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RESUMO

Este trabalho de Tese trata do estudo da interagdo de complexos dimetélicos contendo
unidades do tipo [Ma(u-O2CCHs)s] (M = Ru, Rh ou Cu) com os ligantes 5-nitroimidazélicos (L):
metronidazol, nimorazol, secnidazol e tinidazol. Novos compostos inéditos foram sintetizados e
caracterizados principalmente por meio de analises elementares, técnicas espectroscopicas
(espectroscopia eletronica UV-VIS-IR, vibracional (FTIR, Raman) e EPR, medidas magnéticas e
termogravimetria (TGA).

Os complexos de diruténio, de férmula [Ruz(u-O2CCHa)s(L)2]PFs, apresentam bandas de
absorgao eletronica em ~310 nm (IL), ~420 nm ((RuO, Ruz) — =*(Ruz)) e ~1000 nm (5(Ruz) —
&*(Ruz)), que sao tipicas de tetracarboxilatos de Rua(ll,Il1) que possuem dois centros metélicos unidos
por ligacdo metal-metal multipla de ordem 2,5. Os valores de per (3,80 — 4,40 M.B.) indicam a
configuragdo eletronica o? m# 62 n*2 8*1, em que ha trés elétrons desemparelhados para cada unidade
Ruz. Os valores de Av(CO3) = vas- vs(~ 50 cm-!), sendo vas(COz) = 1443 — 1450 cm-1e v5(CO,) = 1397
- 1409 cm-1, confirmam a coordenagao dos carboxilatos em ponte. O deslocamento das bandas v(C=N)
para maior freqiiéncia em comparagéo com os nitroimidazéis livres evidencia a coordenagéo desses
ligantes ao ruténio por meio do N3 do anel. Bandas atribuidas aos estiramentos v(Ru-O) [IR, ~405 cm-1
(veu) € ~345 cm! (vapd)], v(RU-N) [IR, 465 - 478 cm-'] e v(Ru-Ru) [Raman, ~ 326 - 334 cm]
comprovam a formagdo das ligagbes envolvendo os ions ruténio. Os compostos sdo estaveis
termicamente até ~ 200°C, temperatura acima da qual comegam a se decompor com a saida dos
ligantes axiais, seguida de quebra do nulcleo dimetalico. Todos os complexos comportam-se como
eletrélitos 1:1 em solugdo, comprovando a presenga do contra-ion PFg. Os valores de potencial de
meia-onda E1 (~ 0,25 V) sdo similares para todos os derivados contendo nitroimidazéis e s&o um
pouco menores do que o do aquo-complexo [Ruz(u-0O2CCHa)a(H20)2]PFe (0,31 V). Ensaios de partigéo
em n-octanol-agua indicam uma alta hidrofilicidade para os complexos.

Os compostos de rodio, [Rha(u-O2CCHs)a(L)2], apresentam uma banda tipica da transigao
n(Rhz) — o*(Rh2) em ~555 nm (solugdo) e ~525 nm (estado solido). O valor de pes igual a zero
confirma que as espécies sdo diamagnéticas. Nestes casos os centros metalicos s&o unidos por
ligagdo simples. Os valores de Av (~ 110 cm™) [vas(CO2), ~1590 cm-!; vs(CO2), 1423 - 1436 cm-]
confirmam a coordenag&o dos carboxilatos em ponte. A coordenagéo dos ligantes nitroimidazéis pelo
N3 tambem & evidenciada pelo deslocamento das freqiiéncias v(C=N). Bandas atribuidas aos
estiramentos v(Rh-O) [IR, ~385 cm! (veu) € ~340 cm- (vaa)], v(Rh-N) [IR, 475 — 490 cm-'] € v(Rh-Rh)

[Raman, ~ 170 e 230 - 240 cm-'] comprovam a formagéao das ligagdes envolvendo os ions rédio. Estes
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compostos também se decompdem termicamente acima de 200°C, mas neste caso a saida dos
ligantes nitroimidazoélicos ocorre juntamente com a quebra do nucleo dimetélico.

Os complexos de cobre, [Cuz(u-O2CCHs)a(L)2], apresentam uma banda em ~700 nm,
denominada banda |, que é atribuida a transigdo di.y. —dx242. A banda Il caracteristica de dimero foi
observada em ~370 nm no espectro no estado solido do complexo com metronidazol. Os valores de ples
(1,40 - 1,55 M.B.) e dos parametros EPR [g/, (2,160 — 2,180), g, (2,010 - 2,050) e D (0,287 - 0,296
cm-1)] séo caracteristicos de estrutura dinuclear com carboxilatos em ponte e indicam a ocorréncia de
acoplamento antiferromagnético e existéncia de algum tipo de interagao entre os centros metalicos. Os
valores de Av (~ 180 cm), [vas(CO2), 1619 — 1629 cm?; vs(CO2), 1425 - 1433 cm-] confirmam a
coordenagdo dos carboxilatos em ponte. O deslocamento das bandas v(C=N) para maior freqliéncia
em relagdo aos nitroimidazois evidencia a coordenagdo ao cobre também via N3 do anel. A banda
v(Cu-O) é observada em ~350 cm-!, Estes compostos comegam a se decompor também acima de
200°C, no caso, com a saida de um dos ligantes nitroimidazélicos, sendo que a perda do segundo deve
ocorrer juntamente com a quebra do nucleo dimetalico. Os compostos sao hidrofilicos.

Todos os complexos de formula [Ma(pu-O2CCHs)a(L)2]" (M = Ru, Rh, Cu; L = 5-nitroimidazol)
investigados neste trabalho apresentam, portanto, estruturas constituidas por unidades diméricas. Dois
nicleos metalicos sdo unidos por quatro ligantes acetato, em ponte equatorial, coordenados a eles
pelos atomos de oxigénio, gerando um arcabougo do tipo gaiola. Os nitroimidazois ocupam as posigdes
axiais nestas unidades, coordenando-se aos ions metalicos pelo N3 do anel imidazolico.

Como tetracarboxilatos diméricos, em geral, apresentam potencial na area de metalofarmacos
e 0s 5-nitroimidazoéis pertencem a uma importante classe de farmacos de amplo uso clinico, ensaios
foram realizados in vitro para verificar a possivel atividade bioldgica dos novos complexos metalicos de
ruténio e de cobre como: agentes antitumorais, radiossensibilizadores e agentes antimicrobianos
(bactericida e fungicida). Os complexos de Rug(ll,lll) apresentam maior atividade contra células
cancerigenas (HelLa) do que contra células normais (NCTC-clone L929), enquanto que os complexos
de Cuy(ILll), ja em concentragbes menores comparadas as dos analogos de Rux(Il,!ll), promovem a
morte de células tumorais. Os complexos de cobre Cux(llll) exibem melhor atividade
radiossensibilizadora no caso de baixas doses de radiagdo e 80% de sobrevivéncia celular. Os
compostos sdo inativos contra bactérias aerdbicas, mas apresentam atividade no caso de bactérias
anaerobicas, sendo 0 complexo de cobre-metronidazol o mais eficaz. Este trabalho é o primeiro a
relatar um estudo sobre atividade antifingica para complexos de Rux(ll,lll). Estes apresentam atividade
contra fungos, embora em concentragdes mais altas em comparagdo com alguns farmacos usuais. Os

complexos de rodio ndo foram submetidos a estes ensaios devido a baixa solubilidade apresentada.



ABSTRACT

~The interaction of dinuclear metal moieties [M2(u-O2CCH3)s] (M = Ru, Rh or Cu) with 5-
nitroimidazolic ligands (L = metronidazole, nimorazole, secnidazole, tinidazole) were investigated. New
compounds were synthesized and characterized by elemental analysis, spectroscopic (UV-VIS-NIR,
FTIR, Raman, EPR) methods, magnetic measurements and thermogravimetry.

Diruthenium complexes of general formula [Ruz(u-O2CCHa)4(L)2]PFs show absorption bands at
ca. 310 nm (IL), 420 nm (n(RuO,Ruz) — =*(Ruz)) and 1000 nm (8(Ruz) — 8*(Ruz)). These bands are
typical of Rux(ll,Ill) tetracarboxylates where the metal centers are bonded by a metal-metal multiple
bond of order 2.5. Values of per (3.80 ~ 4.40 MB) indicate an electronic configuration o* ©* 8 n** §*',
where three electrons are unpaired on each Ruz unit. The differences Av(CO2) = vas - vs (~ 50 cm-1),
where va5(CO2) = 1443 — 1450 cm-' and vs(CO2) = 1397 - 1409 cm-! confirm the coordination through
bridging carboxylates. The shifting of v(C=N) bands to higher energies compared to the free
nitroimidazoles is an evidence of the coordination of these ligands through the N3 ring atoms. Bands
that may be attributed to v(Ru-O) [IR, ~405 cm-! (veu) and ~345 cm-! (vazu)], v(Ru-N) [IR, 465 - 478 cmr
] and v(Ru-Ru) [Raman, ~ 326 - 334 cm] stretchings give evidence of the formation of bonds
involving the ruthenium ions. The compounds are thermically stable up to ~200°C; above this
temperature they start to decompose with loss of axial ligands followed by disruption of the dinuclear
core. All complexes exhibit behavior of 1:1 electrolytes in solution, confirming the presence of the PFe-
counter-ion. The values of half-wave potentials (E1p, ~0,25 V) are similar for all the nitroimidazole
derivatives but somewhat lower than that for the aqua-complex [Rua(p-02CCH3)a(H20)2]PFs (0,31 V).
Partition assays in n-octanol/water system show the high hydrophylicity of the compounds.

The rhodium complexes [Rha(u-O2CCHa)s(L)2] exhibit a typical m(Rh2) — o*(Rh) transition at
~6565 nm (solution) and ~525 nm (solid). The zero-values of per confirm that the species are
diamagnetic. In this case the metal centers are linked by a single bond. The differences Av (~ 110 cm-
1), [vas(CO2), ~1590 cm; vs(COy), 1423 - 1436 cm-, confirm the coordination through bridging
carboxylates. Axial ligand coordination through the N3 nitroimidazole atom is also confirmed by the
shifting of v(C=N) frequencies. Bands that may be attributed to v(Rh-O) [IR, ~385 cm-' (veu) and ~340
cm-! (vazu)], v(Rh-N) [IR, 475 - 490 cm'"] and v(Rh-Rh) [Raman, ~ 170 and 230 — 240 cm-] stretchings
agree with the formation of bonds involving the rhodium ions. These compounds also undergo
decomposition above 200°C, but in this case the loss of nitroimidazole ligands occurs along with the

disruption of the dimetal core.



The copper complexes [Cux(u-02CCHa)a(L)2] display the so-called Band | at ~700 nm, which is
attributed to the dxzyz — dxoy2 transition. The characteristic dimmer band (Band Il) was observed at
~370 nm for the metronidazole derivative in the solid state. The values of e (1.40 — 1.55 MB) and of
EPR parameters (gy = 2.160 — 2.180; g, = 2.010 — 2.050; D = 0.287 - 0.296) are in agreement with a
carboxylate-bridged dinuclear structure and with antiferromagnetic coupling that indicates the presence
of some type of interaction between the metal centers. The differences Av (ca. 180 cm), [vas(CO2),
1619 — 1629 cm?; v5(CO2), 1425 - 1433 cm-'], confirm the coordination through bridging carboxylates
Axial ligand coordination through the N3 nitroimidazole atom is also confirmed by the shifting of v(C=N)
frequencies. The band v(Cu-O) is observed at ~350 cm-'. These compounds also start to decompose
above 2000C, initially with the loss of one of the nitroimidazole ligands, followed by loss of the second
and disruption of the dimetal core, simultaneously. The compounds are hydrophilic.

Therefore, all the studied complexes of general formula [M2(p-O2CCH3)a(L)2] (M = Ru, Rh, Cu; L
= b5-nitroimidazole) exhibit structures with dimeric units. Two metal centers are bonded by four
equatorial bridging carboxylate ligands through oxygen atoms in a cage-like motif. Nitroimidazole
molecules occupy the axial positions coordinating the metal through the N3 imidazole ring atom.

Since dimeric tetracarboxylates are potential metal drugs and 5-nitromidazoles belong to an
important class of broad clinical spectrum, in vitro assays were performed to assess the antitumoral,
radiosensitizer and antimicrobial (bactericide and fungicide) activities of the new ruthenium and copper
complexes. The Rux(Il,Il) complexes are more active against tumor (HelLa) than normal (NCTC clone
L929) cells, while the Cux(ll,Il) analogous promote tumor cell death at lower concentrations. Copper
complexes also displayed the best radiosensitizer activity at low radiation doses and 80% of cell
survival. The compounds are inactive against aerobic bacteria, but are active against the anaerobic,
being the copper-metronidazole complex the most efficient. This is the first report of the antifungal
activity of Ru(Il,Ill) complexes. They exhibit activity at concentrations somewhat higher than current
used drugs. The rhodium complexes were not submitted to biological assays due to their low aqueous
solubility.



ABREVIATURAS

ACN : Acetonitrila

CFM : Concentragao Fungicida Minima
CLM . Concentracao Letal Minima
3-CNPy . 3-cianopiridina

4-CNPy . 4-cianopiridina

CuACET . Tetrakis(acetato) de Cux(Il,11)
CuMETRO : Bis(metronidazol)tetrakis(acetato) de dicobre (I1,1I)

CuNIMO : Bis(nimorazol)tetrakis(acetato) de dicobre (l1,II)

CuSECNI : Bis(secnidazol)tetrakis(acetato) de dicobre (Il,l)

CuTINI . Bis(tinidazol)tetrakis(acetato) de dicobre (Il 1)

DICL : Diclorometano

DLso : Dose Letal 50%. Concentracdo de complexo que mata 50% das

células tumorais

DMSO : Dimetilsulféxido

DMF : Dimetilformamida

DPPH . a, o’-difenil-B-picrilhidrazil

DRLsg : Dose de radiagéo que mata 50% da populagao celular

EtOH : Etanol

ER = DMF : Enhacement Ratio = Dose Modification Ratio, Fator de Modificagao da
Dose

ICs0 : Indice de Citotoxicidade 50%. Concentragdo de complexo que mata

50% das células normais

MEM : Minimal Eagle Medium

METRO : metronidazol, 2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol

MeOH : Metanol

NIMO : nimorazol, 4-[2-(5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil]

4-NO;,Im . 4-nitroimidazol

OER : Oxygen Enhacement Ratio, Fator de Contribuicdo do Oxigénio

RhACET : Tetrakis(acetato) de Rhy(ll,11)
RhMETRO : Bis(metronidazol)tetrakis(acetato) de dirrodio (ll,11)
RhNIMO : Bis(nimorazol)tetrakis(acetato) de dirrédio (I1,11)

RhSECNI : Bis(secnidazol)tetrakis(acetato) de dirrodio (il,11)
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RhTINI
RuACET
RuAQUO
RUMETRO
RuNIMO
RuUSECNI
RuUTINI
SECNI
TEACIO4
THF

THT
TMU
TMTU
TOL

UFC

. Bis(tinidazol)tetrakis(acetato) de dirrodio (I1,11)

: Clorotetrakis(acetato) de Rux(ll,111)

: Hexafluorfosfato de bis(aquo)tetrakis(acetato) de Rux(ll,lIl) dihidratado
: Bis(metronidazol)tetrakis(acetato) de diruténio (I1,111)
: Bis(nimorazol)tetrakis(acetato) de diruténio (Il,11l)

. Bis(secnidazol)tetrakis(acetato) de diruténio (I1,11l)

. Bis(tinidazol)tetrakis(acetato) de diruténio (ll,111)

: secnidazol, a,2-dimetil-5-nitro-1H-imidazol-1-etanol
: Perclorato de tetraetilamonio

: Tetrahidrofurano

: Tetrahidrotiofeno

. 1,1,3-tetrametiluréia

- 1,1,3,3-tetrametil-2-tiouréia

: Tolueno

: Unidades Formadoras de Colonias
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Capitulo I: Introdugdo e Objetivos

1.1 INTRODUGAO
1. Complexos Metalicos em Medicina

A bioinorganica ocupa um lugar de destaque no campo da Quimica
contemporéanea. A investigacdo das propriedades dos complexos metalicos com
vistas as aplicagcbes bioldgicas € uma das areas que mais tem crescido, conduzindo
os pesquisadores a relacionarem a quimica polivalente, rica e colorida dos metais de
transicdo aos intrincados e fascinantes mecanismos bioquimicos de controle e
manutencéo da vida.

Um certo nimero de metais e complexos metalicos utilizados na area médica
ilustra bem o impacto destes estudos. Como exemplos, podem ser mencionados:
agentes terapéuticos (Li, Pt, Au e Bi); radiofarmacos de diagnéstico (**™Tc) e terapia
('*®Re); inibidores enzimaticos; agentes para terapia de quelagdo; suplementos
minerais (Fe, Cu, Zn e Se), agentes para diagnéstico em RMN (Gd, Mn) e raios-X
(Ba e ), entre outros'.

Apébs o éxito da cis-platina e dos agentes antitumorais relacionados a platina,
o interesse pelo uso e aplicagdes da quimica inorganica em medicina expandiu-se
bastante. Importantes conferéncias internacionais tais como “The International
Conference on Bioinorganic Chemistry” (ICBIC) e “The European Conference on
Bioinorganic Chemistry” (EUROBIC), hoje tém uma fracdo significativa de
apresentacgbes dedicadas aos METAIS EM MEDICINA. Volumes ou segdes
dedicados especialmente a este tema nos periddicos: Metal lons in Biological
Systems, Chemical Reviews e Coordination Chemical Reviews, comprovam a
crescente importancia desta area®.

A cis-platina é provavelmente o melhor exemplo de farmaco que tem metal na
sua composicado. O seu uso e eficiéncia na quimioterapia do cancer esta bastante
documentado. Compostos de segunda geragdo, baseados na estrutura do cis-
[Pt(NH3).Cly], tém sido sintetizados com a finalidade de diminuir a toxicidade e/ou
expandir o uso para diferentes tipos de tumores. Entretanto, at¢é o momento,
somente a carboplatina, e em menor extensdo a oxaliplatina, chegaram ao uso
clinico®.

Devido as limitagbes de analogos estruturais a cis-platina, que raramente

apresentam as suas excepcionais propriedades, pensou-se na possibilidade de
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desenvolver compostos estruturalmente diferentes destes, com o objetivo de se
obter novos agentes antitumorais com ampla atividade clinica e que supram as
restricbes que a cis-platina apresenta para varios tipos comuns de tumores. Esta
nova perspectiva foi fundamental para estimular as pesquisas sobre complexos de
outros metais de transigcdo, abrindo novas possibilidades também para a
investigacao de outros tipos de atividade bioldgica.

Citaremos aqui alguns estudos relatados para os trés metais de interesse no
nosso trabalho: ruténio, rédio e cobre.

A investigacdo de complexos de ruténio como inibidores de tumores tem
levado a resultados interessantes, sendo as classes dos sulfoxidos®* (ex. cis-[RuCl;
DMSO),] e derivados), das aminas (ex. cis-[RuUCIy(NH3)4]Cl e derivados) e dos
clorocomplexos contendo ligantes N-heterociclicos (ex. Hind[RuCls(Ind);], Ind =
Indazol) as mais promissoras. O Hind[RuCl4(Ind),], inclusive, ja foi selecionado para
ensaios clinicos®.

Os complexos de Ru(lll) sdo mais ativos contra metastases do que contra
tumores primarios e acredita-se que o ion ruténio é distribuido as células tumorais
através da transferrina'. Srivastava et al.®, basearam-se no conceito de que células
tumorais requerem maior quantidade de Fe, e portanto um grande nimero de
receptores transferrina, do que as células normais. A ligagao do ruténio a transferrina
pode ser favorecida pela sua semelhanca com o Fe pois ambos pertencem ao grupo
8 da Tabela Periddica. Uma vez que o ruténio chega ao plasma, liga-se a
transferrina sendo transportado para os tecidos na forma de um complexo de Ru-
transferrina®. O fon complexo [RuCls(imidazol),], que é especialmente ativo contra
tumores colo-retais, liga-se reversivelmente a His253 da apolactoferrina. Um outro
candidato promissor para ensaios clinicos como agente antimetastico € o ion
complexo [RuCls(imidazol)(DMSO)]” (NAMI-A). Tanto o complexo de Ru(ll) quanto o
de Ru(lll) sdo conhecidos por ligarem-se preferecialmente ao N7 da guanina no
DNA, mas também podem se ligar aos residuos de adenina e citosina. Embora a
maior parte dos agentes antitumorais de Ru apresentem dois sitios de coordenacgéo,
o crosslink intrastrand no DNA, parece ser estericamente desfavoravel. O Unico
exemplo deste caso é o frans -[RuCIly(DMSO),], estruturalmente caracterizado por
espectroscopia de RMN'.

A atividade antimicrobiana de complexos monoméricos de Ru tem sido

relatada na literatura especialmente para compostos do tipo : [Ru"X,(EPh3)x(L)] (X =
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Cl, Br; E = P, As; L = ligantes base de Schiff bidentados monobasicos)’,
[Ru'X(EPha)2(LL")] (X = CI, Br; E = P, As; L = ligantes base de Schiff tetradentados)?,
[Ru'(CO)(LL)(B)] (LL' = bases de Schiff tetradentadas, B = PPhs, piridina, piperidina,
morfolina)®, etc.

Embora a atividade biolégica dos complexos mononucleares de Ru esteja
sendo bastante explorada, o estudo de espécies dimetalicas tem recebido pouca
atencao. Nos ultimos anos pouquissimos trabalhos foram publicados nesta linha. Um
exemplo envolve a sintese e a investigacdo da atividade antiinflamatéria do
complexo  [Rua(ibp)sCl]"™® em que ibp = ibuprofenato (a-metil-4-(2-
metilpropil)lbenzoacetato), o anion correspondente do acido carboxilico ibuprofeno
gue é um analgésico/anti-inflamatério nao-esteréide de amplo uso clinico. Um outro
trata do relato sobre a atividade dos complexos [Ru,(u-O,CCR)4Cl] (R = CHs,
CH3sCHy), contra Leucemia P388, possivelmente devido a sua ligagdo ao DNA de
forma semelhante aos analogos de rodio’’.

Ensaios sobre atividade antitumoral in vitro, em células cancerigenas humanas
HelLa e Colo 320DM, de uma série de tetracarboxilatos de Ruy(Il,Ill) de férmula
[Ruz(p-O2CR3)4(L)2]PFe, L = imidazol, 1-metilimidazol e H,O quando R = CH3; L =
etanol, quando R = Ferrocenil ou Fc-CH=CH-, foram realizados, sendo as células
Colo 320DM mais susceptiveis as drogas do que as células HeLa'®.

Quanto a estudos de reatividade visando elucidar a atuacdo bioldgica, os
trabalhos sdo ainda muito insipientes. O complexo [Ruz(u-O2CCF3)4(n-O2CCF3)2]
reage com a 9-etilguanina para formar o derivado [Ruz(i1-O2CCH3)z(u-O2CCF3)x(9-
EtGH)2(MeOH)2][0-CCF3],.2MeOH.0,5Et,0, x = 0,18'*" Derivados de [Rua(u-
0,CCHa)4]" com adenina e adenosina foram livres e caracterizados, sendo o primeiro
um polimero, [Rux(p-O,CCHs)s(adenina)l, e o segundo um monémero, [Rua(p-
0,CCHpgs)s(adenosina),;]. Ambos mostraram-se menos toxicos em relagdo a outros
complexos de Ru e poderiam formar complexos potencialmente estaveis quando
ligados na regiao poly-A do DNA através do N7 da adenosina’®.

No caso dos complexos de rédio, destacam-se os tetracarboxilatos de férmula
geral [Rhy(u-O2CR)4L2], em que L séo ligantes doadores contendo atomos de N, O, P
ou S. A literatura sobre esta classe de complexos € muito vasta e diversos exemplos
ja foram relatados®. Porém, pesquisas em relagéo a ligagéo deste tlpo de complexos

ao DNA ainda continuam sendo publicadas'®.
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Esta classe promissora de compostos surgiu em 1972, quando Hughes et al.'

reportaram que os tetracarboxilatos de Rhy(ll,ll), misturados com arabinosilcitosina,
aumentavam o tempo de sobrevida de camudongos que apresentavam tumor ascites
L1210. Estudos posteriores demonstraram que estes tetracarboxilatos eram também
inibidores efetivos dos tumores asciticos de Erlich e P388, em camudongos'”%.

Varios mecanismos de agao biolégica dos tetracarboxilatos de Rhy(ll,ll) tém
sido propostos. Um deles consiste no possivel bloqueio de enzimas que possuam
grupos SH livres, no sitio ativo, as quais sdo responsaveis pelos processos de
replicacao do DNA, como por exemplo, as DNA's e RNA’s polimerases'®1%2°,

Uma outra possibilidade é a interagao direta com o DNA, desde que o acetato
de Rhy(IlLll) reage com adenosina formando derivados do tipo [Rho(p-
0,CCHs)s(adenosina),]?'.

Foi observado também que a atividade antitumoral do acetato, propionato e
butirato de Rha(ll,1l) cresce na medida em que se aumenta o comprimento da cadeia

R do ligante equatorial, de acordo com a ordem:
butirato > propionato > acetato

Provavelmente este efeito deva-se ao fato do butirato penetrar com maior
facilidade na célula por apresentar uma cadeia R mais lipofilica®.

O cobre tem um importante papel biolégico como elemento essencial nos
organismos vivos. Ele também esta envolvido na oxidagéo de varios substratos via
reagdes de radicais livres, sendo os mais agressivos: o OH® e o anion superoxido Oy

. O sistema Cu(I)-Cu(l) € um excelente scavenger de OH®* com uma velocidade de

reducao deste radical da ordem de 10" mol's™ (OH" - OH)%.

E bastante conhecido que complexos de cobre contendo farmacos
biologicamente ativos como ligantes sdo mais efetivos do que as drogas organicas
isoladas. Nos ultimos 35 anos, muitas publicagdes tém aparecido comentando sobre
os beneficios que apresentam os compostos de cobre no tratamento da inflamacao.
Diversos complexos tém sido estudados como agentes antiinflamatoérios, indo desde
simples sais de cobre até complexos monoméricos e diméricos de Cu(ll).
Geralmente, os farmacos escolhidos como ligantes sao da familia dos
antiinflamatorios nao-esterdides (AINES). Os complexos em geral sdo mais potentes
do que o farmaco nao complexado e o Cu pode ter um papel muito importante na
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prevengdo do dano gastrointestinal associado com o uso dos AINES?. Exemplos
sd0 os tetracarboxilatos do tipo [Cuz(L)s], em que L = aspirina® (analgésico,
antipirético e anti-inflamatério), tolmetin® (anti-inflamatério), ibuprofeno®® (anti-
inflamatério), naproxeno® (anti-inflamatério), suprofeno® (analgésico, antipirético e
anti-inflamatério), indometacin®  (anti-inflamatério), cumarinas®  (antibiético,
anticoagulante, anticancerigeno e anti-inflamatério), valproato®® (anticonvulsante).

