resistentes a cisplatina), HEK-293 (cancer de rim), HL60 (leucemia).
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Hydrolysis reaction promotes changes in coordination mode of Ru (ll)/acylthiourea organometallic complexes
with cytotoxicity against human lung tumor cell lines. Journal of inorganic biochemistry, 186, 147-156, 2018.

[2] Renier, O., Deacon-Price, C., Peters, J., Nurekeyeva, K., Russon, C., Dyson, S., Chiririwa, H. Synthesis and
In Vitro (Anticancer) Evaluation of n6-Arene Ruthenium Complexes Bearing Stannyl Ligands. Inorganics, 5(3),

44, 2017.

[3] Saez, R., Lorenzo, J., Prieto, M. J., Font-Bardia, M., Calvet, T., Omefiaca, N., Moreno, V. Influence of PPh3
moiety in the anticancer activity of new organometallic ruthenium complexes. Journal of inorganic biochemistry,

136, 1-12, 2014.



A4.5

Determinagdo da concentracdo de octanol por medidas de UV-Vis.
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Curvas padroes para determinacéo da concentracéo dos complexos em octanol.
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A4.6:
Resultados para o LogP
Complexos | [complexo]izo  [complexo] agua (AA) [complexo]octanol LogP=[complexo]octanol/
(AA)* mg L1 mmol (UV-Vis) mmol [complexo]agua
1 0,406 0,000448 0,0728 2,21
2 0,380 0,000582 0,0743 2,10
4 0,568 0,000862 0,0936 2,03

* Espectrometria de absorcéo atbmica com forno de grafite (GF AAS).

A4T:

Modelos em escala de preenchimento de espaco dos complexos 1 a 4, conforme usados para determinar as areas
moleculares relativas. Fatores de cobertura esféricos e triangulares de 0,91 e 0,50 foram aplicados para determinar
a cobertura. E as representages dos momentos de dipolo para cada estrutura.

1 : 4
177 x0.91 = 161 As 124 x0.91 = 124 As 145x 0.50 = 73 As 129 x 0.50 = 64 A3

A4.8
Pardmetros para as monocamadas de Langmuir dos complexos da série 1-4.
DPPS/complexos DOPC/complexos
Ao AV c;t Ao AV c;te
A)  (v) (mNm? | A) (v) (mNm?
1 86 0,47 98 105 0,44 91
2 83 0,53 98 136 0,42 74
3 94 0,45 50 129 0,40 64
4 89 0,49 53 121 0,36 83
DPPS' 58 0,47 129
DOPC 103 0,43 92




A4.9:

Dados experimentais para as misturas dos complexos DPPS

Area molecular

Pressdo de colapso | Potencial de

Compressibilidade

superficie
Complexo 1
DPPS 59 A2 59 mN m* 047V 163 mN m?
(5%) 86 A2 49 mN m* 047V 94 mN m*
(10%) 92 A2 55 mN m* 049V 87 mN m*
(30%) 122 A? 47 mN m* 053V 43 mN m!
(50%) 154 A? 28 mN m? 057V 54 mN m*
(70%) 136 A? 27 mN m? 0.63V 64 mN m*
(90%) 137 A? 26 mN m 0.68 V 64 mN m?
Ru1l 143 A2 25 mN m? 0.66 V 89 mN m*
Complexo 2
DPPS 59 A? 59 mN m* 047V 163 mN m?
(5%) 83 A2 53 mN m 0.526 V 112 mN m*
(10%) 92 A? 55 mN m? 051V 83 mN m?!
(30%) 114 A? 43 mN m* 0.58 V 58 mN m*
(50%) 116 A? 42 mN m* 0.505V 45 mN m*!
(70%) 140 A? 24 mN m? 0.62V 36 MmN mt
(90%) 150 A? 21 mN m? 0.65V 43 mN m*
Ru 2 134 A? 20 mN m? 061V 53 mN mt
Complexo 4
DPPS 59 A2 59 mN m* 047V 163 mN m*
(5%) 89 A2 59 mN m* 0.486 V 122 mN m?
(10%) 83 A2 51 mN m* 045V 115 mN m?
(30%) 94 A2 45 mN m? 0.49V 67 mN m!
(50%) 102 A? 45 mN m? 0.495 V 64 mN m?
(70%) 83 A? 44 mN m? 0.48V 55 mN m?
(90%) 65 A? ---mN m* 0.49V 47 mN m?
Ru 4 59 A2 ---mN m? 0.47V 27 mN m*
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g:.dlgs. experimentais para as misturas dos complexos e DOPC
Area Molecular P;gslzizge P;)J;Zﬂ?éige Compressibilidade