Complexos monomeéricos de Cu com carboxilatos e ligantes N-doadores como
os imidazoéis tém recebido particular atengdo devido aos ambientes de ligacao
encontrados nas proteinas e em muitos complexos que ocorrem naturalmente.
Compostos deste tipo também apresentam uma grande variedade de efeitos
farmacolégicos, como por exemplo: o complexo [Cu(acetato),(imidazol),] que inibe o
crescimento do melanoma B16 (tumor de camundongo) e apresenta citoxicidade (20
ng cm™) semelhante a da cis-platina (8 ng cm™) e superior & do mitomicina C (100
ng cm™)%°,

Os complexos [Cux(farmaco)s(L),], farmaco = aspirinato®, valproato®'
ibuprofenato33 e L = imidazol, N-metilimidazol, 2-metilimidazol e 1,2-metilimidazol,
metronidazol, 2-metilbenzimidazol, 2-metil-5-nitrobenzinidazol, apresentam
propriedades miméticas da cathecolase, catalisando a reagdo de oxidagdo do
cathecol a o-quinona.

Os mondmeros de férmula: [Cu(aspirinato)z(L).], L = piridina, nicotinamida, 3-
picolina, 4-picolina, imidazol, dietilamina e DMSO, também s&o miméticos da SOD
(Superéxido Dismutase)**. Exemplos de complexos de Cu que apresentam acio

338 . thiosemicarbazonas e bis(thiosemicarbazonas) em que a

antitumoral sao
atividade é atribuida as propriedades redox dos complexos; quelatos formados por
1,10-phenantrolina e ligantes macrociclicos que ligam-se ao DNA produzindo
quebras nesta molécula; complexos com salicilatos, que comportam-se de forma
similar a SOD.

A atividade fungicida foi pesquisada para compostos do tipo [Cuy(p-
0,CCHj3)4(nicotinamida)] e [Cu,(u-O,CCHs)s(nicotinamida),], mostrando que estes
sao ativos contra Trametes versicolor’’. O monémero [Cu(METRO)4Cly], METRO =
metronidazol, mostrou-se menos ativo do que o metronidazol livre contra Bacillus
subtilis®.

Nao ha duavidas de que nos ultimos anos um grande esforgo tem sido

dispendido para o desenvolvimento de novos metalofarmacos. Além dos exemplos
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citados anteriormente, observa-se também um crescente interesse pelo estudo de
complexos metalicos que possam atuar em radioterapia. Denominam-se
radiossensibilizadores os agentes quimicos capazes de aumentar a sensibilidade
das células hipdxicas a radiacéo, visando o aumento da eficacia da radioterapia no
tratamento do cancer.

Recentemente tem havido um apreciavel interesse em preparar derivados
nitroimidazélicos que apresentem boa solubilidade, propriedades de transporte in
vivo e baixa neurotoxicidade. Como alternativa, muitos pesquisadores tém explorado
a possibiidade de aumentar a eficiéncia de nitroimidazéis como
radiossensibilizadores por meio da sua coordenagéo a ions metalicos tais como Pt,

3940 visando distribuir melhor a droga nas biomoléculas alvo

39,4142

Ru, Rh e outros
(geralmente o DNA) e/ou intensificar o processo de radiossensibilizagao
Como exemplos de complexos de Ru citam-se os sulféxidos de Ru(ll) com 4-
nitroimidazéis do tipo [RuCly(DMSO)2(4-NO2Im),]**, que exibem atividade
radiossensibilizadora maior do que o imidazol livre, além de mostrarem-se né&o-
citotébxicos em testes realizados in vitro. Diversos derivados de Rh(ll) com
nitroimidazéis de formula [Rha(u-O,CR)4L;] ja foram investigados e testados quanto
a acao radiossensibilizadora®**°. Complexos de Cu do tipo [Cuax(u-L)], L = 3-[1-4-
nitroimidazolillpropionato, também podem atuar como radiossensibilizadores com
atividades similares a do misonidazol (a-(metoximetil)-2-nitroimidazol-1H-imidazol-1-
etanol) e significativamente maior do que a de 4-nitroimidazéis nao-complexados™®.
Tendo em vista as conhecidas propriedades farmacolégicas dos complexos
de Ru, Rh e Cu, torna-se interessante investigar o comportamento quimico e
biolégico de complexos destes ions com ligantes que exibam atividade prépria, com

a finalidade de tentar modificar a potencialidade de acao.

2. Os nitroimidazois

As drogas do grupo dos nitroimidazois sao importantes particularmente devido a

dois aspectos: primeiro, pela sua atividade contra bactérias Gram positivo e Gram

Negativo, protozoarios e também tumores hipoxicos (deficientes em oxigénio), e

segundo porque, apesar de seu uso ha 30 anos, a incidéncia a resisténcia por

microorganismos anaerébios é ainda bastante baixa. Nao existe um outro grupo de
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drogas que apresente uma faixa de agdo tdo ampla tanto para medicina humana
quanto para veterinaria. Estas caracteristicas explicam porque a pesquisa se mantém
devota a estas moléculas tao interessantes*.

O primeiro nitroimidazol que mostrou atividade clinica foi o metronidazol, que até
hoje é utilizado para o tratamento de vaginitis trichomonal. Desde a sua introdugcédo em
1960, outros nitroimidazoéis semelhantes (2-metil, 5-nitroimidazdis) tém sido também
investigados. Dos novos nitroimidazéis, o tinidazol e o ornidazol [a-(clorometil)-2-metil-
5-nitro-1H-imidazol-1-etanol] estdo em uso clinico bastante amplo assim como o
secnidazol e o nimorazol. Estas drogas apresentam atividade clinica adicional contra
microorganimos anaerébicos incluindo o protozoario Entamoeba histolytica, Giardia
intestinalis (G. Lamblia), Balantidum sp. e também contra infecgbes por bactérias
mistas como as que sao encontradas na estomatitis de Vincent e gangrena de
Melaney. Elas também sao rotineiramente utilizadas para prevenir infec¢cao pés-cirurgia
usualmente envolvendo Bacteroides spp. e para tratamento de ulcera gastroduodenal
onde estd envolvido o Helicobacter pylori. O benzinidazol (N-benzil-2-nitro-1-
imidazolacetamida) &€ comumente utilizado para o tratamento de infeccdes por
Trypanosoma cruzi (doenga de Chagas) e, juntamente com o misonidazol e nimorazol,
para o tratamento de tumores hipdxicos radioresistentes®®.

Nos ultimos anos, os nitroimidazdis ainda se tornaram drogas especiais para o
tratamento de vaginosis anaerdbicas ou vaginitis. Neste caso a infecgao é originada
pela bactéria Gardnerella vaginalis e é facilmente erradicada com uma Unica dose. A
terapia também serve para normalizar o pH vaginal permitindo a recolonizagdo dos
lactobacilos*®.

Os 5-nitroimidazois, ligantes que nos interessam nesse trabalho, apresentam
estrutura heterociclica que consiste de um nucleo imidazélico com um grupo nitro na
posicdo 5 do anel. O N(1) e o C(2) podem apresentar variados grupos substituintes Ry
e Ry, respectivamente (figura 1), dando origem a diferentes moléculas

nitroimidazélicas.
A. Mecanismo de agdo antimicrobiana dos 5-nitroimidazéis*’

Os nitroimidazéis sdo seletivamente tbxicos contra microorganismos

anaerdbicos ou microaerdfilos e contra células anaerdbicas ou hipdxicas.
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Uma vez que a droga entra na célula, o grupo nitro do imidazol heterociclico
pode aceitar elétrons das proteinas transportadoras de elétrons tais como as
flavoproteinas, incluindo a xantina oxidase, NADPH cyt P4so reductase e NADPH cyt
C reductase em células mamiferas, e ferredoxina ou seu equivalente piruvato

dehidrogenase ferredoxina oxidoreductase em protozoarios ou bactérias.

Figura I.1.- Estrutura genérica dos 5-nitroimidazois

A velocidade do processo de redugdo € importante porque determina a
velocidade de absorgado da droga pela célula. Esse processo é catalisado pela
nitroreductase em células mamiferas e por complexos de Fe-S em outros casos. O

processo de redugao simplificado dos nitroimidazois € mostrado na figura 1.2 :

O O A A0
HiC HaC 7 H,C \ NHOH 30/4 NH,

R1 R1 R1 R1

Figura I.2.- Processo de redugio dos 5-nitroimidazéis*®

Os intermediarios quimicamente reativos, formados durante a redugio do
grupo nitro até a correspondente hidroxilamina podem ser os responsaveis pela
atividade antimicrobiana dos nitroimidazéis. O mecanismo através do qual os
intermediarios destréem as células ainda nao foi elucidado, mas tem se sugerido que
esses reagem com macromoléculas celulares, tais como o DNA, proteinas e

membranas. As espécies que sao citotdxicas e causam danos ao DNA s&o o anion

17



Capitulo I: Introdugdo e Objetivos

nitro radical protonado (R-NO;H) e o anion superdxido, assim como todos os
produtos de redugéo do grupo nitro como o R-NO e mesmo a hidroxilamina (R-
NHOH). Em resumo, um produto de reducao de vida curta, muito provavelmente o
anion nitro radical protonado, oxida o DNA, originando a quebra das fitas e
consequentemente a morte celular*’. A figura 1.3 mostra o mecanismo de agdo dos

nitroimidazois.

DNA (-T) {(ox) DNA+T™

{ ) - H* o N 2 3
R-NO fitrada, g N le » R-NO P RNOLH 1€ . RNOZESR-NHOH- R~
Zasaidaes 2 redugiio NO3 protonagao \:’ . tR NO~~—-sR-NHOH-=s-R-NH,
esproporcignamento
e H,0

RNO,H

decomposigio R-NO,

Figura I.3.- Mecanismo de agdo dos nitroimidazoéis*®

B. Nitroimidazéis como radiossensibilizadores de tumores no tratamento do

ciancer?’.

As células hipdxicas presentes na maioria dos tumores sélidos limitam o uso
da radioterapia para o controle local do crescimento de tumores. No caso daqueles
que estdo situados longe do sistema vascular, ocorre uma redugédo dos nutrientes
essenciais, particularmente do oxigénio. A concentracdo do oxigénio diminui
conforme aumenta a distancia em relacdo aos capilares e essa queda gradual da
concentragao torna-se insuficiente para a divisdo celular, as células morrem e isto
origina uma necrose local, que é observada na maioria dos tumores solidos. As
células hipdxicas, as quais se encontram na regiao de interface entre as células bem
oxigenadas e as necréticas, séo resistentes a radiagdo e esta € a razdo pela qual é
dificil o controle do tumor por esta técnica*®.

Na década de 70 foi descoberto que os nitrofuranos e os nitroimidazoéis
comportavam-se como radiossensibilizadores de células hipoxicas. A resposta
celular a radiagdo ionizante & fortemente influenciada pela concentragdo de
oxigénio. As células hipdxicas sdo muito mais resistentes ao dano da radiagdo do
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que as células normalmente oxigenadas. O efeito sensibilizador do oxigénio
molecular é provavelmente uma consequéncia de reagdes quimicas rapidas entre o
oxigénio e radicais livres de vida curta gerados pela absor¢ao da radiagao. Tem sido
sugerido que compostos eletroreceptores (ou faceis de se reduzir) podem mimetizar
0 oxigénio e diminuir ou até anular a radiorresisténcia das células hipoxicas. Desse
modo, o descobrimento das propriedades radiossensibilizadoras dos nitro-
heterociclicos, aumentou o interesse na aplicagdo médica deste tipo de espécies*’.
O primeiro composto a ser testado clinicamente foi o metronidazol. Uma
melhor atividade foi mostrada pelo misonidazol (2 — nitroimidazol) que foi bastante
pesquisado como radiossensibilizador, porém a neurotoxicidade limitou a sua
aplicagdo. Durante o desenvolvimento dos radiossensibilizadores, numerosos
compostos foram sintetizados, os quais mostraram-se mais eficientes in vitro do que

tinha sido suposto com base na afinidade eletrénica®’.
3. Carboxilatos Dimetalicos

Metais como Cr, Mo, W, Tc, Re, Ru, Os, Co, Rh, Ir, Ni e Cu podem formar
tetracarboxilatos dimetalicos do tipo [M2(O>CR)4]" com n na faixa de -2 a +4, sendo
os valores mais comuns de 0 a +2. O grupo R, na maioria dos casos, € um grupo
alquilico, um grupo alquilico substituido, um alcéxido ou um derivado arilico.

A figura 1.4 mostra a estrutura tipica dos carboxilatos dimetalicos, denominada
estrutura em “gaiola”. Esta consiste de dois ions metalicos unidos por quatro ligantes
carboxilatos em ponte equatorial. Entre os metais pode existir desde algum tipo de
interagao como no caso do Cu, até uma ligagédo efetiva cuja ordem pode variar de
uma ligagéao simples (Rh) ate uma ligagao quadrupla (Mo). As posigbes axiais podem

ser ocupadas por ligantes diversos. Em geral, estes complexos apresentam simetria

)
—
O C\
O
L ‘ - c R Figura I.4.- Estrutura em “gaiola” dos
\
M-.__ /O tetracarboxilatos de M,, em que L = ligante axial.

& L
R
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Esta classe de compostos tem recebido muita ateng¢ao na literatura®® devido a
importancia tedrica e potencialidade de aplicacdo nas areas de catalise, cristais
liquidos, materiais microporosos (absorvedores de gases) e em quimica bio-
inorgénica, como miméticos de proteinas, como é o caso dos tetracarboxilatos de
cobre, ou como agentes antitumorais, como € o caso dos tetracarboxilatos de ruténio
e de rédio.

Nesse trabalho nos interessam particularmente os tetracarboxilatos de ruténio
de valéncia mista que apresentam ndcleos Rux(ll,11l) e os tetracarboxilatos de rédio e
de cobre homovalentes, cujos nucleos dimetalicos séo do tipo Rhy(ll,11) ou Cux(ll,11).

Os tetracarboxilatos de diruténio de valéncia mista consistem de espécies
[Ruz(u-O2CR)4]" em que os elétrons sdo geralmente deslocalizados entre os dois
atomos metalicos, podendo os nucleos ser representados alternativamente por
Ru(l1%, 11¥5)'*. A ordem da ligagdo metal-metal é de 2,5. As posicoes axiais (L) da
gaiola podem ser ocupadas por CI', como é o caso do complexo [Ruy(u-O,CCH3)4Cl],
que origina polimeros no estado solido, ou por outros ligantes como H,0%%"
DMSO®!, DMF®', piridina®**® e derivados de piridina®, pirazina®®, imidazois® e

%35 adenina e adenosina®, uréia®, tiouréia® e

derivados de imidazdis
tetraidrotiofeno (THT)®®, que propiciam a formacdo de unidades diméricas. Os
contra-ions que acompanham comumente os tetracarboxilatos de Rux(ll,lll) e seus
derivados relatados na literatura sdo: [SO.T®, [PFs1°'**%°, [BPh,T%%°, [BFs
1°2°76182 1C1047%° e o [CIT®, que além de ligante axial, pode também apresentar-se
como contra-ion.

No caso dos tetracarboxilatos de Rhy(ll,ll), as espécies dimetalicas [Rha(p-
0.,CR)4] sdo neutras, As posi¢cdes axiais podem ser ocupadas por moléculas de
solvente ou por outros ligantes L, coordenados através de atomos de N, O, S, etc,
gerando derivados do tipo [Rha(pu-O2CR)4Lo]*.

Os tetracarboxilatos de Cux(ll,ll), [Cuz(u-O,CR)4] também apresentam-se
como espécies neutras. Nestes complexos, os ligantes axiais sdo em sua maior

0?3 ja foram reportados.

parte N-doadores, porém ligantes O-doadores como DMS
Dentre os ligantes N-doadores podemos citar: anilina e piridina®, nicotinamida®,
cafeina®, metronidazol*>®®, N N-dimetilformamida (DMF); N,N-dimetilacetamida

(DMA) e N-metilpirrolidona (NMP)?,
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1.2 OBJETIVOS DESSE TRABALHO

Apesar da importancia dos complexos de ruténio, rédio e cobre na
bioinorganica e na area de metalofarmacos, muita pesquisa ainda é necessaria para
tentar elucidar as propriedades de compostos que ja foram isolados e também para
descobrir novos complexos que sejam interessantes.

Nosso principal objetivo € contribuir para ampliar os estudos sobre complexos
dimetalicos, com énfase em espécies que possam apresentar potencialidade como
agentes farmacoldgicos.

No caso particular dos carboxilatos diméricos, podemos introduzir, nas
posicbes axiais das gaiolas [My(u-O2CCHgs)s]", ligantes que apresentem  agéo
farmacoldgica.

Este trabalho visa, ao estudo da interagdo de nucleos dimetalicos, do tipo
[M2]™ (M = Ru, Rh ou Cu) unidos por ligantes acetatos, com 5-nitroimidazéis que
exibem propriedades bactericidas e radiossensibilizadoras. As estruturas dos

ligantes utilizados: metronidazol, nimorazol, secnidazol e tinidazol, sdo apresentadas

na Figura 1.5
——N ——N
0N X )\CH3 0,N” X\ )\H
N N
| [ \
CH,CH,OH CH,CHN O
metronidazol nimorazol
——N

——N
0N X\ )\CH
2 N 3 0N X\ )\CH3
N

|
CH,CH(OH)CH, |
CH,CH,S0,CH,CHs

secnidazol tinidazol

Figurall.5.- Estruturas dos 5-nitroimidazois
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O trabalho engloba a sintese e a caracterizacdo por técnicas
espectroscopicas, termoanaliticas e eletroquimicas de derivados [Ma(u-
O,CCH3)4l5]". Inclui também testes bioldgicos com a finalidade de investigar a
potencialidade dos complexos, especificamente as atividades antitumoral,

radiossensibilizadora e antimicrobiana (bactericida e fungicida).
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1. REAGENTES E SOLVENTES

A. Reagentes

Acetato de cobre (), [Cuz(p-O2CCHa3)4].2H20, Mallinckrodt
Acetato de sodio, CH;COONa, Merck
Acido acético, CH;COOH, Merck
Anidrido acético, C4HgO3, Merck
Cloreto de litio, LiCl, Aldrich

Cloreto de rédio, RhCls, Aldrich

Cloreto de ruténio, RuCls;.nH,O, Aldrich
Hexafluorfosfato de aménio, NH4PFg, Aldrich
Metronidazol, CeHgN3O3, Sigma
Nimorazol, CoH14N4O3, Abbot
Secnidazol, C;H11N3sO3, Rhodia
Sulfato de prata, Ag.SO4, Merck
Tinidazol, CgH13N3SQO,, Pfizer

B. Solventes

Acetona, Merck

Agua desionizada (Desionizador Maxima Analytical MK3, Analitica)
Acetonitrila, Merck

Ciclohexano, Merck

Cloroférmio, Merck

Diclorometano, Merck
Dimetilformamida, Merck
Dimetilsulféxido, Merck

1,4-Dioxano, Merck

Etanol, Merck

Metanol, Merck

n-Hexano, Merck

n-Octanol, Merck

2-Propanol, Merck

Tetracloreto de carbono, Merck
Tetraidrofurano, Merck

Tolueno, Merck
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2. SINTESES
2.1 Sinteses dos complexos de Rug(ll,lll)
2.1.1 RUACET, Clorotetrakis(acetato) de Rux(lllll) : [Ruy(p-O,CCHs)4Cl]’

Em um balao de 2 bocas foram colocados 10 cm® de anidrido acético, 40 cm?®
de acido acético e 0,5045 g de LiCl e a solugéo foi agitada por 10min. Em seguida,
adicionou-se 4,9862 g de RuCl;.nH,O e a mistura foi refluxada por 24h sob
atmosfera de oxigénio e agitacdo magnética. A mistura resultante foi filtrada a vacuo
e o produto sélido lavado com acetona e secado sob vacuo durante 24h em
dessecador contendo cloreto de calcio e silica gel. Obteve-se um sélido marrom com

um rendimento de aproximadamente 75%.

2.1.2 RuAQUO, Hexafluorfosfato de bis(aquo)tetrakis(acetato) de Rux(ll,lll)
dihidratado : [RUz(H-OzCCH3)4(H20)2] PFs . 2H20,2

Adicionou-se o precursor [Ruz(u-O2CCH3)4Cl] (0,2542 g; 5,37 x 10™ mol) a
300 cm® de agua desionizada sob atmosfera de N, e agitacdo magnética. Apés 1h, a
mistura foi filtrada utilizando filtracdo simples e ao filtrado foi adicionada uma
quantidade estequiométrica de Ag.SO, (0,0836g; 2,68 x 10™* mol) dissolvido em 30
cm?® de agua desionizada. Observou-se a formagéo de um precipitado branco, AgCl,
o qual foi filtrado através de uma filtracao simples apds 1h de reacao sob atmosfera
de N,. Um excesso de Ag,SO, (0,0418g; 1,34 x 10 mol) dissolvido em 15 cm?® de
agua, foi adicionado para assegurar a remog¢ao de todos os CI e deixou-se reagir
por mais 30min. A mistura foi filtrada e ao filtrado foi adicionado NH4PFs (0,4755 g;
2,90 x 10 mol). Apds 30 min sob atmosfera de N, e agitacdo magnética, a solugdo
foi mantida em geladeira por 24h e depois concentrada reduzindo-se o volume de
agua por rotoevaporagéo a 38 °C, atée aproximadamente 25 cm®. A solugao final foi
mantida na geladeira e apds 48h de resfriamento, observou-se que o excesso de
NHsPFs havia precipitado. O soélido foi separado por decantagdo da solugao
sobrenadante e esta foi novamente resfriada na geladeira. Ap6és 5 dias, um

precipitado de cor laranja tinha-se formado. A mistura foi filtrada sob vacuo e o sélido
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secado sob vacuo durante 12h em dessecador contendo cloreto de calcio e silica

gel. O produto foi obtido com um rendimento de aproximadamente 70%.

2.1.3 Derivados nitroimidazolicos de tetrakis(acetato) de Rux(ILill): [Ruz(p-
O,CCH3;)4L;]PFs: RUMETRO (L = METRO); RuNIMO (L = NIMO); RuSECNI (L =
SECNI) e RuTINI (L = TINI)?

A sintese desta série de complexos foi efetuada com base na mesma
- metodologia para todos os casos. As quantidades dos reagentes de partida séo

mostradas na Tabela I1.1.1.

Metodologia.- Adicionou-se 0 [Ruy(u-O2CCH3)4(H20)2]PFs.2HO a 40 cm® de 2-
propanol, sob atmosfera de N, e agitagdo magnética. Ocorrida a dissolugao total do
aquo-complexo, adicionou-se o nitroimidazol dissolvido em 20 cm® de 2-propanol.
Deixou-se reagir por algumas horas sob atmosfera de N, e com agitagdo magnética.
O borbulhamento de N, permitiu ndo s6 manter a atmosfera inerte, mas também
ajudar a eliminar os vapores de 2-propanol, de modo tal que a reagao foi finalizada
quando o volume do solvente atingiu aproximadamente a metade do volume inicial.
Observou-se a precipitacdo de um produto amarelo para os quatro casos, que foi
filtrado a vacuo, lavado com 2-propanol e secado sob vacuo durante 10h em

dessecador contendo cloreto de calcio e silica gel.

TABELA 1l.1.1.- Quantidades e razées molares dos reagentes de partida
utilizados nas sinteses dos derivados nitroimidazoélicos de Ruy(ILIll) e
rendimento das mesmas.

COMPLEXO | RUAQUO | Ligante |Razdo Molar | Rendimento da Sintese
‘ | (massa, g) | (massa,g)| Rup:L | (%) =
RuUuMETRO 0,1000 0,0606 1:2,3 68
RuNIMO 0,0498 0,0365 1:2,1 74
RuSECNI 0,0501 0,0302 1:2,1 60
RuTINI* 0,0508 | 0,0398 ** 1:2,1 87

* O complexo RuTINI foi dissolvido em 40 mL de 2-propanol e mantido sob atmosfera de N, e com
agitacdo magnética até reducéo a metade do volume inicial. O complexo foi filtrado, lavado com 2-
propanol e secado a vacuo durante 10 horas em dessecador contendo cloreto de calcio e silica gel.

** Para o tinidazol que & menos solivel em 2-propanol do que os outros ligantes nitroimidazélicos
utilizou-se 30 cm® de solvente.
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2.2 Sinteses dos complexos de Rhy(ll,ll)
2.2.1. RhACET , Tetrakis(acetato) de Rhy(Il,ll), [Rhy(p-O2CCH3)4]*

Dissolveu-se RhCls.3H,0 (0,5000 g; 1,90 x 10 mol) em 10 cm® de EtOH e,
separadamente, acetato de sodio (0,6250 g; 7,62 x 10 mol), em 10 cm?® de acido
acético glacial. Ambas as solugbdes foram misturadas e mantidas sob atmosfera de
N2 durante 45min a uma temperatura de aproximadamente 65 °C. A mistura foi
filtrada em funil de placa porosa. O sélido isolado foi dissolvido em MeOH (100 cm?)
e esta solugdo refluxada durante 3h. A mistura resultante foi filtrada a quente em
papel de filtro e o MeOH removido por rotoevaporagado até a metade do volume
inicial. Esta solugéo foi mantida na geladeira durante 24h e o produto formado foi
filtrado e lavado com MeOH gelado e secado sob vacuo durante 10h em
dessecador contendo cloreto de calcio e silica gel. O produto é um sélido de cor

verde clara e foi obtido com um rendimento de aproximadamente 65%.

2.2.2 Derivados nitroimidazdlicos de tetrakis(acetato) de Rhy(ll,ll): [Rhy(u-
0,CCH;3)sL2): RhAMETRO (L = METRO); RhNIMO (L = NIMO); RhSECNI (L =
SECNI) e RhTINI (L = TINI) 55,

A sintese desta série de complexos foi efetuada com base na mesma
metodologia para todos os casos. As quantidades dos reagentes de partida séo

mostradas na Tabela 11.1.2.

Metodologia.- Dissolveu-se o [Rha(u-O2CCHs)s] em 25 cm® de MeOH. A esta
solucao, adicionou-se o nitroimidazol dissolvido em 20 cm® de MeOH, obtendo-se
uma solugéo de cor vermelha. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética durante
3h. Apé6s agitacdo, a solugdo foi concentrada por rotoevaporagao até
aproximadamente % do volume inicial. Depois foi mantida em geladeira por 48h e
transcorrido esse periodo, o produto vermelho (para os quatro casos) foi filirado a
vacuo, lavado varias vezes com MeOH gelado e uma por¢gdo de MeOH a
temperatura ambiente e, em seguida, secado sob vacuo por 10h em dessecador

contendo cloreto de calcio e silica gel.
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TABELA 11.1.2.- Quantidades (em gramas) e razées molares dos reagentes de
partida utilizados nas sinteses dos derivados nitroimidazélicos de Rh; (ll,ll) e
rendimento das mesmas.

'COMPLEXO | RhACET | Ligan:fe-.f; | Razéo Molar

RhMETRO 0,0505 0,1162 1:6 77
RhNIMO 0,0500 0,1540 1:6 85
RhSECNI 0,0504 0,1267 1:6 87
RhTINI 0,0506 0,1700 1:6 85

2.3 Sinteses dos complexos de Cu, (ll,11)

2.3.1. Derivados nitroimidazodlicos de tetrakis(acetato) de Cuy(llll): [Cux(u-
0,CCHj3)4L;]: CUMETRO (L = METRO); CuNIMO (L = NIMO); CuSECNI (L =
SECNI) e CuTINI (L = TINI)’.

A sintese desta série de complexos foi efetuada com base na mesma
metodologia para todos os casos. As quantidades dos reagentes de partida sao

mostradas na Tabela 11.1.3.

Metodologia.- Dissolveu-se o [Cuy(u-O2CCHs)4).2H20, CuACET, em 30 cm® de
EtOH pré-aquecido (até ebuligdo). Ocorrida a dissolugao total do precursor, foi
adicionado o nitroimidazol dissolvido também em 20 cm® do EtOH pré-aquecido.
Esta solucao foi mantida sob agitagdo magnética e concentrada por evaporagdo
lenta até aproximadamente 10 cm®. O sélido verde obtido para os quatro casos foi
filtrado sob vacuo, lavado com EtOH a temperatura ambiente e secado sob vacuo
durante aproximadamente 10h em dessecador contendo cloreto de calcio e silica

gel.
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TABELA 11.1.3.- Quantidades (em gramas) e razées molares dos reagentes de
partida utilizados nas sinteses dos derivados nitroimidazélicos de Cux(ll,ll) e
rendimento das mesmas.

‘COMPLEXO | CuACET Ligante |Razdo Molar | Rendimento da Sintese
(massa, g) | (massa,g)| CuxL | (%)

CuMETRO 0,4062 0,6021 1:35 60

CuNIMO* 0,2487 0,4254 1:3 60

CuSECNI 0,2491 0,3469 1:3 57

CuTINI 0,2495 0,4644 1:3 70

* A reducéo do volume da solugdo deste complexo foi feita por aquecimento a 60 °C e obtendo um
volume final de aproximadamente 5 cm®. Apés 12h em geladeira, o solido foi filtrado e lavado de
forma similar aos outros derivados nitroimidazélicos de Cuy(ll,Il).

3. TECNICAS DE CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS

3.1 Analises Elementares

Os complexos sintetizados foram analisados quanto ao contetdo de carbono,
hidrogénio e nitrogénio, utilizando-se um aparelho Perkin Elmer, modelo 2400 CHN.
As medidas foram realizadas no Laboratério de Analise Elementar da Central

Analitica do Instituto de Quimica-USP.
3.2 Testes de Solubilidade dos Complexos

A solubilidade dos complexos e dos ligantes nitroimidazoélicos foi determinada
qualitativamente utilizando-se os seguintes solventes: agua, metanol, etanol,

acetona, tetraidrofurano, dimetilsulféxido, acetonitrila, dimetilformamida, n-hexano,

tolueno, diclorometano, cloroférmio e 1,4 dioxano.
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3.3 Espectroscopia Eletronica

A. Em solugao:

Os espectros eletrdnicos dos complexos em solu¢ao na regido do UV-VIS
foram obtidos na regido de 190 — 700 nm num espectrofotdmetro Hitachi U-3000,
com lampadas de tungsténio (VIS) e deutério (UV), utilizando cubetas de quartzo de
caminho 6ptico igual a 1,0 cm.

Para o caso dos derivados nitroimidazoélicos de Cux(ll,Il): CuNIMO, CuSECNI e
CuTINI utilizou-se um espectrofotémetro Shimadzu, modelo UV-1650PC.

B. Em estado sélido:

Os espectros eletrénicos em estado soélido foram obtidos num
espectrofotometro Guided Wave, modelo 260, equipado com fibra éptica, na regido
de 350 — 1700 nm. Estes espectros foram obtidos no Laboratério de Quimica
Supramolecular do 1Q —USP, com a colaboragao da Dra. Anamaria D.P. Alexiou.

Para o complexo CuMETRO, o espectro foi registrado em um
espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-2401PC, adaptado com esfera integradora,
na regido de 200 a 800 nm, misturando o complexo com BaSO, e compactando
numa porta-amostra. O espectro de reflectancia foi convertido para o modo de
absorbancia por meio do algoritmo de Kubelka-Munk, utilizando o software do

préprio instrumento.

3.4 Medidas de Susceptibilidade Magnética

As medidas de susceptibilidade magnética foram realizadas utilizando o
Método de Faraday, numa balanga CAHN modelo DTL 7500 com campo magnético
de 1 Tesla. O padrao usado foi 0 Hg[Co(SCN)4], x = 16,44 x 10 unid. CGS Gauss™
a 20 °C e 6=+10°. As leituras de massa, da barquinha vazia, do padrdo e da
amostra, na auséncia e presenga de campo magnético, foram feitas em triplicata e
suas médias aritméticas utilizadas para os calculos.

Os valores das massas obtidas na balanga de CAHN na auséncia e presenca

de campo magnético dos complexos de Rux(ll,11l) sdo apresentados na Tabela 11.1.4.
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TABELA /1.1.4.- Massas do padrao e dos complexos de Rux(ll,111), de Rhy(ll,ll) e
de Cuy(ll,ll) na auséncia e presenca de campo magnético.

I MASSAS DOS COMPLEXOS
COMPLEXOS | AUSENCIA DE CAMPO | PRESENGA DE CAMPO
Mpadrio (mg) :mcomélexo (Mmg)| Mpadrao (MG) | Mcomplexo (MY)

RUuACET 42,6 38,6 448 40,6
RUAQUO 37,3 41,9 39,5 437
RUMETRO 42,6 41,4 44,8 42,8
RuNIMO 42,6 35,4 44,8 36,9
RUSECNI 426 41,2 44,8 42,7
RuTINI 42,6 40,6 44,8 42,0
RhACET 33,2 37,7 35,0 38,7
RhMETRO 33,2 36,5 35,0 37,5
RhNIMO 42,6 42,6 44,9 44,0
RhSECN| 33,2 36,8 350 37,8
RhTINI 43,0 42,4 43,3 436
CUACET 49,6 48,4 52,9 50,1
CuMETRO 49,6 44,1 52,9 456
CuNIMO 496 49,6 52,9 51,0
CuSECNI 49,6 50,4 52,9 51,8
CuTINI 49,6 39,9 529 41,3
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Os calculos dos valores de susceptibilidade magnética foram efetuados pelo

método de Faraday*? utilizando-se a expressao:

(Aa_mos a _-6) m adriao
amostra Kpadrio (A . —8) mpdr ..... (”1)

K

padréo amostra

Onde:
Kamostra: Susceptibilidade magnética por unidade de massa;

Kpadrao: 16, 44 x 10° unidades CGS Gauss™, a 20°C e 0 = +10°, correspondente ao

complexo utilizado como padrao: Hg[Co(CSN)4];

Mpadrao: Massa da barquinha contendo o composto padréo na auséncia de campo,

subtraindo-se a massa da barquinha na auséncia de campo;

Mamostra: Massa da barquinha contendo o composto amostra na auséncia de campo,

subtraindo-se a massa da barquinha na auséncia de campo;

Apadrio:  Massa da barquinha contendo o composto padrao na presenga de campo,
subtraindo-se a massa da barquinha contendo o composto padrdo na auséncia de

campo;

Aamostra: Massa da barquinha contendo o composto amostra na presenga de campo,
subtraindo-se a massa da barquinha contendo o composto amostra na auséncia de

campo;

d : massa da barquinha na presenc¢a de campo subtraindo-se a massa da barquinha

na auséncia de campo.

Uma vez determinado o valor da susceptibilidade magnética por unidade de
massa (xy), calculou-se a susceptibilidade magnética molar de acordo com a

seguinte equacao:
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KM = Kamostra

MM . (I1.2)
onde MM é a massa molar da amostra.

Em seguida determinou-se o valor da susceptibilidade magnética corrigida,
isto &, levando em consideragdo a contribuicdo diamagnética de ions e ligantes
presentes na amostra. Essas corre¢cdes foram estimadas pelas constantes de
Pascal’ e na Tabela 11.1.5 mostram-se os valores atribuidos para os ions e ligantes
em unidades CGS.

K'y = ¥y + Corregdes diamagnéticas ... (11.3)

TABELA 1I.1.5.- Contribuicio diamagnética de atomos
neutros, ions e ligantes nitroimidazolicos

- ATOMOS NEUTROS, | CONTRIBUICAO DIAMAGNETICA
_[ONS E LIGANTES | (x 10° unidades CGS)
Ru®* 23
cu® -11
CH5;COO" -30
Cr -23
F -9
P -26,3
H.O -13
Metronidazol -53,4
Nimorazol -95,3
Secnidazol -69,9
Tinidazol -76,4

O momento magnético efetivo pes, em Magnetons Bohr foi calculado pela
expressao:

e =284y xT (1.1.4)

onde T é a temperatura em Kelvin.
A partir do momento magnético efetivo calculou-se o numero de elétrons

desemparelhados :

Hg=+0n+2 L. (1.1.5)
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3.5 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (4000 — 400 cm™)

Os espectros nesta regido do infravermelho foram obtidos na Central Analitica
do Instituto de Quimica da USP. Um espectrofottmetro BOMEM MB-100 foi usado
para o caso dos acetatos de Rux(ll,lll) e de seus derivados com nitroimidazoéis. Para
o caso do acetato de Rhy(ll,Il) foi utilizado um espectrofotdometro Perkin Elmer
modelo 1750. Em todos o0s casos, as amostras dos complexos foram diluidas em

pastilhas de KBr.

3.6 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho Afastado
(500 — 190 cm™)

Estes espectros foram obtidos em um aparelho ABB Bomen, modelo MB 102,
utilizando-se suspensao dos compostos em Nujol colocadas entre placas de Csl.
Para registrar os espectros tanto dos complexos quanto dos ligantes, as
amostras foram preparadas de acordo com o seguinte procedimento:
1. Uma pequena quantidade de amostra foi colocada num almofariz de agata.
2. A amostra foi moida por aproximadamente 3 a 5 min com a finalidade de
uniformizar o tamanho dos gréos.
3. Colocou-se uma gota de Nujol e continuou-se moendo até que o soélido
estivesse uniformemente misturado com o 6leo mineral.
4. As placas de Csl foram tiradas do dessecador e limpas com um papel
umedecido em acetona.
5. Com a ajuda de uma espatula plana, transferiu-se uma pequena quantidade
da suspensao para uma das placas de Csl , tomando cuidado de nao riscar a
placa com a espatula. A segunda placa foi colocada acima da primeira e

ambas acomodadas num suporte de placas proprio do aparelho.
3.7 Espectroscopia RAMAN

Os espectros Raman foram obtidos em um equipamento Raman Renishaw
(modelo 3000), com sistema de detector CCD refrigerado (wright 600 x 400 pixels) e
microscépio metallrgico (Olympus). A linha de laser empregada foi de 632 nm e a

poténcia de 0,5 mW. Em todos os casos, os espectros foram obtidos para os
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compostos no estado sélido. Os espectros RAMAN foram obtidos no Laboratério de
Espectroscopia Molecular do 1Q-USP, com colaboragdo da Profa. Dra. Dalva L.

Araljo de Faria
3.8 Analises Térmogravimétricas

As curvas termogravimétricas (TGA) foram registradas em um equipamento
Shimadzu TGA-50. As amostras foram aquecidas em cadinho de platina a razao de
10°C min™ na faixa de Tamb — 900 °C sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL
min™"), para o caso dos complexos de Rux(IL1T) e de Rhy(ll,II) e atmosfera de ar para
o caso dos complexos de Rux(lllll) e Cuy(ll,ll). Os ligantes nitroimidazélicos foram
submetidos a esta analise utilizando-se tanto atmosfera de nitrogénio quanto

atmosfera de ar.
3.9 Medidas de Condutividade Molar

As medidas de condutividade foram realizadas com auxilio de um
condutivimetro Digimed, modelo DM-31, utilizando-se solugées de KCI como padréo
de referéncia. Uma solugédo padrao de KCl com conduténcia especifica de 1412,0
pScm™ e uma célula de constante k = 1,0 cm™ foram utilizada para medir a
condutividade de solugbes aquosas. Para solugdes nao-aquosas, foram utilizadas
uma solugdo padrao de KCI de condutancia especifica de 146,9 uS cm™ e uma
célula de constante k = 0,1cm™. As concentragées das solugbes aquosas € né&o-

aquosas dos complexos em estudo foram de aproximadamente 1 x 10~ mol dm™.
3.10 Estudos Eletroquimicos dos Derivados Nitroimidazoélicos de Rux(ll,lil)

Os estudos de voltametria ciclica foram feitos com um sistema da PARC,
instrumento da EG&G, que consiste de um potenciostato modelo 283 e uma cela
eletroquimica com um arranjo de trés eletrodos. Foram preparadas solugdes de
concentracdo 5,0 mmol dm™ dos complexos em acetonitrila (grau HPLC), contendo
perclorato de tetraetilaménio (TEACIO4) 0,1 mol dm>. Para as medidas foi
empregado o seguinte conjunto de eletrodos: platina como eletrodo de trabalho, fio

de Pt como eletrodo auxiliar e eletrodo de Ag/Ag+ como eletrodo de referéncia (E° = -
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0,503V vs EPH). Todas as medidas foram feitas sob atmosfera de argénio. Os dados
foram processados através do software ECHEM, versao 4.30. O comportamento
espectroeletroquimico foi monitorado combinando-se um espectrofotémetro diode-
array Hewlett-Packard modelo 8452A com um potenciostato da PARC modelo 173.
Um eletrodo de trabalho (minigrid de ouro) e um microeletrodo auxiliar de platina vs
um microeletrodo de referéncia de Ag-AgNO; foram empregados para realizar estas
medidas. A cubeta de quartzo utilizada possuia caminho 6ptico de 0,025 cm. Neste
caso, os complexos de ruténio estudados foram dissolvidos em CH3;CN (2,0 mmol
dm™®) contendo 0,10 mmol dm™ de TEACIO,. Os estudos eletroquimicos foram feitos
no Laboratério de Quimica Supramolecular do 1Q — USP, com a colaboragao da Dra.

Izilda Bagatin
3.11 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica, EPR.

Os espectros de EPR foram registrados em um espectrofotdbmetro EPR da
BRUKER, modelo EMX, operando na banda X (v = 9,33 GHz) com poténcia de 20
mW. As medidas foram feitas com amostras no estado sélido e a temperatura
ambiente. Como porta-amostras utilizou-se um tubo de polietileno de 2 mm de largura
e aproximadamente 4 cm de comprimento, selado de ambos os lados e colocado
num suporte de vidro. DPPH (oo’ -difenil--picrilhidrazil) foi usado como calibrador de
frequéncia (g = 2.0036). Os espectros de EPR foram obtidos em colaboragdo com o

Dr. Wendel A. Alves e a Prof. Dra. Ana Maria Da Costa Ferreira.

3.12 Medida da Susceptibilidade Magnética em Fungidao da Temperatura dos

Derivados Nitroimidazoélicos de Cuy(lL,ll).

As medidas da susceptibilidade magnética a temperatura variavel das
amostras em estado soélido (policristalinas) foram feitas com um magnetémetro
SQUID, trabalhando numa faixa de 30 - 300 K e um campo de 500 Oe. As corregdes
diamagnéticas foram estimadas utilizando as constantes de Pascal. Estas medidas
foram efetuadas em colaboragdo com o Dr. Armando Paduan Filho do Instituto de
Fisica da USP.
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3.13 Acompanhamento Espectroscépico da Estabilidade dos Derivados

Nitroimidazoélicos de Ruy(ll,111).

A estabilidade dos complexos em solu¢des aquosas, mantidas a 37°C em
banho-maria durante 12h, foi monitorada através dos espectros eletrdnicos (350 —
700 nm) registrados num espectrofotdometro Shimadzu, modelo UV-1650PC.

As concentragbes das solugbes dos complexos para as quais foi medida a
estabilidade, correspondem as concentragées citotoxicas (ICso) obtidas nos ensaios

de citotoxicidade destes compostos e sdo mostradas na Tabela 11.1.6.

TABELA 11.1.6.- Concentragoes das solucodes
aquosas dos derivados nitroimidazélicos de Ru(ll,llI)
utilizadas no teste de estabilidade a 37 °C.

'COMPLEXO | CONCENTRAGAO (mol dm?)

RuAQUO 0,76 x 107
RuMETRO 1,20 x 10°°
RuNIMO 4,30 x 10*
RuSECNI 4,20 x 107
RuTINI 2,50 x 107

3.14 Ensaios de Particao dos Derivados Nitroimidazélicos de Ruy(ll,lll) e

Cus(IL,I1) em n-octanol / agua'®.

1. Foram preparadas solugbes dos complexos que correspondem a
concentracdo do ICsy (concentracdo citotdxica) determinada nos ensaios de
citotoxicidade (Tabela 11.1.6).

2. Foram obtidos os espectros eletronicos destas solugbes iniciais, com a
finalidade de se estabelecer o comprimento de onda para leitura das absorbancias
iniciais e finais utilizando um espectrofotdbmetro Shimadzu, modelo UV-1650PC e
cubetas de quartzo de caminho éptico igual a 1,0 cm.

3. Foram colocados 1,5 cm® de cada solugao em tubos de vidro de base plana
de 50 cm® de capacidade. Este ensaio foi feito em duplicata para cada solugao.

4. A cada tubo foram adicionados 20 cm® de octanol preparado para o ensaio*

e os tubos foram imediatamente selados.
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* O octanol foi misturado com agua desionizada numa relagéo 1:1 (v/v) e deixado em banho-maria a 23
°C sob agitagdo magnética durante 12h, de forma que este solvente ficasse saturado com agua,

mantendo dessa forma um equilibrio agua-octanol.

5. As fragbes aquosa e organica foram misturadas utilizando agitagao
magnetica, durante 1h em banho-maria a 23 °C.

6. As misturas foram entao deixadas em repouso por 30 min para a separagéo
das fases.

7. Apds esse tempo, o extrato organico foi extraido quase totalmente com
auxilio de pipeta automatica de 5 cm®, e logo depois o extrato aquoso foi extraido com
uma pipeta Pasteur e colocado num eppendorf de 1,5 cm®.

8. O extrato aquoso foi centrifugado durante 5 min a 15000 rpm em centrifuga
Hitachi CF 15D2. Com esta centrifugagao os residuos de extrato organico podem ser
muito bem separados do extrato aquoso.

9. Registrou-se entdo os espectros eletrbnicos de cada um dos extratos
aquosos e organicos, sendo as absorbancias medidas nos comprimentos de onda
estabelecidos inicialmente.

10. Os resultados finais (%Cro) sd0 expressos como a porcentagem de
composto que passou para a fase organica, calculada com base na diferenga entre as

absorbancias inicias e finais medidas num mesmo comprimento de onda:

Abs, inicial — Abs, final X

— 100 .. (11.6)
Abs, inicial

%Cra = %composto em fase aquosa =

%Ceo = % composto em fase organica=100-%Crn, ... (I1.7)
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Capitulo 11.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ru,(ILIII)

1. Sinteses

O primeiro relato de sintese de um tetracarboxilato de diruténio foi feito em
1966 por Stephenson e Wilkinson', que obtiveram espécies de valéncia mista de
formula [Ruz(u-O,CR)4CIl], R = CHs, CsHs, CsHy, refluxando RuCl3.3H,O numa
mistura do acido carboxilico e do anidrido correspondente. A sintese foi melhorada
em 1973 pelo grupo de Wilkinson?, adicionando LiCl e borbulhando Og(g Na mistura
de reagao, o que resultou num aumento do rendimento .

Para a sintese do precursor [Rux(u-O,CCH3)4Cl] utilizamos esse ultimo
método com o qual obtivemos bons resultados em relagdo ao rendimento (75%) e
pureza do complexo (Calculado para Ruy;CgOgH12Cl; C:20,28%; H: 2,55%.
Experimental; C:20,27%; H: 2,60%).

O aquo-complexo contendo PFs” como contra-ion foi preparado de acordo
com a metodologia descrita na literatura®. A espécie [Rua(u-O2CCHa3)4(H20)2]", foi
obtida a partir do composto [Ruz(u-O.CCH3)4Cl]. Por remogao dos ions CI" com Ag*
em meio aquoso, as posi¢des axiais ficam livres para a coordenagao das moléculas

de agua, de acordo com a equagao abaixo:
[RUZ(H-OchH3)4C|](aq) + Ag+(aq) + 2H20(;) — > [Ru2(u‘OZCCH3)4(H20)2]+(aq) + AgCI(s) (”211)

Pela adi¢gao de NH4PFg, 0 composto [Ruz(u-02CCH3)4(H20)2]PFs foi isolado.

Os resultados de anadlise elementar sao coerentes com a presencga de duas
moléculas de agua de hidrata¢ao: [Rua(in-O2CCHj3)4(H20)2]PFe.2H20 (Calculado para
Ru,Cg042H0PFe; C: 14,66%; H: 3,08%; Experimental; C:14,68%; H: 2,85%). O
rendimento foi de 70%.

Na sintese do aquo-complexo, tentamos utilizar também o contra-ion BPhy,

3458 ‘mas o sélido obtido

seguindo os procedimentos mais utilizados na literatura
sofreu algum tipo de decomposi¢édo, mudando de cor apds a secagem sob vacuo.
Para a sintese dos derivados de tetrakis(acetato) de diruténio (ll,1ll) com
ligantes nitroimidazélicos, empregamos metodologias semelhantes as que foram
reportadas por Vamvounis ef al.®, para derivados com outros ligantes N-doadores,
que também foi usada por Cooke et al.’, na sintese de derivados de uréia e tiouréia,

e por Gilfoy et al.® para derivados com ligantes S-doadores.
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O primeiro derivado que sintetizamos foi o complexo com metronidazol, de
formula [Ruz(u-O2CCH3)s(METRO),]PFs.H2O, cujas analises elementares séo
mostradas na Tabela 11.2.1.1.

A sintese desse derivado foi efetuada utilizando também o contra-ion BPhy,
mas o complexo isolado apresentou-se instavel. Uma outra tentativa foi realizada
utilizando o contra-ion CI, com base nos trabalhos de Barral® e Gangopadbyay10 que
sintetizaram derivados com piridina € adenina respectivamente, mas parece que o
CI" é um contra-ion muito pequeno para precipitar o complexo. A Ultima tentativa foi
utilizar o contra-ion SO4%, em que primeiramente trocou-se o anion, obtendo-se o
complexo  [Rux(u-0O2CCH3)s(H20)2]SO4 dissolvido em  solugdo aquosa® e
posteriormente fez-se a reagdo com o metronidazol, mas os resultados nao foram
satisfatérios.

Com base nesses experimentos o contra-ion PFg foi entdo selecionado para
a sintese de todos os derivados nitroimidazolicos de férmula: [Rua(u-
0,CCH3)4(L)2]PFs em que L & um ligante nitroimidazolico.

Os dados das analises elementares sdo coerentes com uma série de
tetra(acetatos) nao-poliméricos de Ruy(lllll) com ligantes axiais N-doadores
contendo PFg" como contra-ion. Estes primeiros resultados, obtidos no inicio do
trabalho foram muito bons ja que na literatura tinha sido reportado que ligantes N- e
P- doadores enfraquecem a ligagdo multipla Ru-Ru tornando a gaiola susceptivel a
conversao, na presenca de ligantes como imidazol e 1-metilimidazol, em espécies p-
oxo do tipo [Ruz(pu-0)(u-02CR)1* 1213 A manutencdo das estruturas dimetalicas
no nosso caso foi confirmada empregando-se diversas técnicas, cujos resultados

sdo descritos adiante.

TABELA 11.2.1.1.- Analises elementares dos derivados nitroimidazolicos

de Rug(ll,N).
[ COMPLEXOSDE T CALCULADO | EXPERIMENTAL
: Ru (11,1 C(%) H(%) N(%) | C(%) H{%) N{%)

[Rua(u-0,CCH3)4(METRO),]PFs.H,O | 25,46 3,42 8,91 | 25,66 3,18 8,88

[Ru(p-0,CCH3)4(NIMO),|PFs 30,15 3,89 10,82 | 30,08 3,79 10,97
[Rua(p-O,CCH3)a(SECNI),]PFg 27,71 3,69 8,81 | 27,44 3,46 8,81
[RU,(p-O2CCHa)a(TINI),]PFg 26,75 3,55 7,80 | 26,66 3,62 7,63
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2. Testes de Solubilidade dos Complexos

As solubilidades dos acetatos de Ruy(lllll) e de seus derivados
nitroimidazoélicos foram testadas qualitativamente, a temperatura ambiente, em
diferentes solventes e comparadas com as solubilidades dos ligantes

nitroimidazélicos isolados (Tabelas 11.2.1.2 e 11.2.1.3).

TABELA 1.2.1.2.- Solubilidade dos ligantes nitroimidazoélicos

SOLVENTES | METRO | NIMO [ SECNI | TINI

Agua
MeOH
EtOH
Acetona
THF
DMSO
Acetonitrila
DMF

Hexano

SR/ B /) B R B/ B/ I 7}
RO /- B /> B ¢ TR /2 B 7 B /> B ¢/ B

SR 7 B > R/ T / B I B I /]

Tolueno i

©
w

Diclorometano p.s.