Complexo 1
DOPC 101 A? 44 mN m! 0,435V 93 mN m*!
Ru 1 (5%) 99 A2 47 mN m! 0,44V 93 mN m*
Ru 1 (10%) 110 A? 46 mN m! 0,46V 78 mN m!
Ru 1 (30%) 115 A? 46 mN m! 0,57V 64 mN m!
Ru 1 (50%) 126 A? 28 mN m! 0,65V 64 mN m!
Ru 1 (70%) 139 A? 26 mN m* 0,65V 70 mN m?
Ru 1 (90%) 149 A? 25 mN m? 0,69 V 78 mN m!
Ru1 143 A2 25 mN m? 0,66 V 89 mN m!

Complexo 2
DOPC 101 A? 44 mN m! 0,435V 93 mN m*
Ru 2 (5%) 136 A? 46 mN m! 0,418V 78 mN m!
Ru 2 (10%) 136 A? 45 mN m! 0,44V 76 mN m*
Ru 2 (30%) 124 A? 43 mN m? 0,54 V 73 mN m?
Ru 2 (50%) 144 A? 44 mN m? 0,60V 47 mN m!
Ru 2 (70%) 164 A? 26 mN m? 0,56V 37 mN m?
Ru 2 (90%) 153 A? 23 mN m? 0,583V 36 mN m?
Ru 2 134 A? 20 MmN m? 0,61V 53 mN m?

Complexo 4
DOPC 101 A? 44 mN m! 0.435V 93 mN m*
Ru 4 (5%) 121 A? 42 mN m! 0.358 V 83 mN m?
Ru 4 (10%) 152 A? 47 mN m? 0.422V 68 mN m*
Ru 4 (30%) 136 A? 46 mN m! 0.43V 66 mN m?
Ru 4 (50%) 103 A? 47 mN m? 0.438V 68 mN m?
Ru 4 (70%) 108 A2 43 mN m! 0.45V 47 mN m!
Ru 4 (90%) 41 A? 0.53V 56 mN m-
Ru 4 59 A2 - 047V 27 mN m*




A5.1:

Dados experimentais para as misturas dos complexos e S.Aureus

ANEXOS: CAPITULO 5

260

Area Moleular

Presséo de colapso

Potencial de superficie

Compressibilidade

Complexo 1
S. Aureus 145 A? 47 mN m! 033V 103 mN m?
Ru 1 (5%) 140 A? 46mN m? 0.444V 79 mN m?
Ru 1 (10%) 177 A? 47 mN mt 0.446 VvV 106 mN m*
Ru 1 (30%) 141 A? 46 mN m* 0.50 v 60 mN m*
Ru 1 (50%) 165 A2 47 mN m* 057V 59 mN m?
Ru 1 (70%) 164 A? 27 mN m! 0.63V 61 mN m*
Ru 1 (90%) 204 A? 25 mN m? 0.64V 48 mN m!
Ru1l 143 A2 25 mN m? 0.66 V 89 mN m?

Complexo 2
S. Aureus 145 A? 47 mN m! 0.33V 103 mN m*
Ru 2 (5%) 125 A? 46 mN m! 0.378 V 90 mN m?
Ru 2 (10%) 167 A? 46 mN m! 0.395V 73 mN m*?
Ru 2 (30%) 144 A? 45 mN m* 047V 56 mN m?
Ru 2 (50%) 153 A? 26 mN m? 054V 43 mN m!
Ru 2 (70%) 166 A? 25 mN m? 0.60 V 43 mN m*
Ru 2 (90%) 153 A? 22 mN m? 0.66 V 45 mN m*
Ru 2 134 A? 20 mN m? 0,61V 53 mN m?

Complexo 4
S. Aureus 145 A? 47 mN m? 0.33V 103 mN m*
Ru 4 (5%) 155 A? 47 mN m* 0.36 V 109 mN mt
Ru 4 (10%) 117 A2 47 mN m* 037V 105 mN m?
Ru 4 (30%) 111 A? 46 mN m! 042V 96 mN m!
Ru 4 (50%) 100 A? 46 mN m! 0.416 V 69 mN m*
Ru 4 (70%) 67 A2 45 mN m! 0.44V 64 mN m*
Ru 4 (90%) 42 A? 053V 50 mN mt
Ru 4 59 A? --- 047V 27 mN m?