Cloroformio p.s.

w n n w
(7]
. n o

1,4 dioxano p.s.

s = soltvel, p.s. = pouco sollvel, i = insoltvel
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TABELA 11.2.1.3.- Solubilidade dos complexos de Rux(ll,lIl)

RuMETRO | RuNIMO | RUSECNI | RuTINI

Agua p.s. s s s s p.s.
MeOH p.s. S s S s S
EtOH i s s s s S
Acetona i S s S s s
THF i s s s s s
DMSO i s s S S S
Acetonitrila p.s. s s s s s
DMF i s S S S S
Hexano i i i i i i
Tolueno i p.s. i i i i
Diclorometano i p.s. s s [ S
Cloroférmio i ] s s p.s p.s.
1,4 dioxano i p.s S s s p.s.
s = soluvel; p.s. = pouco soluvel; i = insoltvel

Pelos resultados mostrados nestas tabelas podemos observar que os
derivados nitroimidazélicos de Rux(ll,lll) sdo soliveis na maioria dos solventes
testados apresentando certa semelhanca com as solubilidades dos nitroimidazois
livres. A entrada destes ligantes nas posigdes axiais do centro [Rua(u-O2CCHs)a]"
contribui para aumentar a solubilidade dos complexos em solventes menos polares,
em relagdo ao aquo-complexo [Ruy(pu-O,CCH3)4(H20)2]PF6.2H,O e ao precursor
[Ruz(pn-O2CCH3)4Cl]. Como a baixa solubilidade desse ultimo pode ser atribuida a
sua estrutura polimérica, € possivel dizer que os derivados nitroimidazoélicos que
apresentam maior solubilidade, nao devem exibir estruturas poliméricas, mas sim
diméricas do tipo [Ruz(u-O2,CCHa3)4(L)2]PFe.
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3. Espectroscopia Eletronica

A. Estrutura Eletronica e Espectros de Absorcao dos Tetracarboxilatos de
Ru(ll,1).

Os carboxilatos de Ruy(lllll) pertencem a uma importante classe de
complexos dimetalicos de formula geral MaLs (simetria D4p), onde as ligagées M-M
podem variar desde simples até quadruplas. Estas ligagbes ocorrem somente com
metais de transigao e sao resultado do recobrimento dos orbitais d. Na figura 11.2.1.1
sd0 mostrados os possiveis recobrimentos entre os conjuntos de orbitais d (dz2, dxz,
dyz e dxy) de dois atomos metalicos. Os orbitais dx>y? interagem principalmente

com os orbitais dos ligantes tendo pouco efeito sobre a ligagdo M-M'*.
ot cfoee
oSed
"= — |88
83

e — 5 3B Z"”:”"
%%] lyz - dyz

Energia, u.a.

dxz - dxz

g — o ctocdo dz’ - dz?

FIGURA 11.2.1.1.- Esquema simplificado dos orbitais moleculares &, n e  para
dois conjuntos de orbitais d em atomos metalicos adjacentes para sistemas
LsM — ML4, considerando o eixo z como eixo internuclear'’.

Essas interagdes dos orbitais d permitem que dois atomos metalicos formem
um orbital molecular o, dois orbitais moleculares = e um orbital molecular & ligantes.
Em geral as energias dos orbitais aumentam na seguinte ordem:

c<m<P<d<n*<c”

Esta descricao simplificada, embora seja pedagogicamente aceitavel, ndo
leva em consideragdo as interagées com os orbitais dos ligantes. Os valores de

energia dos orbitais o, =«, 8, 8*, n* e ¢*, podem depender do comprimento da ligagdo
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M-M e também podem ser influenciados pelo tipo de metal, seu estado de oxidagao
e pela natureza dos ligantes equatoriais e axiais'®.

Para sistemas d*-d* do tipo MaLg (D4n)", oito elétrons preenchem o conjunto
de orbitais ligantes o, n € 8, mostrado na figura 11.2.1.1, resultando numa ligacdo de
ordem 4,0. Se houver mais de oito elétrons, serd necessario colocar os excedentes
nos orbitais antiligantes, o que abaixa a ordem da ligagdo'.

No caso dos compostos de Rux(ll,lll) com ponte carboxilato, o nimero de
elétrons com os quais seréo preenchidos os orbitais ligantes e antiligantes € onze.
Portanto, com oito elétrons ligantes e 3 antiligantes, a ordem de ligagao deve ser de
5/2 = 2,5. Isto esta de acordo com as distancias Ru-Ru, de aproximadamente 2,28 A,
observada para esse tipo de complexos. Logo, de acordo com a ordem dos orbitais
moleculares da figura 11.2.1.1, seria esperada uma configuragéo: ¢° n* 82 §*2 n*', com
um elétron nao-emparelhado para esse sistema. Entretanto, dados experimentais
mostram que ha trés elétrons ndo-emparelhados ™.

1.'® utilizando calculos SCF-Xa-SW para as

Estudos feitos por Norman et a
espécies [Rux(u-O2CH)4l, [Rux(u-O2CH)4" e [Rux(u-O2CH)4Cl] (figura 11.2.1.2)
permitiram postular a seguinte configuracado eletrénica para os carboxilatos de
Rua(ll, 1) o2 nc* 82 2 §*1,

A ordem de energia 8" < n* que seria esperada se a ligacdo M-M fosse de
natureza totalmente metalica ndo ¢é observada neste caso. Como ha um
deslocamento de energia dos niveis 4d em relagao aos niveis dos ligantes e também
uma influéncia dos ligantes equatoriais, e em menor extensédo dos ligantes axiais,
ocorre uma inversao na ordem, ficando: n* < &*. Norman'® enfatiza que a principal
contribuicdo para inverséo € o fato dos orbitais 6* interagirem significativamente com
os orbitais dos ligantes carboxilatos, o que ndo acontece com os orbitais n*. A
influéncia dos ligantes axiais € oposta aquela dos carboxilatos, mas o efeito é
menor. Pode-se observar na figura 11.2.1.2 que com a introdugéo dos ligantes axiais
CI', diminui a separagao &* - n*, porém néao & possivel prever se a ordem inverte
novamente, pois essas mudangas sdo energeticamente bastante pequenas.

2 n* 8% n*2 §*' &, portanto, favorecida devido 3

A configuragao eletrénica o
proximidade de energia dos orbitais ©* e &* (que sdo aproximadamente

degenerados) e é coerente com o fato dos carboxilatos de Ruy(ll,11l) apresentarem
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trés elétrons desemparelhados. Estid et al.”™, utilizando calculos ZINDOS/MRCI

confirmaram esses resultados quando estudaram as mesmas espécies.

Ruz(0,CHI ¢ [Ru,(0,CHY)" [Ru,(0,CH),C1,)
Spin ¢t Spin ? Spin }
o r - — e
-0.10 - S . — 8y, !
rl'Ru:le— 6a,, —"'/ {
" 6 ’ t
(- “2.,‘ '," v i
N .;“;u._,.. T ]
o T o
-0.20 |- ?r'?’n‘s,"‘t\ —
~\‘:s“\ ---6:\#2qu ’/ 2b|'
~2by Ao I IIS T T 6y 26y, 4 ¢ 7a
6 —2by S¢ T Ru-cle™—1a, 6oy HEZ---~ ""'25;0
- e e T
T L S T
Ge, - ~-...RuzCle—sa?, 25,
- d — — —
0.30 - =sa, — —Se,
=—5e, > ~. —_— —_—
s=35, = -an
se, — == e |
p— - 3%!‘ --“3.. ———ew-- .“’, l
By T TTTmmmeeee ——day,
_—‘a|'- —_— ———
<040+ a3y — o ——eee v —S5a,

FIGURA 11.2.1.2..- Diagrama de Energias dos Orbitais Moleculares, calculadas

pelo método SCF-Xa-SW, para os complexos [Ruy(O.CH)4s], [Ruz(O2.CH)i]" e
[Ru(02CH)4Cl,] 192,

A degenerescéncia presente nestes complexos de valéncia mista pode ser
afetada, contudo, pela substituicdo dos quatro ligantes-ponte acetato no [Rua(u-
0,CCH3)4Cl] pelo ligante 2-amino-4,6-dimetilpiridina®. Nesse caso resulta numa
configuracdo eletrénica o? n* 52 n*°, onde o orbital 5* é agora desestabilizado em
relacéo ao n*, havendo um lnico elétron desemparelhado.

O espectro de reflectancia difusa do [Rux(u-O,CCH3)4Cl], primeiramente
estudado por Clarck e Franks?', mostrou duas bandas: uma de maior intensidade em
460 nm e outra de menor intensidade em 560 nm. Esse mesmo composto em

solugdo, sé apresenta a banda mais intensa, em 425 nm. Essas bandas foram
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originalmente atribuidas a transigdes &(Ruz) — 5*(Ruz), mas posteriormente, com
base em calculos feitos por Norman'®, atribuiu-se a banda mais intensa a uma
transi¢cdo n (Ru-O, Ruy) — n*(Ruy), atribuigdo essa que é aceita até hoje (Tabela
11.2.1.4).

TABELA 1.2.1.4.- TransigoOes Eletronicas observadas para o

[Ruz(p-02CCH3)4CIT>
Comprimentode | Calculadopor | . . 4 o ] ,
‘Ondaobservado | Noman[19] | Atribuigho | Regrade | Referancia
323 - 7 (Cl) - 7* (Rup) - 25
445 435 n(0) - ©* (Ruy) X,y 19, 22
405 n(0) — &* (Ruy)
450 - n(Ru-O,Ruy) - c*(Ru-0)|  x,y 25
475 - 460 503 n(Ru-O,Ruz) = 7 *(Ruy) z 19, 21-24
425 (solugao)
568 — 562 535 o(Ru-Cl) > 1 *(Ruy) X,y 19, 21,22
571 - §*(Ru,) > ¢*(Ru-O) 25
n*(Ruz) - 6*(Ru-0)
629 - 8 (Rup) — m *(Ruy)
1110 - 962 1163 - 1136 & (Rup) — & *(Ru,) z 19, 24, 26
1000 (solucédo)
1450 -- n*(Ruz) = 8*(Ru,) X, Y 24

Duas bandas observadas para esse complexo em solugédo, no infravermelho
proximo, em 960 e 1110 nm, foram tentativamente atribuidas por Norman® as
transigdes 6(Ruz) — 8*(Ruz) (bzg — biy) e 8(Ruzy) — n*(Ruz) (bg — ey
respectivamente. Um ano mais tarde, Martin et al.?®, estudaram o espectro de
monocristal polarizado do composto [Ruz(n-O2,CCH3)4Cl], confirmando algumas das
bandas previstas por Norman et al. para o complexo [Ruy(u-O2CCH3)4Clo]. Em
particular, eles observaram a banda polarizada em z (permitida por dipolo) ao redor
de 476 nm e uma outra banda fraca em 562 nm, polarizada em x,y (permitida por
dipolo), a qual foi atribuida a uma transi¢do o(Ru-Cl) — & *(Ruy) (az — €g) (Tabela

11.2.1.4).
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Estudos posteriores de Clarck e Ferris®, utilizando a técnica de Raman
Ressonante, confirmaram que a banda em 476 nm polarizada em z (permitida por
dipolo), era devida a transi¢ao = (Ru-O, Ruy) - n* (Ruy).

Estudos feitos por Miskowski et al.?’ confirmaram a atribuicdo da banda em
1110 nm a transi¢do 8(Ruz)— 6*(Ruz). Uma nova banda em 1450 nm polarizada no
eixo x,y (proibida por spin), foi atribuida a transi¢ao = (Ruz)— 8*(Ruz). Estes mesmos
autores, fazendo estudos do espectro de monocristal dos complexos [Rux(p-
02CCH3)4Cl], [Ruz(p-O2CCaHs)4Cl e [Ruz(n-0,CCoHs)4Br] em baixas temperaturas
(8 — 15 K) atribuiram a banda intensa em ~ 560 nm a transi¢cdo =*(Ruz) - ¢* (Ru-
0)%.

A figura 11.2.1.3 mostra os espectros eletrénicos UV-VIS do cloro-complexo
RUACET e do aquo-complexo RUAQUO em solugdes aquosas obtidos no nosso
trabalho. O espectro do primeiro apresenta a banda caracteristica da transigao n(Ru-
O, Ruz) > n*(Ruz)'® em 424 nm. O espectro do aquo complexo é similar ao do
RUACET apresentando a banda correspondente a transigcao n(Ru-O, Ruy) — 7*(Ruy)
no mesmo comprimento de onda. Estes resultados estdo de acordo com os
apresentados por Drysdale®, onde essa banda aparece em 430 nm no espectro do
aquo-complexo. A semelhanga entre esses espectros indica que a espécie presente
em solugdo € a mesma em ambos 0s casos, ou seja, o ion complexo [Ruz(u-
0,CCHa)4(H20),]" no qual duas moléculas de agua estdo axialmente coordenadas

ao nticleo Rua(ll,111)%.
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RuACET
424
Abs 4
6. 0808 v T T T T T T T T T 4 T T
409.00 589.08 600.00
300.00 768.08 nmn
1.nnn
RuAQUO
424
Abs A
8.808 —T—— 7]
400.00 560.00 600.00
308.00 700.00 nn

FIGURA 11.2.1.3.- Espectros eletrénicos em solugio aquosa 1,0 x 10° mol dm™
dos complexos RUACET e RUAQUO.
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B. Espectros de Absorcao dos Derivados Substituidos de Rux(lllll) com

Nitroimidazéis.

Nesta tese nés trabalhamos com ligantes axiais 5-nitroimidazoélicos que sao
espécies N-doadoras, onde as diferengcas nas suas estruturas apresentam-se
principalmente na auséncia ou presencga do grupo 2-metil € no grupo substituinte R1
no N1 do anel imidazélico (figura 1.5).

Os espectros eletrdnicos dos derivados substituidos [Ruz(u-O2CCHs)4(L)2]

sao apresentados a seguir.

B.1. Espectros dos complexos em solug¢do :

Os espectros eletrénicos dos ligantes nitroimidazélicos em solugdo sao
apresentados nas figuras /.2.1.4 e 11.2.1.5. Os espectros dos acetatos de Ru(ll,lll) e
de seus respectivos derivados nitroimidazélicos sdo mostrados nas figuras //.2.1.6 -
11.2.1.9. A Tabela /1.2.1.5 apresenta os comprimentos de onda maximos e as

absortividades molares estimadas a partir destes espectros.
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1.508
METRO
320
nbs.
233
77—
2p0.00 250.88 300.00 3598.00
196.69 508.00 om
0.608
NIMO
305
AbS 4
227
8.8004—Ff—mr——r—————r—r— 71—
290.00 250.00 306.00 359.00
196.00 466.00 nR

FIGURA 11.2.1.4.- Espectros eletronicos em solugido aquosa dos ligantes :
metronidazol (1,0 x 10 mol dm™) e nimorazol (0,5 x 10* mol dm™).
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8.698
SECNI
320
fibs
230
8.000—— T — T
280.00 250.80 300.00 350.00
190.00 400.00 nn
08.600
TINI
318
fibs -
231
8.880y—7————— 1 "+ T [ T 7 [
208.00 258.80 300.98 356.88
198.80 408.08 am

FIGURA 11.2.1.5.- Espectros eletronicos em solugao aquosa dos ligantes
secnidazol (0,5 x 10* mol dm™) e tinidazol (0,5 x 10 mol.dm™).
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319

234

fbs

T T T T T T T T T —T T T T T T T
200.00 250.900 306.00 350.08
199.00 400.00 nm

1.000

423

Abs A

e L o o o e e L a E e e e e Eat e LA
400.09 450.00 500.00 550.008 600.08 650.08
350.00 700.80 nm

FIGURA 11.2.1.6.- Espectros eletronicos do complexo RUMETRO em solugao
aquosa : (a) 0,5 x 10 mol dm™; (b) 1,0 x 10 mol dm™.
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300

238

Abs

T T — T T T T T T T —
268.88 250.90 306.60 350.68
198.00 400.089 nm

1.008

Rbs -J

421

LN S S S S S S B B St e e e e S B S LI S e e R S s s p B
400.00 450.08 500.00 550.60 600.60 650.00
350.00 700.00 nn

FIGURA II.2.1.7 - Espectros eletronicos do complexo RUNIMO em solugao
aquosa : (a) 0,5 x 10 mol dm; (b) 0,5 x 10~ mol dm™.
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FIGURA 11.2.1.8.- Esyectros eletrénicos do complexo RuSECNI em solucao
aquosa : (a) 0,5 x 10 mol dm™; (b) 0,5 x 10° mol dm*,
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FIGURA 11.2.1.9.- Espectros eletronicos do complexo RuTINI em solugao
aquosa : (a) 0,5 x 10 mol dm’; (b) 0,5 x 10 mol dm™.
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TABELA 11.2.1.5.- Comprimentos de onda na regiao UV-VIS dos ligantes e dos

complexos de Ruy(ll,llI).

Ultravioleta*

Visivel

Compostos | Solvente Conc.x1g“‘ Anm (elem mol'dm® | Conc. x10° [ aA/nm (s/em 'mol 'dm’
mol dm x 10°%) mol.dm’ x 10°%)
METRO Agua 1,0 320(9,06), 233"
MeOH 0,5 311(8,95), 230"
NIMO Agua 0,5 305(7,75), 227"
MeOH 0,5 297(6,97), 228"
SECNI Agua 0,5 320(8,62), 230"
MeOH 0,5 312(8,65), 225"
TINI Agua 0,5 318(8,93), 231"
MeOH 0,5 310(9,07), 227"
RUACET Agua 1,0 424 (0,54)
ACN 0,5 456 (1,18)
RuAQUO Agua 1,0 424 (0,63)
MeOH 0,1 296™" 267", 240" 1,0 426 (0,42)
ACN 0,5 438 (1,15)
RUMETRO Agua 0,5 319(16,15), 234" 1,0 423 (0,70)
MeOH 0,5 318(19,31), 238" 1,0 427 (0,83)
ACN 0,5 437 (1,11)
DICL 1,0 434 (1,11)
TOL suspensao - 427" ()
RuNIMO Agua 0,5 300(14,88), 238 *" 0,5 421 (0,67)
MeOH 0.5 294(13,67), 238 1,0 426 (0,75)
ACN 0,5 435 (1,13)
RUSECNI Agua 0,5 319(15,04), 241" 0,5 423 (0,63)
MeOH 0,5 310(16,93), 238 *" 1,0 426 (0,77)
ACN 0,5 438 (1,05)
RuTINI Agua 0,5 317(16,25), 237" 0,5 423 (0,72)
MeOH 0,5 309(16,51), 238 " 1,0 427 (0,77)
ACN 0,5 439 (1,10)

* todos apresentam uma banda pouco definida ao redor de 200 nm;

" ombro

B.2 Espectros dos complexos no estado sélido :

Os espectros eletrénicos na regidao do infravermelho préximo dos acetatos de

Rux(Il,1ll) e de seus derivados nitroimidazoélicos no estado sélido sdo mostrados na
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figura 11.2.1.10. A Tabela 11.2.1.6 mostra os comprimentos de onda obtidos a partir

destes espectros.
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FIGURA 11.2.1.10.- Espectros eletronicos na regiao do infravermelho
proximo dos complexos RUACET, RUAQUO, RUMETRO, RuNIMO, RuSECNI

e RuTINI, no estado sélido.
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TABELA 11.2.1.6.- Comprimentos de onda maximos
observados na regidao do infravermelho préoximo para os
complexos de Rux(ll,lll) no estado sélido.

RUACET 1099
RUAQUO 1000
RUMETRO 1012
RuNIMO 1000
RUSECNI 1010
RUTINI 1007

B.3 Atribuicao das bandas :

A banda observada na regido de 290 a 320 nm nos espectros de todos os
complexos de Ruy(Il,11l) com nitroimidazéis (Tabela 11.2.1.5) também aparece para os
ligantes livres e pode ser atribuida a uma transi¢ao intraligante (IL). Porém, como os
valores de absortividade molar desta banda aumentam com a complexacao (Tabela
11.2.1.5) uma transigcéo de transferéncia de carga ligante-metal (TCLM) n&o pode ser
totalmente descartada. Miskowski et al.?® observaram a existéncia de uma transigao
TCLM para o complexo [Ruz(u-(O2CPr)4Cl], envolvendo, neste caso, o ligante axial
cloreto. De qualquer modo, a presenc¢a desta banda para os nossos complexos é
indicativa de que os nitroimidazéis mantém-se coordenados quando os derivados
substituidos [Ruy(p-O2,CCHs)4L5] séo dissolvidos em agua ou metanol

A partir dos espectros eletrénicos dos complexos em solugao e dos resultados
apresentados na Tabelé 11.2.1.5, podemos observar que os carboxilatos de Rux(ll, 1)
apresentam uma banda caracteristica em 424 nm, que pode ser atribuida a transicéo
©(Ru-O, Ruz) » 7*(Ruy)'®. Nos derivados substituidos, apesar da presenga do
nitroimidazol na posicao axial, esta banda nao mostra grandes mudangas em
relagdo aos comprimentos de onda e as absortividades molares estdo na faixa de

420 — 1180 cm 'mol'dm?. Os ligantes nitroimidazdlicos, por tanto, ndo tém influéncia
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na transicdo n(Ru-O, Ru,) — n*(Ru), o que ja era esperado desde que o ponto de
ligagdo das moléculas nitroimidazoélicas € o nitrogénio que ocupa a posicao trés do
anel imidazoélico N(3). Embora haja algumas diferengas nas estruturas dos
nitroimidazois utilizados, o ambiente ao redor dos ions de Ru®® & muito semelhante
para todos 0s nossos complexos.

Drysdale et al.> verificaram que a transicdo n(Ru-O, Ruy) — n*(Ruy) ndo & sensivel a
forca doadora do ligante axial para derivados do tipo [Rux(u-O2CCH3)4l2]PFs, em
que L = DMSO (A = 421 nm); H,O e DMF (A = 430 nm). Embora o DMSO seja o
ligante de maior forga doadora, os orbitais 6* e n* ndo sao perturbados o suficiente
para afetar a ordem de suas energias. Comparando a influéncia dos ligantes axiais
CI e H,0, para os compostos: [Rua(u-O2CH)4Clo]” e [Rha(u-02CH)4(H20),]", esses
autores observaram, em ambos os casos, que a forga da ligagao M-M depende da
interacdo do par de elétrons livres do ligante com os orbitais ¢* (M-M), sendo o CI’
um doador mais efetivo do que a H,O porque enfraquece a ligagao Ru?>-Ru®®.
Apesar dos orbitais n* estarem semi-cheios, a interagdo desses com os ligantes
axiais ndo é muito relevante, diferentemente do que acontece com os carboxilatos
de Rhy(ll,11), que, por apresentarem os orbitais n* cheios, podem gerar uma possivel

12" mediram as

retrodoacao para os ligantes axiais (ex: CO e PRj3). Drago et a
entalpias de formac¢éo de derivados do [Ruz(1-O,CC3H7)4Cl] com algumas bases de
Lewis como acetona, N-metilimidazol, tetraidrotiofeno, DMSO, 4-picolinico N-6xido,
acetonitrila e piridina. Eles observaram que para os casos da piridina e acetonitrila,
os valores das entalpias obtidos apresentaram-se mais altos do que os valores
previstos e atribuiram este fato a uma possivel retrodoagao = a partir dos orbitais ©*
semi-cheios do dimero de Ru aos orbitais n* vazios dos ligantes, similarmente ao
observado para dimeros de Rh. Estudos na regiao do visivel mostraram que a banda
devida a transicao n(Ru-O, Ru;) — n*(Ruyz), é independente do tipo de ligante axial,
uma vez que essa transigdo envolve orbitais que apresentam grande carater metal-
O(carboxilato). Vanvounis et al.®, observaram que para derivados de carboxilatos de
Ruy(ll,1ll) com bases nitrogenadas como [Ru(u-O.CR)4L2]PFe (L = ligantes N-
heterociclicos (quinuclidina, 4-metilpiridina, piridina, cianopiridina, 3-cianopiridina e 4-
fenilpiridina), a banda atribuida a transigao n(Ru-O, Ruz) — n*(Ruz) também aparece
em 425 nm (s = 560 — 1260 cm 'mol”'dm?®). Apesar da variagéo da forga da base de

Lewis, refletida pelo nimero doador que varia desde 18 para H,O até 61 para

66



Capitulo 11.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ru(I11,111)

quinuclidina, os ligantes axiais nao produzem fortes mudangas nos espectros
eletrbnicos, ou seja, os orbitais n* e & se mantém préximos. Com base nas
distAncias Ru-Naa oObtidas para cada um dos complexos, ndo se teve nenhuma
evidéncia de retrodoacgao n nestes casos.

Um aspecto interessante observado nos espectros em estado sélido dos
tetracarboxilatos de Ruy(ll,lil) € a banda que aparece em aproximadamente 1000 —
1100 nm (Tabela 11.2.1.6) e que pode ser atribuida a transigéo (Ruz)— 8*(Ru,)*28.
Esta banda estad presente nos espectros do RUACET, RUAQUO e de todos os
derivados nitroimidazédlicos, comprovando que a estrutura dimetdlica € mantida em
todos os casos. Na faixa de 1400 — 1500 nm observa-se uma absorgéo em todos os
espectros (figura 11.2.1.10). Embora esta se encontre no limite da sensibilidade do
aparelho, uma banda seria esperada nesta regido devido a transicdo n*(Ru,) —
3*(Ruy).

Os espectros em estado sélido para esta série de complexos mostra também
bandas na regido de ~450 nm, bandas estas que poderiam ser atribuidas a transicéo
n(Ru-O,Ruz) — 7*(Ruz) e que apresentam-se em comprimentos de onda ()
maiores do que os observados para esses mesmos compostos em solugdo aquosa.
Como estas bandas parecem estar cortadas por se encontrar préoximas ao limite da
sensibilidade do aparelho, nés nao conseguimos estabelecer comparagdes em
relaga@o aos espectros em solugdo. Em maiores comprimentos de onda, na regido de
500 — 600 nm, é observada a presenca de um ombro. Uma banda bem definida em
560 nm foi observada por Miskowski et al.”® quando analisou os espectros de
monocristal de alguns tetracarboxilatos de Ruy(ll,lll) a baixas temperaturas. Esta
banda foi atribuida predominantemente a transicéo n*(Ru,) — c* (Ru-0).

Sabe-se que os ligantes axiais © receptores como imidazol e 1-metil-imidazol
poderiam enfraquecer a ligagdo Ru-Ru originando a conversao para espécies u-0xo,
[Ruz(u-O)(OZCR)2]2+. Isto ja nao acontece com ligantes imidazélicos substituidos
como o 2-metil-imidazol que formam derivados bastante estaveis''. Devido a estes
fatos, e desde que os ligantes utilizados neste trabalho sao imidazéis substituidos,
nés achamos muito pouco provavel que os nossos ligantes possam apresentar uma

retrodoagéao =, devendo predominar a doagao o através do nitrogénio imidazdlico,

mantendo estavel a ligagdao Ru-Ru.

67



Capitulo 11.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ruy(ILIII)

4. Medidas de Susceptibilidade Magnética

Medidas de susceptibilidade magnética foram efetuadas com o objetivo de
calcular o nimero de elétrons desemparelhados para cada complexo de Ru(1l,111).

A Tabela 11.2.1.7 apresenta os valores das susceptibilidades magnéticas
molares corrigidas e dos momentos magnéticos efetivos calculados para os

acetatos de Ruy(ll,11l) e seus respectivos derivados nitroimidazolicos.

TABELA 11.2.1.7.- Susceptibilidades Magnéticas Molares (yum) e Momentos
Magnéticos Efetivos (u.¢) dos complexos de Rux(lLl1I).

COMPLEXOS e L xm x 107
(unidades CGS mol™) Hert (M.B.)
RUuACET 23 6.5 39
RuAQUO 20 8.0 »
RuMETRO 23 6.3 40
RuNIMO 23 77 .3
RuSECNI 23 71 “
RuTINI 23 63 2o

Todos os valores de momentos magnéticos efetivos calculados estéo na faixa
de 3,8 - 4,4 M.B.

Os derivados dos acetatos de Ruy(ll,Ill) com ligantes nitroimidazolicos
apresentam p.s semelhantes aos dos compostos de partida RUAQUO e RuACET,
indicando que a entrada dos ligantes axiais nao deve afetar a distribuicao eletrénica.

Os valores dos momentos magnéticos dos derivados Ruy(lIl,lll) com ligantes
nitroimidazdlicos obtidos neste trabalho s&do préximos aos determinados para os
compostos: [Ruz(u-0O2CCsHa-p-X)a(2-mimH),]CIO,; X = OMe (3,9 M.B.) e Me(4,2
M.B.)12, da mesma forma para outros complexos de Ruy(ll,1ll) que possuem ligantes
nitrogenados nas posigdes axiais como [Rux(u-O,CCHa)sl2]PFs, L = ligantes N-
heterociclicos: quinuclidina, 4-metilpiridina, piridina, 4-cianopiridina, 3-cianopiridina e

4-fenilpiridina® e ainda para complexos com ligantes doadores de enxofre nas
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posi¢oes axiais como [Ruz(n-O2CCH3)s(L)2]PFs, L = uféia, tiouréia’, tetraidrotiofenc®.
Isso indica que a natureza do ligante axial ¢ doador ndo altera a configuragéo
eletrénica deste tipo de compostos.

Os momentos magnéticos calculados para os nossos complexos estdo de
acordo com a faixa (3,7 — 4,6 M.B.) esperada para espécies que apresentam trés
elétrons desemparelhados por unidade dinuclear e configuracdo eletronica o n* &2
7*2§*" com spin S = 3/2182028

Nossos resultados de medidas magnéticas, por tanto, sdo coerentes com os
dados de espectroscopia eletronica apresentados anteriormente e com a
manutengéo das estruturas diméricas contendo ligagdes mudiltiplas metal-metal (Ruy),

de ordem 2,5.

5. Espectroscopia Vibracional
A. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (4000 — 400 cm™)
A .1 Vibracéoes associadas ao carboxilato

Uma série de estudos extensivos sobre espectros no infravermelho de
complexos metalicos de carboxilatos de Ru, tém sido realizados?®.

O acetato apresenta como vibragées mais importantes, as vibragbées de
estiramento vey do grupo metila (-CHs) na regido de 2870 — 2970 cm™ e as
vibragdes de estiramento vco, do grupo acetato na regiso de 1700 — 1730 cm™ [D.L.
Pavia, G.M. Lampman e G.S. Kriz, Introduction to Spectroscopy, 1996, 2° Edigéo,
Saunders College Publishing, USA.]

O grupo carboxilato pode coordenar-se a um ion metalico dos seguintes

modos:
0

/
idnico R C M
\

0
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M

monodentado R C
\O
O
/ \
quelato R C M
\ /
bidentado : O
e !
ponte R C
\

Deacon e Phillips® analisaram cuidadosamente espectros no infravermelho
de varios acetatos e trifluoroacetatos de estrutura cristalina conhecida e chegaram

as seguintes conclusées:

1. Complexos com carboxilatos monodentados exibem valores de Av [v4(CO,) -
vs(CO3)] maiores do que os complexos idnicos, sendo que as frequéncias v,(CO,) e

vs(CO,) correspondem aos estiramentos antissimétricos e simétricos da carboxila.

2. Complexos com carboxilatos bidentados do tipo quelato, exibem valores de Av
significativamente menores do que os valores observados para os carboxilatos

idnicos.

3. Os valores de Av para complexos com carboxilatos bidentados do tipo ponte séo
maiores do que os de carboxilatos bidentados tipo quelato e muito préximos aos

valores dos carboxilatos iénicos.

Segundo Deacon et a/.>**', para os carboxilatos metalicos que exibem valores
de Av [va(CO2) - vs(CO2)] > 200 cm™, os ligantes devem ser monodentados,
enquanto valores de Av < 200 cm™ sugerem uma coordenacéo bidentada do tipo

ponte ou quelato.
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No caso dos tetracarboxilatos de Rux(ll,lll), a frequéncia vs (CO2) usualmente
aparece na regido de 1330 — 1460 cm™ e a frequéncia v4(CO,) entre 1440 e 1650
cm™. Os valores de [va(CO2) - vs(CO,)] para a maior parte destes compostos que
possuem pontes de carboxilatos em coordenacgdo simétrica, sdo geralmente mais
baixos do que 200 cm™. Para os complexos de acetato e formiato, os valores de Av
sdo menores do que os correspondentes valores observados para o CH;COO e
HCOO  ibénicos. Para os compostos [Ruz(O2CCH3)4Cl], [Ruz(0O2CCHs3)4(H20)2]BPh, e
[Rux(O2CCHs)4(thf)2]BF 4, os valores de Av sdo mais préoximos dos observados para
os carboxilatos quelato bidentados do que para os carboxilatos tipo ponte?[31].
Esses valores mais baixos de Av para carboxilatos em ponte sdo uma caracteristica

peculiar dos sistemas [Ruz(O,CR)4X],.
A.2 Vibracboes associadas aos ligantes nitroimidazdlicos

Os ligantes nitroimidazélicos apresentam varias bandas caracteristicas que
podem ser observadas nos espectros FT-IR. Por exemplo, podemos destacar a
frequéncia relativa ao estiramento v¢(C=N) em 1535 cm™, as frequéncias
correspondentes ao grupo nitro, va(N-O) e vs(N-O) em 1474 e 1370 cm™

133 que s3o as vibragdes mais

respectivamente®, e a frequéncia v(C-N) em 826 cm
importantes e comuns aos quatro ligantes nitroimidazoélicos investigados no nosso
trabalho.

As principais frequéncias especificas sdo : v(C-O) em 1076 cm™ e v(O-H) na
regido de 3400 — 3300 cm™ para o metronidazol e secnhidazol que apresentam
estruturas similares (figura 1.5); v(C-N) na faixa de 1130 — 1170 cm™ e v(C-O-C) em
~ 1115 cm™ para o nimorazol; e va(S=0) e v¢(S=0) em 1310 e 1123 cm™,

respectivamente, para o tinidazol®*.

A.3 Espectros vibracionais na regido de 4000 - 400 cm™ dos ligantes

nitroimidazdlicos e dos complexos de Ru(ll,lll).

Os espectros dos ligantes nitroimidazélicos, dos acetatos de Rux(ll,Ill) e de
seus derivados nitroimidazélicos na regido do infravermelho, sdo mostrados nas
figuras 11.2.1.11 a l1.2.1.17.
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A Tabela 11.2.1.8 apresenta as atribuicbes tentativas das principais

frequéncias vibracionais observadas nesta regiéo.
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FIGURA 11.2.1.11.- Espectro dos ligantes METRO e NIMO na regidao do
infravermelho (2000 - 400 cm™).
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FIGURA 11.2.1.12- Espectros dos ligantes SECNI e TINI na regidao do
infravermelho (2000 - 400 cm™).

73



Capitulo I1.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ru(I1111)

901 RUACET
851 f [
O ]
C
<G 754
E
& 70- /
l‘_sE 406
o 65
o
= 60 -
1399 688
554
1446
50 T T T L ¥ l ¥ T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de Onda (cm™)
100
RuAQUO
801
.
S 60
S_E
=
2
S 40
=
S
2 20+
] ~ 401
° g P 38

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de Onda (cm™)

FIGURA 11.2.1.13.- Espectros dos acetatos de Ruy(ll,lll): RUACET e RUAQUO na
regido do infravermelho (4000 - 400 cm™).
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Capitulo I1.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ru(I1111)

Para todos os complexos de Ruy(ll,1ll) foram observadas bandas na regido de
3000 — 2800 cm™', que podem ser atribuidas as vibragdes vcy presentes tanto no
ligante acetato (-CH;) quanto nos grupos substituintes dos ligantes
nitroimidazélicos™.

A banda relativa a frequéncia v(OH) esta bastante definida nos espectros do
METRO e SECNI (~ 3500 — 3200 cm™). No caso dos ligantes NIMO e TINI a
absor¢ao nesta regido deve ser proveniente principalmente da umidade do KBr.

O RUAQUO e os derivados contendo nitroimidazéis apresentam bandas na
regiao de 830 — 870 e em ~ 560 cm”' que devem-se predominantemente as
vibragdes do contra-ion PFg (Tabela 11.2.1.8).

As freqiiéncias vs(CO;) e vo(CO,) nos acetatos Ruy(ll,lll) e seus derivados
axialmente substituidos (Tabela 11.2.1.8) aparecem nas regides esperadas de acordo
com a literatura. Como é caracteristico desta classe de compostos, os valores de Av
[va(CO,) - vs(COy)] estdo na faixa de 40 — 60 cm™ indicando a ligagdo em ponte dos
anions carboxilato®®. Frequéncias na mesma regido também foram observadas por
Vamvounis® e Beck®® nos espectros de derivados de Ruy(Il,lll) com ligantes axiais
que apresentam nitrogénio como atomo doador.

Os valores das freqiiéncias v,(CO;) e vs(CO,) dos derivados nitroimidazélicos
sao muito préoximos dos observados para os complexos de partida, RUACET e
RuUuAQUO, evidenciando que o ligante axial ndo tem influéncia nessas frequéncias.

Em ~ 690 cm™ observa-se uma banda que pode ser atribuida a deformagéao
doco que também foi observada por Miskowski no espectro do acetato de cobre
(1), [Cuz(n-O2CCH3)**?*® e por Cukiernik’® para os complexos [Ruz(u-
0,CCH3)4(H20)2]BPh4 e seu derivado com pirazina, [Ruz(u-O,CCHz3)4(pz)2]BPha.

Embora, com base em fatores eletrénibos e estéricos, seja esperado que o N3
no anel imidazdlico seja responsavel pela ligagdo dos ligantes nitroimidazolicos ao
centro metalico, existem outros pontos possiveis para a coordenacao. Neste caso, a
caracterizagdo por FT-IR torna-se bastante importante para elucidar qual € o atomo
coordenante.

O metronidazol e secnidazol, por exemplo, apresentam trés atomos
coordenantes: o N3 do anel imidazoélico, o O do grupo —OH ligado ao N1 do anel
imidazdlico e os atomos de oxigénio do grupo nitro, NO,. Para o nimorazol, além do
N3 do anel e do grupo NO, uma outra alternativa seria o O do anel presente no

grupo substituinte R1 e para o tinidazol, embora as sulfonas sejam ligantes doadores
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Capitulo I1.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ru(11,1II)

bastante fracos, existe a possibilidade de ligagdo ao metal através do O do grupo -
SO,.

Nos espectros dos derivados nitroimidazoélicos de Rug(ll,lll) observa-se uma
banda em ~ 1550 cm™, correspondente a vibragao de estiramento v(C=N) do anel
imidazolico. Esta esta deslocada para maiores frequéncias em comparacdo com os
valores observados para os ligantes livres, provavelmente devido a coordenacgéo do
nitrogénio N3 do anel imidazélico aos ions metalicos. Comportamento similar foi
observado por Galvan—Tejada®? para o complexo [Cux(u-O,CCH3)s(METRO),].

Estes mesmos autores assinalam que um Av [va(NO>) - vs(NO5)] = ~ 105 cm’
indicaria que o grupo NO; né&o participa da coordenacgéo. Segundo os resultados
mostrados na Tabela 11.2.1.8 todos os derivados nitroimidazoélicos de Rux(ll,1ll) com
excecdo do RUNIMO (A=126 cm™"), apresentam um Av (NO,) bastante proximo a 105
cm™, o que permite descartar a possibilidade de uma ligacéo através do grupo NO..
Como o valor de 105 cm™ provavelmente foi obtido de uma média considerando
varios complexos que tém o metronidazol como um dos seus ligantes, ndo podemos
afirmar que para o RuNIMO a coordenacao esta se dando através deste grupo.

Ainda com relagao ao grupo nitro, outros autores que sintetizaram complexos

|36

mononucleares de Ru(ll) com metronidazo relatam que observaram

deslocamentos de apenas ~ 5 cm™ para valores de vno (simétrico e assimétrico) do
NO,, em relagdo ao ligante livre; ao contrario, deslocamentos de mais de 20 cm™ ja
foram observados quando a coordenacao € via grupo NO,.

Para o derivado RuTINI as frequéncias correspondentes aos estiramentos vso

antisimétrico e simétrico sdo observadas com valores bastante préximos das
frequéncias do ligante livre (Tabela 11.2.1.8). O deslocamento de aproximadamente 8
cm™, permite descartar a possibilidade da ligagao do tinidazol aos ions de ruténio
através dos atomos de oxigénio do grupo sulfénico. Deslocamentos de ~ 20 — 40 cm’
! nestas frequiéncias foram observadas para a coordenacdo axial de R,SO; (R =
CHs, Ph) via atomo de O no complexo [Rha(p-02CCF3)4(R2S0.),]*" € deslocamentos
muito maiores ( ~100 cm™”) foram relatados para complexos com p,-0,0’ —
dietilsulfona®®.

No caso do RuNIMO, a possibilidade de coordenacédo via atomo de O do grupo
substituinte R1 no anel imidazélico pode ser excluida com base no valor da freqiiéncia

veoc que praticamente ndo se desloca em relagdo ao ligante livre (Tabela 11.2.1.8).
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B. Espectroscopia na Regido do Infravermelho Afastado (500 — 190 cm™)
B.1 Vibra¢cbes mais importantes

Duas bandas importantes que podem ser observadas na regido do
infravermelho de baixa frequéncia para carboxilatos de Rux(ll,1ll) sdo o estiramento
da ligagdo metal-metal, v(M-M), e o estiramento da ligagao metal-oxigénio, v(M-O).

Vibragdes de estiramento v(M-M) em geral originam bandas na regido de 250
a 100 cm™, uma vez que as ligagdes metal - metal sdo relativamente fracas e as
massas dos metais relativamente elevadas?®. Porém, para alguns complexos, devido
ao carater mdltiplo das ligagdes M-M, observam-se estas vibragbes em frequéncias
mais altas e proximas de 400 cm™. Se o complexo dinuclear é centro-simétrico em
relacdo a ligacdo metal - metal, a vibracdo v(M-M) é proibida no infravermelho,
porém permitida no Raman, como é o caso dos carboxilatos dimetalicos®.

As vibragdes v(M-O) dao origem a bandas intensas na regido de baixa
frequéncia®®?'. Miskowski et al.?® atribuiram bandas em ~400 e ~340 cm™ aos
estiramentos vey(Ru-0) e vau(Ru-0), respectivamente, para complexos que contém
cadeias de [Ruz(0O,CR)4X] ou unidades [Ru(O,CR)4X2] (O2CR = acetato, propionato
e butirato; X = CI" e Br’). Observaram também que a primeira sofre deslocamentos
quando se muda o carboxilato equatorial, enquanto a segunda ndo depende desse
ligante.

O espectro na regido do infravermelho afastado permite determinar, também,
o atomo envolvido na coordenacédo dos ligantes axiais ao metal. Na literatura estao
reportados os espectros de complexos metalicos de imidazol, 2-metilimidazol, 1-
metilimidazol, 4- e 5-bromoimidazol e benzimidazol. O imidazol é uma molécula
biologicamente importante ja que os nitrogénios imidazélicos dos residuos
histidinicos coordenam-se aos ions metalicos das metaloproteinas. Assim, a
identificagdo das vibracées metal-nitrogénio imidazoélico, M-N(Im), em sistemas
biologicos fornecem informagdes valiosas a respeito das estruturas dos sitios ativos

14° utilizando

das metaloproteinas®®. Cornilsen e Nakamoto®® e Hodgson et a
isbtopos metalicos, atribuiram bandas na regido de 325-210 cm™ as vibragées de
estiramento v(M-N) para 16 complexos imidazoélicos de Ni(ll), Cu(ll), Zn(ll) e Co(ll).
N&o encontramos informacdes sobre frequéncias de estiramento da ligagdo Ru-N,

v(Ru-N), para derivados de tetracarboxilatos de Rux(ll,lll), porém observamos que
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Capitulo 11.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Rux(1L11])

varios complexos imidazédlicos de Ru(III) ja foram estudados, incluindo o trans-
[RuClsimy], que apresenta a banda v(Ru-N) em 249 cm™ 4.
mononucleares de metronidazol do tipo ML2X.2H20 e Cul4Cl, [M = Co(ll), Ni(ll)],
L=metronidazol, X=CI" apresentam bandas relativas aos estiramentos das ligactes

M-N(Im) na regido de 460 — 450 cm™ 2,

Complexos

B.2 Espectros vibracionais IR dos complexos de Rux(ll,Ill) (500 — 190 cm’).

Nas figuras 11.2.1.18 e 11.2.1.19 sdo mostrados os espectros dos ligantes
nitroimidazélicos na regido do infravermelho afastado. Os espectros dos acetatos de
Rux(lL,Ill) e de seus derivados nitroimidazolicos sdo mostrados nas figuras 11.2.1.20 -
11.2.1.22. A Tabela 11.2.1.9 traz algumas atribuigdes tentativas para as principais

frequéncias vibracionais observadas nesta regiao.
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FIGURA 11.2.1.18.- Espectros vibracionais na regido de 500 - 190 cm™ dos
ligantes nitroimidazélicos METRO e NIMO.
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FIGURA 11.2.1.19.- Espectros vibracionais na regiao de 500 - 190 cm™ dos

ligantes nitroimidazélicos SECNI e TINI.
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FIGURA 11.2.1.22.- Espectros vibracionais na regido de 500 - 190 cm™ dos
complexos RUSECNI e RuTINI.
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TABELA 11.2.1.9.- Atribuigcao tentativa das bandas
vibracionais no infravermelho afastado (500 — 190
cm™) dos complexos de Ruy(lL,IN) (v / ecm™).

| Ve, (Ru-0) | Vay (Ru-0) | V(Ru-N)
COMPLEXOS e | emY (cm™)
RUACET 405 340 -
RuAQUO 401 351 -
RUuMETRO 407 346 465
RuNIMO 407 345 478
RUSECNI 406 345 474
RQ'I'INI 410 347 469
Com base nos espectros apresentados nas figuras 11.2.1.20 - 1.2.1.22,

observamos que todos os complexos de Ruy(ll,lll) exibem bandas relativamente
intensas na faixa de 410 — 340 cm'. Excluindo as bandas caracteristicas dos
respectivos ligantes (figuras 11.2.1.18 — 11.2.1.19), que s&o0 pouco intensas no caso dos
complexos, podemos atribuir a banda ao redor de 405 cm™ a frequéncia de
estiramento vey,(Ru-O) e a banda proxima a 345 cm™ a frequéncia de estiramento
va2u(RU-O) para os acetatos de Ruy(lllll) e seus derivados nitroimidazélicos (Tabela
11.2.1.9).

Nos espectros dos derivados nitroimidazdlicos de Ruy(llL I, verificamos a
existéncia de uma nova banda na regido de 450 — 480 cm™ que nao aparece nos
espectros dos precursores RUACET e RUAQUO. Se esta banda fosse do ligante, ja
que este apresenta bandas também nessa regido, a intensidade deveria ser menor
mantendo a propor¢céo em relagéao as outras bandas apresentadas pelos ligantes livres.
Uma atribuicao possivel para esta banda é a frequéncia de estiramento da ligacao Ru-
Naiai, V(Ru-N) (Tabela 11.2.1.9). Na literatura*’, bandas na regido de 460 — 450 cm
também foram atribuidas a frequéncia v(M-N) para complexos de metronidazol com

outros ions metalicos.
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C. Espectroscopia RAMAN

Os primeiros estudos de Raman Ressonante (RR) feitos por Clarck et al. 2’

para os compostos [Ruz(u-0O2CCHj3)4Cl] e [Rua(pu-02CC3H7)4Cl] permitiram atribuir
bandas de baixa e média intensidade na regido de 340 - 380 cm™ aos modos de
vibragdo v(Ru-O), uma banda intensa préxima a 330 cm™ ao modo v(Ru-Ru) e uma
banda fraca em 180 cm™ ao modo v(Ru-Cl). Estes autores demonstraram que
espécies do tipo [Ruy(u-0,CCsH;)4]" em solugdo etandlica, ou seja, apresentando
oxigénio do solvente como atomo doador na posigao axial, apresentam a frequéncia
v(Ru-Ru) em ~341 cm™. Em estudos posteriores®, utilizando substituicdo isotépica
de "0 no complexo [Rux(pu-O,CCHa3)4Cl], eles observaram que a freqiiéncia na
regizo de 326 — 340 cm™' n&o ¢é afetada por tal substituicdo e portanto é totalmente
consistente com a atribuicdo v(Ru-Ru). A banda que aparece em 372 cm™ nas
espécies de '°0, ao contrario, origina uma série complicada de bandas deslocadas
para a regido de 359 — 367 cm™ o que é coerente com o esperado para 0 modo
v(Ru-0), em virtude das espécies isotopicas presentes, '°0 e '®0. Esses resultados
permitiram atribuir a banda em 327 cm™ ao modo v(Ru-Ru) e a banda em 369 cm™”
ao modo v(Ru-0). Os mesmos autores atribuiram as bandas em 331 cm™ e 376 cm
' as frequéncias dos modos v(Ru-Ru) e v(Ru-O) respectivamente, para o composto
[Ruz(u-O,CC3H7)4Cl]. Para o caso do complexo [Rux(p-O2CCH3)a(H20)2]BF,s as
bandas referentes aos modos v(Ru-Ru) e v(Ru-O) foram observadas em 325 e 371
cm™, respectivamente.

Miskowski et al.?®, com a finalidade de complementar os estudos feitos por
Clark et al.?'?* atribuiram a frequéncia do modo v(Ru-Ru) na regigo de 321 — 336
cm™ para 0s complexos [Ruz(u-O2.CCH3)4Cl], [Ruz(u-O,CCHj3)4Br],
[Ruz(propionato),Cl], [TBA][Ruz(propionato)sBr-], [Ruz(butirato)4Cl] e
[Rua(butirato)4Br]. Atribuiram também a frequéncia az, v(Ru-Cl) com base no
deslocamento de uma banda muito intensa, de ~200 cm” para 140 cm™, apos
substituir o CI" pelo Br. A banda a4 v(Ru-Cl) desaparece apos substituicdo do CI.
Eles atribuiram ainda as frequéncias correspondentes aos modos v(Ru-0O), na regi&o
de 370 — 450 cm™', e §(Ruz0), na regido de 180 — 200 cm™.

Chisholm et al. [17] investigaram a influéncia dos ligantes axiais em

carboxilatos de Rux(ll,Il). Observaram que a frequéncia v(Ru-Ru) que aparece em
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~347 cm™ para o [Ruz(p-02C(CH2)sCHa)a(thf)z], deéloca-se para freqiiéncias mais
baixas quando o composto é dissolvido em piridina (332 cm™) ou acetonitrila (335
cm™). Estes autores salientam que a frequéncia v(Ru-Ru) é afetada em maior
extensao pelas interagées ¢ do que pelas interagdes n. Comportamento semelhante
foi observado para carboxilatos de Rhy(ll,Il) [46], onde a freqUiéncia v(Rh-Rh) &
influenciada pelas interacbes dos ligantes axiais com o orbital ¢*, deslocando-se
para menores freqiéncias conforme aumenta a forga doadora ¢ do ligante.

Segundo Chisholm et al.®

quando o oxigénio ocupa as posi¢cdes axiais na
espécie [Ruy(n-02C(CH2)sCHa)4] a freqiiéncia v(Ru-Ru) aparece em ~348 cm
deslocando-se para ~335 cm™ na presenca de espécies doadoras de nitrogénio.
Comportamento similar foi observado para o complexo [Mo,(n-O2C(CH2)sCH3)4] (405
cm™ em THF e 397 cm™ em CH5CN).

Estit et al."® assinalam que o valor da freqiiéncia v(Ru-Ru) para derivados de
Rux(I1,111) depende da natureza do atomo doador do ligante axial, ocorrendo aumento
de ~330 cm™ para 347 — 355 cm™ quando atomos de oxigénio ocupam as posicdes
axiais. Uma banda intensa observada no espectro do composto

[Ruz(O2CCHa3)4(H20)2]BF 4 em 362 cm™ foi atribuida ao modo v(Ru-Ru).
C.1 Espectros vibracionais RAMAN dos complexos de Ru(ll,1ll)

Os espectros Raman dos acetatos de Ruy(lllll) e de seus derivados
nitroimidazélicos investigados em nosso trabalho sado apresentados nas figuras

11.2.1.23 - 11.2.1.25. A Tabela 11.2.1.10 mostra as principais frequéncias atribuidas

aos modos vibracionais Raman dos compostos em estudo.
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FIGURA 11.2.1.23.- Espectros RAMAN dos acetatos de Rux(ll,lll):
RuACET e RUAQUO.
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FIGURA 11.2.1.24.- Espectros RAMAN dos complexos:
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FIGURA 11.2.1.25.- Espectros RAMAN dos complexos: RUSECNI e
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TABELA 11.2.1.10.- Principais bandas vibracionais Raman
atribuidas tentativamente aos acetatos de Ruy(lLlll) e seus
derivados nitroimidazolicos

o  Vatg(RU-RU) | Vatg(Ru-0) Varg(PFe)

QMPFEXS | tem™ (em™) (cm™)
RUACET 328 372 -
RUAQUO 346" 365" 740
RUMETRO 326 369 741
RuNIMO 334 372 739
RUSECNI 328 368 738
RUTINI 330 373 735

*" ombro

Com base na Tabela 11.2.1.10, verificamos que os valores das frequéncias
v(Ru-Ru) e v(Ru-O) observadas para o precursor RUACET estdo de acordo com
dados apresentados na literatura®®?". O complexo RUAQUO apresenta uma banda
em 381cm’’ com ombros em 365 e 346 cm'. Neste caso, o ombro em 346 cm™ pode
ser atribuido ao v(Ru-Ru), enquanto a banda em 381 cm™ e o ombro em 365 cm™
podem ser devidos a vibragdes v(Ru-O). Cabe lembrar que esfe complexo, além dos
oxigénios dos ligantes acetato, apresenta agua como ligante axial (O-doador).
Comparando com o RUuACET (v(Ru-Ru) = 328 cm™), o complexo RuAQUO
apresenta a vibragdo v(Ru-Ru) em freqiiéncia um pouco mais alta (346 cm™), o que
é coerente com a presenca de ligante axial O-doador'®.

Para os complexos com ligantes nitroimidazoélicos, sdo observadas duas
bandas bem definidas: uma em 326 - 334 cm™ e outra em 368 - 373 cm™, que
podem ser atribuidas as frequéncias dos modos v(Ru-Ru) e v(Ru-O)
respectivamente.

Os valores das freqiiéncias v(Ru-Ru) dos derivados contendo 5-nitroimidazois

sd0 um pouco mais baixos que aquele observado para o aquo-precursor (346 cm™).
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Este resultado esta de acordo com o esperado para substituicdo das moléculas de
agua por ligantes N-doadores nas posicdes axiais. Estiti ef al.'® também observaram
um deslocamento de ~10 cm™ na frequéncia v(Ru-Ru) comparando os espectros
Raman da espécie de Rux(llll), [Rux(O,Ci2Hazs)s] (344 cm™) e seu derivado
[Ruz(02C12H23)4(p2)], pz = pirazina (335 cm™).

Nos espectros Raman dos derivados de Rux(Il,11l) com METRO e NIMO bem
como nos espectros dos precursores pode ser observada também uma banda na
regiao de 182 — 188 cm™ que corresponde ao modo de vibragao &(Ruz0).

Os estudos de Raman dos derivados nitroimidazolicos de Ruy(ll,11l) obtidos no
nosso trabalho comprovam a manutengdo da estrutura de “gaiola” contendo a
ligacdo multiple Ru-Ru. Conforme relatado na literatura por C. Sudha et al,
dependendo do ligante nitrogenado esta estrutura pode ser rompida: a ligagdo M-M
foi quebrada na presenca de imidazol'', mas foi mantida quando 2-metilimidazol foi

introduzido como ligante axial em um carboxilato de Ru(I1,111)'2.

6. Analises Termogravimétricas

Os estudos de analise térmica de carboxilatos de Rux(ll,lll) relatados na
literatura sdo muito poucos e enfocam basicamente a estabilidade dos complexos
diméricos em funcdo do tamanho do substituinte R dos grupos carboxilicos que
ocupam as posi¢des equatoriais*>*.

Em nosso trabalho, a unidade central [Ruz(u-O2CCHa3)4]" foi mantida em todos
os complexos. A substituicdo deu-se nas posigdes axiais onde foram introduzidos os
ligantes 5-nitroimidazolicos. Com os estudos de TGA procuramos verificar se havia
influéncia desses ligantes sobre a estabilidade térmica dos compostos de Ruy(Il,1l1)
correspondentes.

As curvas termogravimétricas dos compostos investigados séo apresentadas
nas figuras 11.2.1.26 — 11.2.1.33 e na Tabela 11.2.1.11 sdo mostrados alguns dados

obtidos destas analises.
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FIGURA 11.2.1.26.- Curva TGA dos ligantes METRO e NIMO até
900 °C (10 °C/min) em atmosfera de nitrogénio.
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FIGURA 11.2.1.27.- Curva TGA dos ligantes SECNI e TINI até 900
°C (10 °C/min) em atmosfera de nitrogénio.
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FIGURA 11.2.1.28.- Curva TGA do complexo RUACET até 900
°C (10°C/min) em atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).
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FIGURA 11.2.1.29.- Curva TGA do complexo RUAQUO até 900
°C (10 °C/min) : (a) atmosfera de nitrogénio e (b) atmosfera
de ar (50 mL/min).
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FIGURA 11.2.1.30.- Curva TGA do complexo RUMETRO
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FIGURA 11.2.1.31.- Curva TGA do complexo RuUNIMO até 900
°C (10 °C/min) : (a) atmosfera de nitrogénio e (b) atmosfera
de ar (50 mL/min).
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FIGURA 11.2.1.33.- Curva TGA do complexo RuTINI até 900
°C (10 °C/min) : (a) atmosfera de nitrogénio e (b) atmosfera
de ar (50 mL/min).
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TABELA 11.2.1.11- Temperaturas de decomposi¢cao e porcentagens de perda de
massa dos nitroimidazois, dos acetatos de Ruy(ll,lll) e de seus derivados

nitroimidazolicos em atmosfera de N, e Ar quando aquecidos até 900 °C

: .| |TEWMPERATURAS| %PERDADE | % PERDADE MASSA
 COMPOSTOS (ATMOSFERA|  (°C) .. | 'MASSA ~ TOTAL
= e ‘| REFERENTES |  TOTAL | CALCULADA
A0S EXPERIMENTAL | (Para formagao de Ru0,)
- PICOS DA DTG ’ " e :
METRO N 250 100 -
Ar 253 100 -
NIMO N, 255 100 -
Ar 258 100 -
SECNI N, 80, 241 100 -
Ar 79, 243 100 -
TINI N, 287 100 -
Ar 287 100 -
RUACET N, 319, 370 44,5 438
RUAQUO N, 112, 155, 214, 334 51,3 57,0
Ar 266, 336 43,0 57,0
RUMETRO N, 248, 367 63,2 718
Ar 249, 329 53,4 718
RuNIMO N; 245, 385, 602, 738 66,3 74,3
Ar 242, 360 57,4 743
RUSECNI N, 248, 463 66,8 67,2
Ar 241, 342 56,5 67,2
RuTINI N, 272 69,9 75,3
Ar 269, 356, 413, 571 60,5 753
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Como podemos observar nas figuras 11.2.1.26 — 11.2.1.27 os ligantes
nitroimidazélicos decompéem-se totalmente (~100% de perda de massa) em
temperaturas inferiores a 350 °C. O METRO e o NIMO apresentam um Unico pico
em 250 °C, enquanto que o SECNI comec¢a a perder um pouco de massa em ~80
°C, sendo o pico maior observado em ~240 °C. O TINI é relativamente mais estavel
termicamente exibindo pico de perda de massa em ~287 °C.

Estudos bastante recentes mostraram que o metronidazol ndo se decompde
totalmente, deixando um residuo mineral e apresentando um processo uUnico de
perda de massa (97%) em ~270 °C, em condigdes experimentais diferentes as
utilizadas no nosso trabalho®.

Segundo estes resultados podemos estabelecer uma ordem de estabilidade

térmica para os ligantes livres em N; e ar:

SECNI ~ METRO ~ NIMO < TINI

[

aumento da estabilidade térmica

Comparando a curva TGA do complexo RUACET com as dos complexos
RUuAQUO e derivados contendo nitroimidazoéis, verificamos que a introdugdo do
ligante H,O e dos ligantes N-doadores nas posi¢des axiais, contribui para diminuir a
estabilidade térmica, ou seja, para abaixar a temperatura inicial do processo de
decomposigao térmica dos complexos. Para o RUAQUO, ocorre uma perda de 11%
de massa na faixa de ~100 — 250 °C (atmosfera de ar), que coincide com a perda
das duas moléculas de agua de hidratacdo e das duas de coordenagdo nas
posi¢des axiais (calculado: 11 %).

Os picos referentes as maiores porcentagens de perda de massa dos
derivados Ru-—Nitroimidazol coincidem com aqueles que correspondem as
temperaturas de perda de massa observadas para os nitroimidazéis livres. Portanto,
€ possivel dizer que a estabilidade desses ligantes ndo & afetada de modo
significativo apds a complexacao.

Os resultados obtidos dao evidéncia de que o processo de decomposicdo
térmica dos complexos de Ruy(ll,Ill) com nitroimidazéis iniciam-se com a perda dos
ligantes axiais, de modo similar ao observado para derivados de Rhy(1l,11)4647.

No caso do RUMETRO, o pico DTG a 248 °C corresponde a uma perda de

38,2% de massa (atmosfera de N;), que é muito préxima da porcentagem que
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corresponde a perda dos dois ligantes axiais (calculado: 36,3%). Para o RUNIMO a
perda de 43,1% de massa a 360 °C (atmosfera de ar), também coincide com a perda
dos dois ligantes axiais (calculado: 43,7%). O mesmo acontece com o RuTINI, para
o qual a perda de massa de 47,7% a 356 °C (atmosfera de N;) também corresponde
a perda dos dois ligantes axiais (calculado: 46,0%). Para o caso do RuSECNI nao
houve uma perda de massa que coincida com a saida do primeiro nem dos dois
ligantes axiais.

No caso do RUACET, a perda de massa total (44,5%) é coerente com a
formagao de RuO; como residuo final (calculado: 43,8% perda de massa) conforme
ja observado anteriormente em nosso laboratério*®. Ja para os demais complexos,
os valores de perda de massa experimentais diferem um pouco dos valores
calculados considerando a formagédo de residuo RuO,. Na literatura ha relatos de
produgdo de Ru’ para complexos analogos. Rusjan ef al*, pesquisaram a
estabilidade térmica dos carboxilatos de Rux(ILIll) de férmula: [Ru(O2CR)4)X
(X=CH3(CH2)n-2C0O7)(R=CH3(CH2)n2) mostrando que apds aquecimento a ~400 °C
forma-se ruténio metalico.

Calculamos também os valores de perda de massa para os derivados
nitroimidazélicos de Rux(ll,Ill) supondo formacdo de Ru®. As diferengas em relagso
aos valores experimentais foram significativas, ndo permitindo afirmar que o ruténio
esteja sendo reduzido mesmo sob N, durante o aquecimento. Embora as curvas
TGA apresentem algumas diferengas quando se compara a andlise efetuada em
atmosfera de N, com atmosfera de ar para todos os complexos, as perdas de massa
totais foram muito préximas, o que ndo permite saber se em atmosfera contendo

oxigénio, a formagdo de RuO, seria favorecida em relagso a de Ru®.

1.7 Medidas de Condutividade Molar

Medidas de condutividade dos compostos [Ruy(u-O2CCHa)s(L)2]PFs foram
feitas com a finalidade de verificar o tipo de eletrélito presente em solugbes desses
complexos.

A Tabela 11.2.1.12 apresenta os valores das condutividades molares a 25 °C
para os acetatos de Rux(ll,lll) e de seus derivados contendo nitroimidaz6is em

diferentes solventes.
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TABELA 11.2.1.12.- Condutividades Molares a 25

°C do

RuAQUO e dos derivados de Ruy(ll,lll) com nitroimidazodis.

" TAum (Scm’mol™} [ Au (S cm® mol™).
COMPLEXOS | emMeOH | emCHsCN
RUuAQUO 76,5 107.,6
RUMETRO 72,3 106,4
RuNIMO 92,0 100,7
RUSECNI 64,7 94,2
RuTINI 70,2 99,1

As medidas de condutividade foram feitas em metanol, que € um dos solventes
indicados devido a sua alta constante dielétrica e sua baixa viscosidade. De acordo

com a literatura®, os valores de condutividade molar, em geral, encontram-se na faixa

de 80 — 115 Scm®mol™ para eletrélitos 1:1 neste solvente.

Como podemos observar na Tabela 11.2.1.12, os valores encontrados para o
RUAQUO e seus derivados contendo nitroimidazéis caem no intervalo de 64 — 92
Scm?mol”. Embora estejam quase no limite inferior da faixa mencionada, esses

valores sdo consistentes com dados publicados na literatura para carboxilatos de

Rux(I1,111) que formam eletrélitos 1:1 (Tabela 11.2.1.13).

TABELA 11.2.1.13.- Condutividades Molares a 25 °C de
diferentes carboxilatos de Ruy(ll,lll)

_ COMPLEXOS _Aw (Scm’mol”) | REFERENCIA
[Ruz(but)Cl] 75 [27]
[Ru(02CCeH11)(Cl] 79,5 [11]
[Rux(O,CR)4(thf)2]BF 79,8 [55]
[Ruz(O2CR)4(thf)2]OH 81,3 [55]
(R=CgH4-p-CMe3)

[Ruz(0,CCHs)4(HPhPO),JH 49 [56]
[Ruz(02CCHa)a(PhPOsH);IH.H,0 53 [56]
[Ruz(02CCHs)s(H20)2]BPh, 59 [4]

108



Capitulo I1.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ru,(11,111)

A presencga de eletrélitos 1:1 em solugéo é coerente com as férmulas propostas
para os compostos que consistem de .ions complexos carregados positivamente, do
tipo [Rua(n-02CCH3)Lo]", e contra-ions PFg, carregados negativamente.

As condutividades molares dos compostos em estudo foram também medidas
em acetonitrila (Tabela 11.2.1.12), com a finalidade de estabelecer comparagbées com
dados que aparecem na literatura para eletrélitos 1:2, como é o caso dos complexos
com ponte p-oxo, do tipo [Ru;O(O,CCH3)2(1-Melm)gs](ClO4)2, que apresentam valores
na faixa de 180 — 250 S cm? mol™" "'2"3 No nosso caso, contudo, os complexos
encontram-se dentro da faixa esperada para eletrolitos 1:1 em acetonitrila (92 — 199 §

cm?mol™)*°, o que permite descartar a possibilidade de formagéo de espécies p-oxo.
1.8 Estudos Eletroquimicos dos Complexos de Rux(ll,1il)
A. Dados Observados na Literatura

Os primeiros estudos dos processos de oxido-redugdo dos carboxilatos de

1.%°, mostrando por polarografia que o par

Rux(ll, 1) foram feitos por Mukaida ef a
redox [Ruz(u-O2CCHa)4]""° apresenta uma onda reversivel com um potencial de meia
de onda, E4, = +0,060 V vs. ECS (ECS = Eletrodo de Calomelano Saturado) (+0,30
V vs. EPH (EPH = Eletrodo Padrao de Hidrogénio)). Posteriormente, Wilson e Taube

1.5"2 reportaram o mesmo valor de Eq, para este par redox em outras

e Earley et a
condigbes. Uma diferenca de potenciais entre os picos anodico e catodico (AEp) de
83 mV foi determinada por Taube e de 75 mV por Earley, que classificaram o

processo :
[Ruz(1-OCCHa)a]” + € —> [Ruz(u-02CCHa)al®  .....(11.2.1.2)

como quase-reversivel.

Cotton e Pedersen®® em estudos mais detalhados sobre os processos redox
para o complexo [Ruy(u-O,CPr")4Cl] observaram processos de redugdo de 1 e 2
etapas, sendo estes independentes do tipo de eletrodo, mas dependentes do meio.
Assim, por exemplo, processos de duas etapas foram observados em diclorometano
na presenca do eletrélito perclorato de tetrabutilaménio. Um valor de E4» = 0,00 V vs.

ECS (+0,24 V vs. EPH), préximo ao relatado por Mukaida®® e por Wilson e Taube®
109



Capitulo I1.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ruy(I111I)

para o par [Rux(u-O2CCHs)4]™, foi encontrado para o par redox [Rux(p-
0,CPr"),CIT*".

A influéncia do solvente foi também observada nos voltamogramas ciclicos
dos complexos [Ruz(u-O2CR)4] (R = H, CH3, CHyCI, CH3CH; e CgHs) em THF e
CHsCN. Estes indicam um processo quase-reversivel para o par [Rux(p-O2CR)4”",
sendo os derivados de THF ligeiramente mais faceis de oxidar do que os de CH;CN,
devido ao melhor poder doador do THF®®

Além dos estudos sobre a influéncia do solvente e do eletrélito nos processos
redox dos carboxilatos de Ru;, foi observado que mudangas no grupo R do
carboxilato equatorial (RCO;) também afetam os valores de Eq tanto em solugdes
de THF quanto em solugbes de CH3;CN. Por exemplo, o complexo [Rux(u-
0,CCF3)4(CH3CN),] é mais dificil de ser oxidado do que o complexo [Ruy(u-
0,CCHp3)4(THF);], devido ao CF3 ser um grupo eletroatraente bastante forte, o que
deixa os centros de ruténio com uma densidade eletrénica mais baixa, dificultando a
oxidagcao®™®.

Varias medidas eletroquimicas tém sido feitas desde o ano de 1988, para a
determinagédo dos potenciais de reducdo do par redox [Ruz(p-OZCR)4(L)2]+’°. Para
grupos R fortemente eletroatraentes, obsérvou;se que o Eq; encontrava-se na faixa
de -0,060 a 0,250 V vs. ECS (0,184 a 0,494 V vs. EPH) para processos reversiveis
ou quase reversiveis®.

Sudha e Chakravarti'? observaram que os complexos [Rux(u-O2CAr)4(2-
metilimidazol);]JCIOs (Ar = CgH4-p-X: X = OCHj;, CHs;) sofrem uma redugio
irreversivel de 1e”: Ruy(ll,11l) — Rug(Il,Il) com E42 ~-0,2 V vs. ECS (0,04 V vs. EPH)
em CH,Cl, contendo perclorato de tetrabutilaménio. Como os tetracarboxilatos de
Rux(IL,11l) com haletos axiais labeis exibem processo de redugdo quase-reversivel em
~0,25 V vs. EPH, os autores consideram a possibilidade das espécies reduzidas
sofrerem algum tipo de conversdo quimica no caso dos derivados com 2-
metilimidazol. A adicdo de elétron no obital antiligante deve contribuir para reduzir a
ordem da ligacao metal-metal. As distancias Ru-Ru e Ru-L,yia nas unidades Rux(ll,111)
substituidas axialmente sao consideravelmente maiores do que aquelas observadas

I?° o que poderia justificar a

para os complexos de Ruy(ll,lll) contendo haleto axia
possibilidade de conversao da espécie reduzida'.

Vamvounis et al.® estudaram a influéncia da forca doadora do ligante axial

sobre os potenciais de redugdo dos complexos [Rux(u-O,CCH3)4(L)2]JPFs, L= N-
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heterociclicos: quinuclidina (quin), 4-metilpiridina (4-Mepy), piridina (Py), 4-
cianopiridina (4-CNPy) e 3-cianopiridina (3-CNPy). Esses potenciais foram medidos
em 1,2-dicloroetano e em CHxCl; utilizando (t-Bu)sNPFs como eletrélito. Em todos os
casos foram observados processos de redugao monoeletrénicos correspondentes ao
par [Rua(p-0O2CCHs)Lo]™°. As redugdes foram classificadas como quase-reversiveis
para todos os complexos, com excecdo do [Rux(u-O2CCH;)4(DMF),]* para o qual foi
observada uma Unica onda catodica e portanto um processo irreversivel. Os valores
de E1; do par Ruy®*/ Ru.** variaram de —0,67 V vs. Fc/Fc* (com ligante quinuclidina,
N-doador mais forte) até — 0,379 V vs. Fc/Fc* (com 3-CNPy, N-doador mais fraco).

Estes mesmos autores analisaram os potenciais redox e o numero doador
(N.D.) dos ligantes axiais (Tabela 11.2.1.14), observando que quando o ligante axial
torna-se mais forte (maior N.D.) mais basico fica o complexo e portanto mais facil de
se oxidar (potencial de redugdo mais negativo). Apesar dos valores de E;,
dependerem do N.D. do ligante axial nestes casos, as propriedades eletronicas e
magnéticas ndo sdo afetadas pela mudanga destes ligantes. Para explicar esse
resultado, Vamvounis et al.® consideram que a variagdo do N.D. do Layia N80 produz
qualquer alteracdo na quase-degenerescéncia dos orbitais n* 6%, mas causa um
efeito significativo no nivel de energia real do HOMO, o que se reflete na variagéo
dos potenciais redox. Em outras palavras, eles assumem que o elétron, durante o
processo de redugao, entra no orbital 5* fazendo que o nivel de energia do par n* §*
se desloque como um todo, 0 que ndo causa mudanca de energia para a transicéo
n(RUO,Ruz) — n*(Ruz) 2. A perturbacdo de energia deve ocorrer apenas nos
orbitais ory-L € 6 ry-L que envolvem o ligante axial.

Estudos eletroquimicos em 1,2-diclorometano foram feitos para o primeiro
derivado com um ligante axial S-doador, [Ruz(u-O2CCH3)(THT):]PFs, THT =
tetraidrotiofeno®, mostrando também um processo de reducdo de 1e” do par Ruy™/
Ruy** com Eq2= 0,322 V vs. Fc/Fc+ (0,37 vs. EPH) (Tabela 11.2.1.14).

Complexos com derivados de uréia e tiouréia estudados por Cooke, [Rux(u-
0,CCH3)L2]PFs, L = 1,1,3,-tetrametiluréia (tmu) e 1,1,3,3-tetrametil-2-tiouréia (tmtu)’,
em 1,2-dicloroetano, também exibem variagcdo de E4» com o ligante axial (Tabela
11.2.1.14). O processo de redugdo é monoeletrénico e quase-reversivel. Esses
autores analisaram ainda os potenciais de redugcdo dos complexos [Rua(u-

OzCCH3)(THT)2]PF5 (E1/2 =037 V) e [RUz(M-OzCCH;;)(tth)z]PFs (E1/2 = 0,15 V) em
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fungdo dos comprimentos das ligacdes Ru-Ru : 2,285 e 2,301 A respectivamente.

Segundo esses dados, o complexo com tmtu deve ter ligagcdes axiais mais fortes do
que o complexo com THT. No primeiro, maior densidade eletronica é transferida aos
centros metalicos permitindo um incremento da populacédo eletrénica nos orbitais
antiligantes, o que produz uma diminuigdo na ordem da ligacdo Ru-Ru, aumentando
a distancia entre estes dois centros metalicos. Como possui maior densidade

eletrénica, o processo de redugédo do complexo sera mais dificil (E1, € menor).

TABELA 11.2.1.14.- Dados Eletroq7uimicos para varios pares redox [Ruy(p-
0,CCH;)L,]" em 1,2-dicloroetano”%2%

LIGANTE (L) " Ew2(V)® | Ewz2(V)® | N.D. | Referéncia
s e R s FelFeT L ve EPH | ;
Quinuclidina -0,671 0, 019 61 7
1,1,3,3-tetrametil-2-tiouréia -0,541 0,149 9
4-metilpiridina -0,537 0,153 35,1 7
4-fenilpiridina -0,529 0,161 >33,1 7
piridina -0,519 0,171 33,1 7
1,1,3,3-tetrametiluréia -0,487 0,203 31,0 9
DMSO -0,483 0,207 29,8 7
4-cianopiridina -0,396 0,294 <33,1 7
3-cianopiridina -0,379 0,311 <33,1 7 -
THT -0,322 0,368 10
DMF -0,302° 0,388° 26,6 7

2 Em diclorometano
® Valores convertidos para EPH somando-se +0,69 V aos valores determinados para eletrodo
Fc/Fc™.

¢ Potencial de oxidag&o

B. Resultados obtidos nesse trabalho
Nesse trabalho procuramos investigar se as caracteristicas estruturais dos

ligantes nitroimidazélicos que ocupam as posigdes axiais nos complexos de

Ruy(Il,11I), poderiam influenciar os potenciais de redugdo do par Ru® / Ru* e, se
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esses potenciais deslocariam-se quando comparados ao potencial do aquo-

complexo, RUAQUO.
Nas figuras 11.2.1.34 — 11.2.1.36 séo apresentados os voltamogramas dos

complexos de Rux(ll,lll) e na Tabela 11.2.1.15 os valores de E4,; calculados para os

mesmos.

-200 d T T T T T T T T T T T T T T
-0.1 0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7

E/ V (vs EPH)

FIGURA 11.2.1.34. Voltamogramas Ciclicos do RuAQUO
em CH;CN, contendo 0,10 mol dm> TEAP, na faixa de -0,1
V a 0,7 V vs. EPH, com velocidade de varredura de 10 —
100 mVs™.

De acordo com o voltamograma da figura 11.2.1.34, o complexo RuAQUO
apresenta um processo de redugcdo monoeletrénico com Egqp, igual a + 0,31 V vs.
EPH. O valor da razao entre as correntes catddica e andédica (0,95) é préxima de
1,00 e a diferenca AE é de 60 mV, o que demonstra que este complexo sofre um
processo de redugao reversivel’.

Quando o ligante nitroimidazélico passa a ocupar as posi¢cdes axiais
substituindo as moléculas de agua, ocorre um deslocamento do potencial de
reducdo para valor mais negativo, como pode ser observado na figura 11.2.1.35 onde
sao mostrados os voltamogramas dos complexos RUAQUO e RUMETRO.

Neste caso, a introdugdo do ligante METRO causa um abaixamento de
aproximadamente 60 mV no valor de Es» (+0,253 V vs. EPH), em relagdo ao
RUuAQUO. A razao entre correntes catodica e anédica de ~ 0,8 e AE = 63 mV, sugere

um processo de redugcao monoeletrénico quase-reversivel para o RUMETRO.
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150
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0 -
i 4
-~ -50
-100 -
] — RuAQUO
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-150+ (100 mvs™)
-200 v T T T T T 4 T T T T T T T T
0,1 0,0 0.1 0,2 03 04 05 0,6 0,7

E/V (vs EPH)

FIGURA II.2.1.35. Voltamogramas Ciclicos dos complexos :
RuAQUO e RUMETRO em CH;CN, contendo 0.10 mol dm™
TEAP, na faixa de —0,10 V a +0,70 V vs. EPH (velocidade de
varredura : 100 mVs™).

Para os outros derivados nitroimidazolicos, ocorre um deslocamento de Eqj;
quantitativamente similar ao do RuMETRO, em relagdo ao RuAQUO (figura
11.2.1.36). Todos apresentam processos de redugdo monoeletrénicos e quase-
reversiveis com razdes de corrente na faixa de 0,8 a 1,0 e AE na faixa de 60 a 100
mV, semelhantemente ao observado por Vamvounis para derivados com outros
ligantes axiais N-doadores®.

Essa diminuicdo nos valores de Ei, dos derivados nitroimidazélicos de
Rux(ILIll) em relagdo ao aquo-complexo (Tabela 11.2.1.15) pode ser explicada da
seguinte forma. Como os nitroimidazéis sao ligantes N-doadores, a ligagao Ru-Laal
deve ser mais forte do que a ligagdo Ru-H>O. Com isso a ligagdo Ru-Ru deve estar
mais enfraquecida e, portanto os ions Ru sdao mais faceis de serem oxidados,
exibindo valores de E;;; mais negativos®’ para estes derivados. Comparando estes
dados com os dados da Tabela 11.2.1.14, os nitroimidazéis poderiam ser
considerados como ligantes N-doadores moderados.

O fato de todos os derivados nitroimidazolicos apresentarem potenciais de
redugdo muito similares comprova que a parte da estrutura do ligante comprometida
com a coordenacao deve ser a mesma em todos os casos. Se ocorrerem alteragoes

nas energias dos orbitais moleculares, devem ser similares para todos os complexos.
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As modificagdes no gfupo R do nitrogénio N1 do anel imidazélico (figura I.5),

portanto ndo tem influéncia nas propriedades eletroquimicas do centro Ruz®* / Rus*'.

120

80
404
<§ 0 .
- ~40 ‘___7/__7—*_‘._ =
-80+ — RuMETRO
N\, RuNIMO
-120 \\/ — RuSECNI
—— RuTINI
-160 —
06 04 02 0.0 0.2 04 06

E/V (vs EPH)

FIGURA 11.2.1.36.- Voltamogramas Ciclicos dos complexos
RUMETRO, RuNIMO, RUSECNI e RuTINI em CH3CN, contendo
0.10 mol dm™ TEAP, na faixa de — 0,40 V a +0,80 V vs. EPH
(velocidade de varredura : 100 mVs™).

TABELA 1I.2.1.15.- Dados Eletroquimicos para os
- complexos de Ruy(ll,lll)

COMPLEXO Eq2 (V) ic/ia
vs. EPH

RuAQUO 0,310 0,95

RUuMETRO 0,253 0,82

RuNIMO 0,249 0,96

RuSECNI 0,251 0,86

RuTINI 0,254 0,87

Conforme discutido anteriormente as propriedades eletronicas e magnéticas
em geral ndo sdo afetadas pelo ligante axial. Com base na literatura®, podemos dizer
que quase-degenerescéncia dos orbitais n* 8* € mantida com a introdugdo dos

nitroimidazéis nas posi¢cdes axiais dos complexos investigados. A mudanca de

115



Capitulo 11.2: Kesultados e Discussiao — Complexos de Kuy(11,111)

energia nos orbitais ory-Laxial € G Ru-Laxial d0S complexos Ru-nitroimidazol em relagéao
ao RUAQUO contudo é refletida pelas diferengcas nos valores de Eq; (Tabela
11.2.1.15).

Em relagédo aos ligantes nitroimidazélicos, € sabido que 0 mecanismo de agao
biolégica é atribuido a redugéo do grupo nitro com formacéo do radical R-NO;~, que
atuaria como um receptor de elétrons e prétons, oxidando o DNA e induzindo a
liberagdo de fosfato timidina, resultando numa lesdo caracterizada pela
desestabilizagéo e ruptura da dupla hélice. A redugao completa dos nitroimidazois é
um processo complexo, que sob condi¢ées anaerdbicas ou baixa pressdo de
oxigénio, pode formar os derivados: nitroso (R-NO), hidroxilamina (R-NHOH) e amina
(R-NH.) envolvendo um total de seis elétrons®®, conforme mencionado no Capitulo |
(figura 1.2).

Embora ndo tenhamos efetuado um estudo eletroquimico detalhado,
observamos que os ligantes nitroimidazélicos, em nossas condigdes de trabalho,
apresentam um processo de redugéo entre -1,0 e -1,5 V (vs EPH) (figura 11.2.1.37).

Relacionando as alturas correspondentes as correntes anddicas dos
processos de redugdo do centro Ru,®* / Ruy** no complexo RUMETRO e de redugéo
do metronidazol, que aparece em potenciais mais negativos, podemos sugerir que a
redugéo deste ligante deve envolver 4 elétrons. La-Scalea® investigou o processo de
reducdo do metronidazol por voltametria ciclica, observando também um processo
de 4 e, porém em condigdes experimentais bastante diferentes inclusive com
variacées de pH. Segundo esses estudos a redugdo do metronidazol é compativel

com o seguinte mecanismo, onde é formado o derivado de hidroxilamina:
R-NO, + 4H" + 4 > R-NHOH + H,O ... (1.2.1.3)

Como se pode observar na figura 11.2.1.37, quando a varredura é iniciada no
sentido de potencial negativo (sentido E’), a redugéo do ligante nitroimidazélico deve
comprometer o processo de oxidagdo do centro de Ruz**,mas como ja explicamos
anteriormente, estudos mais detalhados teriam que ser feitos para confirmar essas

observagdes.

116



Capitulo I1.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Ru(I1,11I)
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FIGURA 11.2.1.37.- Voltamogramas Ciclicos dos complexos RUMETRO, RuNIMO,
RuSECNI e RuTINI em CH;CN contendo 0,10 mol dm™ TEAP, na faixa de -2,0 a
+2,5 V vs. EPH (velocidade de varredura: 100 mVs™).

Com a finalidade de investigar se novas espécies estariam se formando
quando os complexos sdo submetidos a potenciais entre 0,0 V e 0,50 V (vs. EPH),
foi analisado o comportamento espectroeletroquimico do aquo-complexo RUAQUO e
do derivado com metronidazol, RUMETRO ( figura 11.2.1.38).

De acordo com os resultados quando o potencial de 0,50 V vs. EPH é
abaixado para 0,0 V vs. EPH, ou seja, quando o complexo é reduzido por aplicacao
de potenciais menores do que 0,50 V, ndo se observa, em nenhum dos casos, a
presenca de ponto isosbéstico que poderia indicar a existéncia de espécies em
equilibrio. No processo de redugdo do RUAQUO, observa-se a intensificacdo de
ombros na regido de 500 — 650 nm, além do surgimento de uma nova banda larga

com Amax ~750 nm. Para o RUMETRO comportamento similar € observado.
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FIGURA 11.2.1.38.- Espectroeletroquimica dos complexos:
RUAQUO e RUMETRO em CH3CN, contendo 0,10 mol dm™
TEAP, +0,50 V vs. EPH.
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9. Acompanhamento Espectroscépico da Estabilidade dos Derivados

Nitroimidazdlicos de Rux(ILIII).

Como um dos objetivos deste trabalho é analisar a potencialidade biol6gica
dos derivados nitroimidazélicos de Rux(lllll) sintetizados, torna-se importante
investigar se eles se mantém estaveis em solugdo aquosa a 37 °C, durante um
determinado periodo de tempo.

As figuras 11.2.1.39 - 11.2.1.43 mostram o acompanhamento dos espectros das
solucbes aquosas dos complexos em fungdo do tempo. As concentracbes das
solugdes correspondem as concentragbes das respectivas ICsy, oOu seja,

concentragao do complexo que mata 50% das células (NCTC clone 929).
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FIGURA 11.2.1.39.- Acompanhamento do espectro
eletronico do RUAQUO; 0,76 x 10° mol dm™ a 37 °C
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FIGURA 11.2.1.40.- Acompanhamento do espectro
eletrénico do RUMETRO; 1,2 x10° mol dm™ a37°C
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FIGURA 11.2.1.41.- Acompanhamento do espectro
eletrénico do RuNIMO; 4,3 x 10° mol dm™ a 37 °C
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FIGURA 11.2.1.42.- Acompanhamento do espectro
eletronico do RUSECNI; 2,5 x 10° mol dm™ a 37 °C
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FIGURA 11.2.1.43.- Acompanhamento do espectro

eletronico do RuTINI; 4,3 x 102 mol dm™ a 37 °C
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Com base nestes ensaios verificamos que todos os complexos mantém-se
relativamente estaveis apds 12 horas em meio aquoso a 37 °C. A banda referente a
transicdo n(RuO,Ruz) — n*(Ruy) em ~425 nm, continua aparecendo comprovando a
manutengéao da ligacdo Ru-Ru.

Para todos os compostos observa-se uma pequena intensificagdo da
absorcao na regido de 300 — 400 nm, que é mais acentuada no caso do RuNIMO.

10. Ensaios de Particdo dos Derivados Nitroimidazélicos de Ruy(ll,lll)

Para verificar qualitativamente a particdo dos complexos utilizou-se o método
de Shake-Flask, empregando como fases organicas n-octanol e ciclohexano, e
procedendo de acordo com indicagdes de Dearden & Bresnem®.

Inicialmente foram testados os sistemas octanol-H,O e ciclohexano- H,O na
proporgdo 100 pL / 4 cm®, mas ndo se obteve resultados satisfatorios uma vez que
as percentagens extraidas dos complexos foram muito baixas, sendo observado
também que esses complexos sdo muito hidrofilicos. Em funcéo deste fato, optou-se
pelo uso de n-octanol invertendo e modificando a relagdo de volumes dos solventes
(20 cm® de n-octanol / 1,5 cm® de agua). O n-octanol misturado com agua destilada
é deixado durante 12h sob agitagdo magnética para atingir a saturagdo uma vez que
a presenca da agua facilita a passagem do complexo para a fase organica.

A Tabela 11.2.1.16 mostra as absorbancias iniciais e ap6s a particao obtidas a
partir dos espectros das solu¢des aquosas desses complexos (regido do visivel) e

das solugdes em octanol (regidao do ultravioleta).
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Com base nos dados obtidos verificamos que:

1. Quando monitoramos o espectro em 430 nm, que &€ o comprimento de onda
proximo do Amax da transigdo n(RuO,Ruz) — w*(Ruz), a diminuigdo da
absorbancia nao é muito grande, correspondendo a uma extragdo de
complexo para fase organica na faixa de 15 — 28%.

2. Ao contrario, quéndo monitoramos o espectro na regidao do UV ( A = 320 nm)
que é tipica de bandas do nitroimidazol, a diminuicao da absorbancia é bem
acentuada, indicando uma extracdo de 70 — 93% para a fase n-octanol. Ou
seja, o ligante nitroimidazolico pode estar saindo das posi¢cdes axiais da

gaiola de Rux(ll,!ll) para passar a um ambiente hidrofébico.
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1. Sinteses

O formiato foi o primeiro carboxilato de Rhy(ll,Il) sintetizado através do
aquecimento da mistura de H3[RhClg] e acido férmico, porém Rh metalico também
foi obtido devido a presenca do &cido férmico que é um forte agente redutor' 2.

O acetato de Rhy(ll,ll) foi preparado por um método analogo®, e
posteriormente, muitas variagdes do procedimento original foram empregadas para
sintetizar diversos carboxilatos de Rhy(l1,11), sendo a escolha do método dependente
do valor do pKa do acido carboxilico. Por exemplo, para a sintese do acetato de
Rhy(IL,Il) é preciso efetuar refluxo de RhCl; em uma mistura etanédlica de acido
acético e acetato de sodio (pKa CH3COOH = 4,78)*%%, enquanto que para sinteses
com carboxilatos provenientes de acidos fortes, como o acido trifluoroacético (pKa =
0,5), o refluxo de uma mistura etanélica de RhCl; e o sal sédico do acido carboxilico
correspondente é suficiente”®.

A sintese do [Rhy(n-O2CCHs)4] efetuada no nosso trabalho foi baseada no
procedimehto ja estabelecido anteriormente®. A cor verde escuro da solugdo apés o
refluxo evidencia a formag¢ao do carboxilato desejado sendo também observada a
presenca de um residuo preto de rédio metalico’®. O tempo e a temperatura de
refluxo tém que ser bem controlados ja que estes fatores podem contribuir para a
formacdo de Rh° e diminuigdo do rendimento da reagao''. O residuo de Rh° foi
separado por filtragdo e o acetato de Rhy(ll,1l) obtido a partir da solugdo com MeOH.
(Calculado para Rh;OCgH12: C: 21,74%, H: 2,74%, Experimental : C: 21,57%, H:
2,77%.).

No que se refere a sintese dos derivados de Rhy(ll,ll) com ligantes N-
doadores, existe na literatura uma grande classe de compostos estudados. Assim
por exemplo temos derivados contendo aménia, aminas ciclicas e alifaticas, piridina,
N-heterociclicos, aminas aromaticas, guanidina e derivados, nitrilas, éxido nitrico e
varios ligantes aniénicos como NCX (X = O, S, Se) e nitrito'?.

Os primeiros estudos com derivados de imidazol foram feitos por Das e
Bear'®, incentivados pela descoberta da atividade antitumoral dos carboxilatos
[Rho(p-O2CR)s (R = OMe, CH;, C:Hs e CsHy). Posteriormente, conhecidas as
propriedades radiossensibilizadoras de tumores dos nitroimidazéis e antitumorais
dos carboxilatos de Rhy(Illl), foi reportada a sintese de alguns derivados
nitroimidazélicos de férmula [Rha(u-O2CCHj3)4l], L = misonidazol, 2-nitroimidazol-1-
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etanol, 1-(2-hidroxi  3-metoxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol, e também dos
correspondentes analogos de butirato de Rhy(IlII)'*. Estes complexos foram
sintetizados refluxando quantidades equimolares do carboxilato de Rh e do
nitroimidazol em etanol durante 30 — 60 min, com rendimentos de 60 — 95%. Seis
anos mais tarde, foi reportada a sintese do derivado [Rha(u-O,CCHs3)4L5].2EtOH com
L = acido 3-[1-(4-nitroimidazolil)]propionato’®.

O primeiro derivado de Rhy(llLll) com metronidazol, [Rha(p-
0,CCHa)4(METRO),], foi preparado por Dale et al."®, por agitagdo de uma mistura de
[Rha(u-O,CCHa)4] € metronidazol numa proporgdo molar de 1:10, a 20 °C, em MeOH
durante aproximadamente 3h, que gerou um produto vermelho bastante puro. Esta
metodologia foi repetida por Dyson et al.'’ para a sintese do complexo [Rhy(p-
0O,CCH,CH,CH2Ph)s,(METRO);], o qual foi testado como  possivel
radiossensibilizador de tumores.

Tendo em vista as atividades antiparasitarias dos nitroimidazéis, complexos
de férmula [Rha(u-O,CCR)4L2] (R = carboxilatos alifaticos ou aromaticos, L =
metronidazol e benzinidazol) foram sintetizados por Nothemberg e Najjar'®. Por
reacdo direta de solugdes etandlicas aquecidas do carboxilato metalico e do ligante
numa relagdo molar de 1 : 2,2 seguida de resfriamento, houve precipitagédo do
complexo desejado.

No presente trabalho, os derivados nitroimidazolicos de Rhy(ll,1l) foram
preparados modificando-se um procedimento descrito anteriormente®'®. Apds a
reagdo, as solugdes tiveram que ser deixadas em geladeira por alguns dias para
favorecer a precipitagdo dos produtos. Para o caso do derivado com secnidazol, a
precipitagdo ocorreu apos remocgdo do solvente por rotoevaporagéo. Proporgcdes
molares de carboxilato metalico: nitroimidazol iguais a 1:10, semelhantes a descrita
na literatura'®, nao geraram produtos puros. Obtivemos os resultados melhores
quando a propor¢ao molar usada foi de 1:6.

As analises elementares dos derivados obtidos s&o apresentadas na Tabela
11.2.2.1.
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TABELA 11.2.2.1.- Analises elementares dos derivados nitroimidazélicos

de Rh(ll,ll).

Rha (L) C(%)  H(%) ~ N%) | C%) H%) N%)
[Rhz(p-O2CCH3)4(METRO),] 30,63 3,86 10,72 | 30,56 3,76 10,50
[Rha(p-O2CCH3)4(NIMO),] 34,91 4,51 12,53 | 34,87 439 1217
[Rhy(p-0,CCHa)s(SECNI),] 3253 4,22 10,35 | 32,62 4,06 10,05
[Rhy(1-0>CCH3)4(TINI),] 30,78 4,09 8,97 | 30,75 412 9,08

Todos os derivados de acetato de Rhy(ll,1l) com ligantes nitroimidazélicos sao
de cor vermelha. Esta cor indica que os ligantes nitrogenados ligam-se axialmente
ao carboxilato de Rhy(Illl) através do atomo de nitrogénio imidazélico,
semelhantemente ao que ja foi observado para o complexo de Rh, com

metronidazol'®.

2, Testes de Solubilidade dos Complexos

As solubilidades do acetato de Rhy(ll,l) e de seus derivados nitroimidazoélicos
foram testadas em solventes de diferentes polaridades. Os resultados sé&o
mostrados na Tabela 11.2.2.2.

Os derivados nitroimidazélicos sdo pouco soluveis nos solventes polares
como H,O e MeOH ao contrario do precursor [Rhy(u-O,CCHj3)4] que, nesse tipo de
solvente, pode formar o complexo substituido [Rh,(pu-O2CCH3)4S,].

Este comportamento pode ser devido a formagao de espécies poliméricas que
seriam mais sollveis em solventes menos polares como observado para o caso do
complexo {[Rh(O2CH)2H2015[Rh(02CH)2]o}.

Todos eles sdo relativamente soliveis na maior parte dos solventes usados,
mas em muitos casos a cor observada em solugdo é diferente da cor do sdlido
(vermelho). Este fato indica possivel substituicdo dos ligantes axiais por moléculas

do solvente.
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TABELA 11.2.2.2.- Solubilidade dos complexos de Rh(ll,Il)

SOLVENTES |[RhACET |RhMETRO [RhNIMO [RhSECNI [RATINI
Agua s i i i i
MeOH S p.s. [ i p.s.
EtOH s [ [ [ i
Acetona p.s. s (s.a.) S p.s.(s.a) |s(s.a)
THF p.S. s (s.a.) s (s.v.) p.s. (s.v.) |s(s.v.)
DMSO s (s.l.) s s p.s. s
Acetonitrila s (s.r.) s (s.r.) s (s.r.) p.s.(s.r.) |s(s.r)
DMF p.s. s (s.v.) s (s.v.) p.s.(s.v.) |[s(s.v.)
Hexano i i [ [ [
Tolueno i p.s. i [ p.s.
Diclorometano i s (s.a.) s (s.l.) p.s. (s.l.) s (s.l.)
Cloroférmio i s (s.a.) s (s.l.) p.s. (s.l.) s (s.l.)
1,4 dioxano p.s. s (s.v.) s (s.v.) i s (s.v.)
s = soluvel, p.s. = pouco soluvel, i = insoluvel, s.a. = sol. amarela, s.l. = sol. laranja, s.v. = sol. verde,

s.r. = sol. roxa

3. Espectroscopia Eletrénica

A. Estrutura Eletrénica e Espectros de Absorgao dos Tetracarboxilatos de
Rh(11,11)

A estrutura dos carboxilatos de Rhy(ll,ll) &€ similar a dos carboxilatos de
Rux(IlLl). Portanto os estudos sobre estrutura eletronica dos carboxilatos de
Ruz(ll,1l1) apresentados anteriormente sdo validos também para os de Rhy(ll,1l),
porém com algumas modificagbes desde que estes lltimos apresentam um maior
namero de elétrons por se tratarem de sistemas d” — d’.

A sequéncia da ordem dos niveis de energia dos orbitais moleculares devido
a interagéo metal-metal € semelhante a apresentada anteriormente na figura 11.2.1.1.

As interagbes permitem que dois atomos metdlicos formem um orbital molecular o,
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dois orbitais moleculares © e dois orbitais mole"cullaré's;”s. As energias dos orbitais
aumentam de acordo com a seguinte ordem:
c<T<<§ < << t* < g*

Esta ordem muda com a coordenagdo de ligantes aos centros metalicos.
Como mencionamos anteriormente obteve-se através de calculos CAC-Xa-OD a
configuracao eletrdnica o*n*6?n*%6*"! para a molécula de [Rux(u-O-CH)4Cl] em que os
orbitais n* e 8" sdo quase degenerados. Estudos similares feitos por Norman e
Kolari'® em calculos SCF-Xa-SW permitiram propor a configuracdo eletrdnica
o’ n*82n*45*%6* para o complexo [Rha(u-O2CCHa3)4(H20)2] em que o orbital c* se
mantém vazio.

Essa configuracao indica uma ligacao simples entre os dois atomos de Rh e a
ordem de energia dos orbitais & consistente com o espectro eletrénico

1?° porém, nao explica adequadamente a forca e a curta distancia da

experimenta
ligacdo. Uma explicagdo para isso é que os ligantes ponte “forcariam” os dois
atomos metalicos a se aproximarem, com mistura extensiva dos orbitais dos ligantes
ponte com os orbitais do Rh, aumentando a forca da ligagdo Rh-Rh?'.

Com a finalidade de saber se a natureza dos ligantes equatoriais influenciava

|2 estudaram os diagramas de

na ordem dos orbitais moleculares, Rotov et a
orbitais moleculares dos amidatos de Rhy(Il,11), [Rhz(CH3CONH3)4(H20).], mostrando
que sao similares aqueles dos carboxilatos e, portanto, as configuragdes eletrénicas
também sao semelhantes, explicando os dados espectrais observados.

Estudos de Pruchnik et al.?®* ?* utilizando calculos de Fenske — Hall para o
formiato de Rhy(ll,11): [Rha(HCOO)4(H20)2], mostraram a seguinte sequéncia para os
orbitais moleculares : o*n*5°6**n**c* que é analoga a obtida pelo método de
Huckel®® e ab initio®®. Os valores das energias dos orbitais &* e ©* sdo ligeiramente
diferentes, similar ao observado por outros pesquisadores ' ?° % Neste mesmo
trabalho, os autores observaram que a substituicdo de dois ligantes equatoriais
formiato quebra a degenerescéncia dos orbitais n(Rhy) e n*(Rhy), contribuindo
também para modificar a energia dos outros orbitais do centro Rh,** para complexos
do tipo [RhaXa(HCOO),(HN=CHCH=NH),] (X = CI, Br, I, H,O) em relagdo ao
[Rh2(HCOO)4(H20)2]. Nos complexos substituidos equatorialmente, a diferenga de

energia entre os orbitais ¢*(Rhy) e o(Rhy) aumenta em relagdo a do precursor.
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Apesar da consideravel contribuigdo dos ligantes equatoriais nitrogenados para os
orbitais do centro Rh,*" a ligagdo Rh-Rh nao é reforgada.

A cor dos carboxilatos de Rhy(ll,Il) varia com a natureza do atomo doador do
ligante axial: azul ou verde para ligantes com oxigénio, rosa ou vermelho para o
ligante com nitrogénio, e laranja para ligantes com enxofre ou fésforo?.

O espectro eletronico do acetato de Rhy(ll,Il) em agua, consiste de duas
bandas na regiao do visivel, banda 1(~ 600 nm) e banda 2 (~ 450 nm), e duas na
regido do ultravioleta, banda 3 (~ 250 nm (ombro)) e banda 4 (~ 220 nm)®%,
Enquanto a posicao da banda 2 permanece relativamente constante, alterando-se
apenas com a substituicdo dos ligantes equatoriais, a banda 1 é fortemente
influenciada por mudangas no ligante axial. A forga doadora crescente do ligante
axial altera uniformemente a posi¢cdo da banda 1 para regides de maior energia
(menor comprimento de onda)?.

Norman e Kolari'® atribuiram as bandas 1 e 2 no espectro visivel as
transigées permitidas por dipolo elétrico : n*(Rhz) - o*(Rhy) (banda 1) e n*(Rhy) —
o*(Rh-O) (banda 2), com base na correspondéncia entre os valores de energia
calculados e experimentais, bem como nas observacées de Dubicki e Martin?®, de
que a banda 1 é fortemente influenciada pelo ligante axial, enquanto a energia da
banda 2 permanece praticamente constante.

Posteriormente, Miskowski et al.?® fazendo estudos do espectro polarizado de
monocristal do complexo [Rha(nu-O,CCHa3)s(H20),], atribuiram as bandas 1 e 2 as
seguintes transi¢des: n*(Rhy) - ¢*(Rh-O) (banda 1) e n*(Rh-O) —» ¢*(Rh-O) (banda
2). Esta proposta foi retomada por Cotton?°, que mostrou que os dados obtidos por
Miskowski sao consistentes com os seus experimentos, porém s&o também
consistentes com os resultados obtidos por Dubicki?® e Norman*®.

Norman e Kolari'® observaram que a banda 3 também sofre influéncia dos
ligantes axiais, mais dddue a banda 4, deslocando-se para menores energias, ou
seja, maiores comprimentos de onda. Os autores sugeriram que a banda 3 deveria
corresponder a transicdes associadas a orbitais no eixo L-Rh-Rh-L, e que os vaiores
elevados da absortividade molar da banda 4 corresponderiam a transi¢cbes de
transferéncia de carga Ligante —» Metal (TCLM)'® %30
As atribuicées, compiladas no trabalho de Souza®® sao apresentadas na

Tabela 11.2.2.3.
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TABELA 1.2.2.3.- Transicoes

Eletronicas

observadas para os carboxilatos de Rhy(ll,Il).

Comprimento de Onda
(A I nm)

Atribuicdo

Banda 1 (~ 600 nm)
Banda 2 (~ 450 nm)
Banda 3 (~ 250 nm, ombro)
Banda 4 (~ 220 nm)

7 (Rhy) - o* (Rhy)
7 (Rhy) > o* (Rh-O)
s (Rhz) — o* (Rhy)
& (Rh-0) - 6* (Rhy)

No caso dos derivados substituidos axialmente, a entrada do par eletrénico de

ligantes axiais doadores fracos no orbital 6*(Rhy), o desloca para maior energia. Issg

favorece a ocorréncia de uma influéncia trans da ligagdo Rh-Rh sobre a ligagdo Rh.

Laxiat, e€nfraguecendo-a. Ao contrario, a entrada de ligantes doadores fortes

estabiliza a energia do orbital c*(Rh2) enfraquecendo a ligagdo Rh-Rh e encurtandg

a ligagao Rh-Layia "

A figura 11.2.2.1 mostra que a interagado da agua com o [Rhy(n-O2CH)4] causa

mudangas energéticas nos orbitais o sem alterar significativamente a energia dos

orbitais n, n*, d e 8* da ligagdo Rh-Rh.
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A desestabilizacao do orbital o* Rh-Rh indica que a sua interagédo com a agua
& mais fraca do que o esperado enquanto a ligagdo Rh-Rh torna-se mais forte'®.
Assim como alguns ligantes axiais fortalecem as ligagdes Rh-Rh, outros

enfraquecem essa ligagdo como, por exemplo, a trifenilfosfina. O [Rhy(p-

0,CCHp3)4(PPh3),] apresenta uma distancia Rh-Rh aumentada de 0,06,& em relagao
ao aquo-complexo [Rhy(p-O2CCH3)4(H20),].

Christoph e Koh?' analisaram a variagdo das distancias Rh-Rh na série
[Rho(u-O2CH)4l2] (L = H20, Py, NHEt,, CO, PF3, P(OPh3)), propondo um conjunto de
orbitais moleculares onde os orbitais n (Rhy) apresentariam energia mais alta do que
os orbitais n* (Rhy), de forma tal que uma retrodoagao n dos orbitais n(Rh,) ao CO
ou PR3, explicaria o aumento das distadncias metal-metal para esses derivados.
Entretanto, em estudos posteriores, usando L = P(OPh3) e PPh3, observaram, que a
variagdo nas distancias da ligagdo Rh-Rh ndo poderia ser explicada em termos de

* mas sim levando em conta a capacidade o doadora destes

retrodoagbes =
ligantes. Norman e Renzoni*? ja tinham proposto anteriormente que a doacédo ¢ - ¢*
(L —>Rhy) era mais forte que a retrodoagao = para todo tipo de ligante incluindo CO e
PR3 e que a distancia Rh-Rh aumentava com o aumento da for¢a da ligagdo o Rh-L.

Por outro lado, alguns estudos mostraram que a estabilidade de derivados
contendo nitrogénios aromaticos doadores diminui segundo a ordem de L (acido iso-
nicotinico > pyridina =~ niacina) sendo paralela a capacidade de ligagdo n Rh-L
destes acidos®. Da mesma forma, Drago et al.***%¢ também sustentaram que as
interagdes = metal-metal induzem a uma retrodoagao n (Laxial —> Rh).

Cotton® por sua vez, tem sido muito critico em relacio a retrodoagéo = Rh-
Laxiar proposta por Drago®. Calculos feitos para espécies do tipo: [Rha(p-
O,CR)4(PR3)2], estruturalmente caracterizadas, ndo admitem a existéncia de uma
retrodoacédo. Esse autor indicou que os ligantes fosfina axiais n&o introduzem novas
interagdes, mas aceitou que as magnitudes das ligagdes Rh-Layia S80 afetadas.

No que se refere a ligagdo Rh-metronidazol, foi observado na literatura que
praticamente ndo ocorrem mudangas nas distancias Rh-Rh quando se comparam os
complexos [Rha(u-O2CCH3)4(METRO),] e [Rha(u-O2CCH3)4(py)2], © que evidencia a

semelhanga entre as forgas doadoras desses dois ligantes'’.
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B. Espectros de Absor¢do dos Derivados Substituidos de Rhy(il,ll) com

Nitroimidazois

Os espectros eletrénicos do precursor [Rhy(u-O,CCH3)4] € de seus derivados
substituidos [Rha(u-O2CCHs)s(nitroimidazol),] obtidos no nosso trabalho séao

apresentados a seguir.

B.1 Espectros dos complexos em solugédo

Os espectros eletrbnicos do acetato de Rhy(llll) e de seus derivados
nitroimidazolicos sdo mostrados nas figuras 1.2.2.2 — 11.2.2.4. A Tabela 11.2.2.4
apresenta os comprimentos de onda méaximos e as absortividades molares
estimadas a partir destes espectros. Os espectros eletrénicos foram obtidos para os

complexos dissolvidos em acetona que € um solvente ndo-coordenante.
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FIGURA 11.2.2.2.- Espectros eletronicos do complexo RhACET em
etanol : (a) 0,5 x 10 mol dm™, (b) 1,0 x 10 mol dm™.
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FIGURA 11.2.2.3.- Espectros eletronicos dos complexos RhRMETRO e
RhNIMO 0,5 x 10 mol dm™ em acetona.
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FIGURA 11.2.2.4.- Espectros eletrénicos dos complexos RhSECNI e
RhTINI 0,5 x 10 mol dm™ em acetona.
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TABELA 1I.2.2.4.- Comprimentos de onda na regiao UV-VIS dos complexos de

Rhy(l1,11).
Complexos |Solvente | Conc. x 10° Ultravioleta * 1 VISIVEL
| mol dm™® A/nm Anm

(e x16%em'mol'dm®) (e cm”'mol'dm?)
RhACET** EtOH 0,1 590 (180)

0,5 251(3,97) / 223(13,4)
RhMETRO |Acetona 0,5 553 (240)
RhNIMO Acetona 0,5 557 (220)
RhSECNI Acetona 566°"
RhTINI Acetona 0,5 555 (240)

* Como a acetona absorve na regi&o do UV n&o foi possivel obter os espectros nesta regido

** Uma banda em 445 nm pode ser atribuida a transicdo n*(Rhy) —» ¢*(Rh-0)
** paixa solubilidade em acetona

sh ombro

B.2 Espectros dos complexos no estado sélido

Os espectros eletronicos na regido do visivel e infravermelho proximo do
acetato de Rhy(ll,1l) e de seus derivados nitroimidazolicos sdo mostrados na figura
[1.2.2.5. A Tabela 11.2.2.5 mostra os comprimentos de onda obtidos a partir destes
espectros.
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FIGURA 11.2.2.5 .- Espectros eletronicos na regiao do infravermelho préximo
dos complexos RhACET, RhAQUO, RhMETRO, RhNIMO, RhSECNI e RhTINI,

no estado soélido.
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TABELA 11.2.2.5.- Comprimentos de onda maximos
observados na regiao do infravermelho préximo para
os complexos de Rhx(ll,ll) no estado sélido.

COMPLEXOS ~ Banda1:A(nm)
RhACET 607
RhMETRO 521
RhNIMO* 512
RhSECNI 527
RhTINI 525

*afetada pelo limite de detecgéo do aparelho
B.3 Atribuigao das Bandas

Os espectros UV-ViIs em solugdo do acetato de Rhy(ll,1l) esta de acordo com
a literatura®?® (figura 11.2.2.2). Na regido do Vis aparecem duas bandas: em 590 e
445 nm, correspondentes as transicées n*(Rhy) » o*(Rhy) (banda 1) e n*(Rhy) -
¢*(Rh-O) (banda 2) respectivamente Na regido do UV podem ser observadas as
bandas devidas as transi¢des n*(Rhy) - ¢*(Rh-O) em ~ 251 nm (banda 3) e o(Rh-
0) — ¢*( Rhy) (banda 4) em ~223 nm.

Para os derivados nitroimidazélicos de Rhy(Il,lIl) (figuras 11.2.2.3 e 11.2.2.4)
observa-se um deslocamento da banda 1 (n*(Rhy) — o*(Rhy) para menores

2527138 (550 — 570 nm). Deslocamento semelhante foi

comprimentos de onda
observado por Nothmberg et al'®. A banda 2, n*(Rhy) - o*(Rh-O) deve estar
encoberta pela intensa banda dos nitroimidazois que aparece em ~ 310 nm e pode
ser atribuida a transigao © — n*'®,

Os dados da figura 11.2.2.5 e da Tabela 11.2.2.5 mostram que para os
compostos no estado sélido, a banda 1, n*( Rhz) - ¢*( Rhy) também encontra-se
deslocada para menores comprimentos de onda em relagéo ao espectro do RhACET

(607 nm).
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Esses resultados estdo de acordo com os apresentados por Goodgame et
al' para complexos de formula [Rha(u-O2CCHa)sls], L = misonidazol, 2-
nitroimidazol-1-etanol,  1-(2-hidroxi-3-metoxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol,  cujos
espectros de reflectancia mostraram que a banda 1 apresenta-se na faixa de 520 —
560 nm.

Para o caso do RhNIMO nao foi possivel atribuir a banda 1 desde que esta
encontra-se deslocada para a regidao do limite de sensibilidade do aparelho, similar

ao acontecido com os derivados nitroimidazolicos de Ruy(ll,111).

4. Medidas de Susceptibilidade Magnética

A Tabela 11.2.2.6 traz os valores das susceptibilidades magnéticas molares
corrigidas e dos momentos magnéticos efetivos calculados para o acetato de
Rhyo(ll,11) e seus derivados nitroimidazolicos.

Todos os valores de momento magnético efetivo sdo iguais a zero, sendo
coerentes com espécies que apresentam elétrons emparelhados e configuragao

eletrnica o® * 8% 7**8*2, como é esperado no caso dos carboxilatos de Rhy(ll, I1).

TABELA 11.2.2.6.- Susceptibilidades Magnéticas Molares (ym) € Momentos
Magnéticos Efetivos (u.x) dos complexos de Rhy(ILI1).

COMPLEXOS T/°C ym x 107 Left (M.B.)
(unidades CGS mol ™)
RhACET 23,0 0 0
RhMETRO 20,0 0 0
RhNIMO 26,0 0 0
RhSECNI 20,0 0 0
RhTINI 26,8 0 0
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5. Espectroscopia Vibracional

A. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (4000 — 400 cm’)

Conforme abordado no Capitulo 11.2.1 (item.5), Deacon e Phillips®**
sugeriram que um valor de Av [vas(CO2) - vs(CO2)] < 200 cm™ indica uma
coordenacédo do ligante carboxilato na forma bidentada tipo ponte ou quelato.
Comparado aos complexos de Rux(ll,lll), os de Rhy(ll,ll) exibem valores de Av mais
altos, porém sempre menores do que 200 cm™.

1.41*2 observaram pequenos deslocamentos da freqiiéncia vas(CO>)

Najjar et a
para numeros de onda mais elevados e da frequéncia vs(COy’) para numeros de
onda menores sob influéncia dos ligantes axiais, embora Mazo et al.** tenham
verificado que a natureza dos ligantes axiais exerce pouca influéncia sobre estas
frequéncias vibracionais no caso dos carboxilatos de rodio.

Os espectros na regiao do infravermelho permitem também identificar as
vibragbes dos principais grupos organicos presentes nos ligantes que formam os
complexos metalicos. As atribuicbes tentativas das bandas dos derivados
nitroimidazolicos de Rhy(ll,ll) foram feitas com base na comparagdo com os

espectros dos ligantes e dos derivados analogos de Rux(ll,111).
A.1 Espectros vibracionais dos complexos de Rhy(ll,lIl)

Os espectros do acetato de Rhy(ll,ll) e seus derivados nitroimidazélicos na
regiao do infravermelho sao mostrados nas figuras 11.2.2.6 - 11.2.2.10.

A Tabela [1.2.2.7 apresenta as atribuicbes tentativas das principais

frequéncias vibracionais observadas nesta regiao.
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FIGURA 11.2.2.6.- Espectro do acetato de Rh(ll,ll) na
regido do infravermelho (4000 - 400 cm™).
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 11.2.2.7, as frequéncias
vs(CO,) e va(CO,) aparecem nas regides esperadas®. Os valores de Av [vas(COy) -
vs(CO,)], estao na faixa de 155 — 175 cm™ indicando a coordenagao do carboxilatos
em ponte aos centros metalicos.

Os derivados nitroimidazolicos de Rhy(ll,Il) apresentam as freqiiéncias de
estiramento vas(CO,) e v¢(CO,) ao redor de 1590 e 1425 cm™ respectivamente. A
freqiiéncia vs(CO,) do RhNIMO (1436 cm™) é um pouco mais proxima da observada
para o precursor RRACET (1438 cm™).

1. também observaram valores das frequéncias vs(CO,) em

Goodgame et a
aproximadamente 1440 cm™ para os derivados com ligantes nitroimidazélicos que
néo apresentam o grupo metila (-CH3) na posicao 2 do anel imidazélico (figura 1.5)
como o nimorazol. Estes mesmos autores, trabalhando depois com ligantes 4-
nitroimidazolicos' (grupo ~NO; na posicao o ao nitrogénio imidazolico) apresentaram
resultados similares aos nossos, em que a freqtiéncia v,(CO,) aparece na regiao de
~1590 cm™ e vs(CO,) em ~1420 cm™. Valores semelhantes foram observados
anteriormente para os complexos de férmula: [Rhz(u-O2,CCR)4(METRO);] (R = CHs,
C;Hs, C3H7) e para derivados de benzinidazol'®,

Uma outra banda observada nos espectros dos derivados nitroimidazélicos
nesta regido é a correspondente a frequéncia 8(CO;) em ~ 690 cm™ similar aos
derivados de Ruy(ll,111)444°48

O deslocamento da frequéncia v(C=N) para maiores numeros de onda (1537 —
1553 cm'1), em relagdo aos nitroimidazoéis livres, deve-se provavelmente a
coordenacéo do nitrogénio imidazolico N3 aos ions metalicos®’.

Os valores de Av [vas(NO2) - vs(NO,)], estdo na faixa de 106 — 115 cm™
indicando que o grupo nitro n&o participa da ligagao ao fon metalico®’.

A coordenagao do secnidazol pelo grupo OH e do nimorazol pelo oxigénio do
anel sdo pouco provaveis. A primeira por causa do impedimento estérico e a segunda
porque nao se observa deslocamento da banda v(COC).

O ligante tinidazol apresenta na sua estrutura um grupo R,SO,. Embora seja
um grupo de forga doadora bastante fraca, existe a possibilidade de sua ligacdo ao
centro metalico de Rhy** ja que na literatura foi relatado um complexo polimérico de
formula: [Rha(u-O2.CCF3)4(R2S05)2], R = CHs, Ph*®. Porém semelhantemente ao

observado para o analogo RuTINI, os deslocamentos minimos das frequéncias
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vas(S=0) e vs(S=0), na faixa de 7 — 11 cm™ (Tabela 11.2.1.8) nao sustentam a

possibilidade da ligagéo do tinidazol através do grupo sulfona.

B. Espectroscopia na Regido do Infravermelho Afastado (500 — 190 cm’)
B.1 Vibragées mais importantes

Os carboxilatos de Rhy(ll,Il) apresentam nos seus espectros duas bandas
importantes, de media e baixa intensidade correspondentes, respectivamente, as
vibragdes va(Rh-O) e vs(Rh-O). Para o complexo [Rhz(u-O2CH),] estas aparecem na
regido de 500 — 420 cm™ enquanto que para o [Rhy(u-O,CHs)4] € [Rha(u-O2CF3)4)
aparecem em 395 — 340 cm”. Esta marcada diferenca foi atribuida inicialmente a
influéncia do grupo R carboxilico, mas ndo existia uma correlagéo entre a frequéncia
v(Rh-0O) e a massa do grupo R nos complexos de tipo [Rha(n-O2CR)4]%.

Miskowski et al.?® observaram bandas em ~380 e 342 cm™ no espectro do
complexo [Rha(pu-O2CCHs)4(H20),], atribuindo-as as frequéncias vey(Rh-O) e vaou(Rh-
O) respectivamente. Observaram ainda que a banda relativa ao modo ve,(Rh-O)
desdobrava-se em dois componentes, um em 386 e o outro em 374 cm™.

Posteriormente Clarck e Hempleman*®, estudando complexos do tipo [Rha(p-
02CR)4('PPh3)2] atribuiram bandas em 341, 333 e 306 cm™ (R = C;Hs) e em 369, 364,
347 e 341 cm™ (R = CsHy) a frequéncias v(Rh-O), observando uma provavel
influéncia dos ligantes equatoriais e axiais.

Um deslocamento das bandas v(Rh-O) para regiées de maior energia, em ~
430 cm™ e na faixa de 333 — 415 cm™ (acoplada com a banda v(Rh-N)), foi
observado quando ligantes nitrogenados foram introduzidos nas posi¢ées equatoriais
dos carboxilatos de Rhy(Il,11): [Rho(O2CH)2(phen)2Clz], [Rho(O2CH)2(bpy)2Cl].4H20 e
[Rh2(O2CCH3)2(phen),Clz].2H,0.

Na literatura ndo existe muita informacdo em relacdo a fregiiéncia de
estiramento da ligacdo metal-nitrogénio axial. Alguns estudos de complexos
monoméricos de Rh(lll) com ligantes N-heterociclicos mostram que a banda v(Rh-N)

-1 50

deve aparecer na regiao de 300 — 200 cm™ °" similar a faixa proposta por Cornilsen e

Nakamoto®' e Hodgson®? que estudaram complexos com ligantes imidazélicos.
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B.2 Espectros vibracionais IR dos complexos de Rhy(ll,Il) (500 — 190 cm™)

Nas figuras 11.2.2.11 — 11.2.2.13 sao mostrados os espectros do acetato de
Rhy(Il,Il) e de seus derivados nitroimidazoélicos. A Tabela 11.2.2.8 traz algumas

atribui¢cdes tentativas para as principais frequéncias vibracionais nesta regiao.

100

RhACET
[0
8 80+
C
B
=
2 374
©
E 386
e 341
X
40 T T T T T T T T T T T T
500 450 400 350 300 250 200

Numero de Onda (cm")

FIGURA 11.2.2.11.- Espectro vibracional na regiao de 500 - 190
cm™ do complexo RhACET.
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FIGURA 11.2.2.12.- Espectros vibracionais na regiao de 500 -
190 cm™’ dos complexos RhAMETRO e RhNIMO.
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FIGURA 11.2.2.13.- Espectros vibracionais na regiao de 500 -
190 cm™' dos complexos RhSECNI e RhTINI.
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TABELA 11.2.2.8.- Atribuicdo tentativa das
bandas vibracionais no infravermelho afastado
(500 — 190 cm™') dos complexos de Rhy(ll,ll).

vey (Rh-0) | vay (Rh-0) | v(Rh-N)
COMPLEXOS (cm™) (cm™) (cm")
RhACET 386 341 -
RhMETRO 382 334 ~ 475"
RhNIMO 389 340 491
RhSECNI 378 334 484
RhTINI 383 336 489
" = ombro

Com base nos espectros dos derivados nitroimidazoélicos de Rhy(ll,1l) e nos
resultados mostrados na Tabela 11.2.2.8, observamos que todos os complexos
apresentam as frequéncias vey(Rh-O) e v (Rh-O) nas faixas de 378 — 390 e 334 -
341 cm™ respectivamente. Ambas as freqiiéncias variam muito pouco com a
mudanca do ligante axial. As frequéncias va2,(Rh-O) praticamente ndo se deslocam
em comparagao com o RhACET, o que ja era esperado.

As bandas dos nitroimidazéis, que aparecem na regido de 190 - 500 cm™
para os ligantes livres, sdo de baixa intensidade nos espectros dos complexos de
Rho(ll,1). Nessa regido deve aparecer a banda correspondente a freqiéncia de
estiramento da ligagcao Rh-N. De acordo com a literatura esta banda é observada
na regido de 470 — 490 cm™ °®. Em nossos complexos esta pode ser a que aparece
em ~490 cm™ (Tabela 11.2.2.8).

C. Espectroscopia RAMAN

Para os carboxilatos de Rhy(ll,ll), a atribuicdo da frequéncia de estiramento
v(Rh-Rh) tem sido motivo de muita controvérsia. San Filippo e Sniadoch® sugeriram

tentativamente que a banda aparecia em ~170 cm™ no espectro do complexo
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[Rha(n-O2CCH3)4(CH30H),]. Estes resultados foram confirmados por Kharitonov et
al.*>® e Kireeva et al.*® que fizeram a atribuigao desta frequéncia numa faixa de 150 -
170 cm™' para uma série de complexos [Rha(u-O2CR)4(L)2).

Posteriormente Clark et al.’” trabalharam com substituicdo isotépica (0, 80 e
CD3) no complexo [Rha(pu-O2CCH3)4(PPhs)2] € ndo observaram a presenca de bandas
na regido de 150 — 170 cm™. Uma banda que para os trés casos apresentava-se
praticamente na mesma frequéncia : 289 cm™ (1°0), 289 cm™ ('%0) e 287 cm™ (CD3),
foi entdo atribuida a frequéncia v(Rh-Rh). Por outro lado, duas bandas, que se
apresentaram em ~ 338 e 321 cm™' para o complexo com '°0, foram deslocadas para
menores nimeros de onda com a substituigdo por '°0 e deslocaram-se ainda mais
com a deuteragcdo, sendo este comportamento esperado para modos em que
predomina o estiramento v(Rh-O). Estes mesmos autores fizeram estudos sobre a
influéncia da variagéo do grupo R do ligante carboxilato ponte nas frequéncias v(Rh-
Rh) e v(Rh-O)*. Os espectros Raman Ressonante dos complexos [Rha(p-
02CR)4(PPh3),] (R = H, CH3, C2Hs e C3H7), mostraram que a banda correspondente a
frequéncia v(Rh-Rh) se mantém constante com a mudanga nos ligantes equatoriais, o
que ja nao acontece com a v(Rh-O) que apresenta-se em ~402 cm™ para o formiato e
desloca-se até ~ 289 cm™ no butirato. Estas atribuigdes feitas por Clark et al. foram
corroboradas por Miskowski et al.*® Por estudos Raman Ressonante dos complexos
[Rha(p-02CCHa)4X2]* (X = CI, Br, I).

Com a finalidade de resolver a controvérsia na atribuicdo da frequéncia de
estiramento v(Rh-Rh), Pruchnik et al.***® por meio de calculos concluiram que ambas
as bandas, tanto em ~170 — 180 c¢m™” quanto em 280 — 300 cm™ apresentam
contribuicao da vibragdo v(Rh-Rh) e que nido sao bandas puras, estando
provavelmente acopladas com as frequéncias v(Rh-O), sendo este acoplamento

dependente da constante de for¢a da ligagdo Rh-Rh.
C.1 Espectros Vibracionais Raman dos Complexos de Rh(il,ll)
Os espectros Raman do acetato de Rhy(llll) e de seus derivados

nitroimidazoélicos sao apresentados nas figuras 11.2.2.14 - 11.2.2.16. A Tabela 11.2.2.29

mostra as principais freqiiéncias atribuidas aos modos vibracionais no Raman.
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FIGURA 11.2.2.14.- Espectro RAMAN do acetato de Rh; (ILll) :
RhACET
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FIGURA 11.2.2.15.- Espectros RAMAN dos complexos: RhMETRO e
RhNIMO
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FIGURA 11.2.2.16.- Espectros RAMAN dos complexos: RhSECNI e
RhTINI
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TABELA 11.2.2.9.- Principais bandas vibracionais Raman
atribuidas tentativamente aos acetatos de Rhy(ll,ll) e seus

derivados nitroimidazélicos

o veglReRh L R
b PR et e e
RhACET 175, 268 327", 349
RhMETRO 174 322, 343
RhNIMO 243 324,354
RhSECNI 2 323, 342
RhTINI 232 324, 345

@ Nzo se observa devido ao limite de deteccado do aparelho naquele dia.

Observando o espectro do precursor, RhACET (figura 11.2.2.14), podemos ver
que tanto a banda em 175 cm™ quanto a banda em 268 cm™ apresentam-se com

uma intensidade bastante alta. Com base nos estudos de Pruchnik®® 5°

, podemos
atribui-las a vibragdes que apresentam contribuicdes da freqiiéncia v(Rh-Rh).

No espectro do derivado com metronidazol, RhAMETRO (figura 11.2.2.15), a
banda em ~ 268 ¢cm™ nao aparece e a banda em ~ 175 cm™ apresenta-se com
intensidade bastante diminuida, confirmando a influéncia que o ligante axial exerce
na frequéncia v(Rh-Rh). Provavelmente a ligagdo Rh-Rh ficou enfraquecida pela
entrada do metronidazol nas posigcbes axiais. Este fato é confirmado quando
comparamos os comprimentos da ligagdo Rh-Rh do derivado RAMETRO (2,39 A)"° e
do composto de partida RhNACET (2,28 A)2.

Nos espectros do RhNIMO e RhTINI (figuras 11.2.2.15 e 11.2.2.16), podemos
observar que as bandas referentes ao modo v(Rh-Rh) apérecem deslocadas para
~243 e ~232 cm™. A banda em ~197 cm™ para o RhNIMO parece estar cortada pelo
efeito do limite de detecgao do aparelho e nao foi atribuida. Em ambos os casos
comprovam-se também a influéncia da entrada do ligante nas posi¢des axiais.
Analogamente ao METRO, o NIMO e o TINI causam um enfraquecimento da ligacao

Rh-Rh, e por isso observamos a freqiiéncia v(Rh-Rh) em regiées de menor energia
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(menor numero de onda). Para o caso do RUSECNI, a banda relativa a frequéncia
v(Rh-Rh) na regido de 230 — 240 cm™ nao é observada, similar ao espectro raman
do RhMETRO. A frequéncia v(Rh-Rh) na regido de ~170 cm™ também nao é
observada mas neste caso é devido a que as medidas iniciaram-se a partir de 200
cm™, sendo que estes espectros foram obtidos em diferentes momentos durante
este trabalho.

As bandas em ~320 e ~340 cm™ podem ser atribuidas as frequéncias v(Rh-
0), estas também s&o observadas nos espectros dos derivados nitroimidazélicos de
Rhy(ll,11). Como relatado na literatura, estas bandas sofrem deslocamentos quando
ocorrem mudangas nos ligantes equatoriais*®*’. No nosso caso, o ligante equatorial
foi mantido e, portanto, os derivados nitroimidazélicos de Rhx(ll,ll) apresentam as
frequiéncias v(Rh-O) (Tabela 11.2.2.9) com valores muito préximos das bandas v(Rh-
O) do precursor RhACET.

6. Analises Termogravimétricas

O processo de decomposi¢éo térmica de carboxilatos de Rhy(ll,1l) usualmente
ocorre em varias etapas. A saida dos ligantes axiais ocorre em primeiro lugar, sendo
seguida, em temperaturas mais altas, da quebra completa da estrutura de gaiola,
que produz éxido de Rh (lll) sob atmosfera de ar e rédio metalico sob vacuo?.

E possivel representar o0 mecanismo dessa decomposicdo de acordo com as

equagdes gerais:

Rhy(02CCH3)sly - Rho(OCCHa)sl + Ly ... (1.2.2.1)
Rha(O2CCHs)sl - Rha(O2CCH3)s + Ly ol (1.2.2.2)
Rhy(O2CCH3)4 — 2Rh° + 2C0O() + 3CH3;0H (g e (11.2.2.3)

Kitchens e Bear®?’ propuseram essas equagdes com base em estudos sobre
derivados de acetato de Rhy(ll,ll) com DMSO e com dietil-dissulfeto. Nestes
trabalhos, os autores relatam que a 400 °C os complexos foram decompostos a Rh’,

Embora os estudos termogravimétricos tenham sido conduzidos em atmosfera de
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nitrogénio, eles mencionam que mesmo em atmosfera de ar o produto obtido n&o € a
forma oxidada, Rh,O3, como foi reportado por Duval®.

Bear et al.®' voltaram a estudar o comportamento térmico dos carboxilatos de
Rho(ILII) : acetato, propionato, butirato e seus derivados com DMSO e piridina. Eles
observaram que o residuo, imediatamente ap6s a quebra da gaiola, foi RhO e,
prosseguindo o aquecimento, uma lenta conversdo a Rh;O3; ocorre, mesmo em
atmosfera dindmica de N,. Estudos posteriores de Shafranskii et al.%? focalizaram o
comportamento térmico nos derivados de carboxilatos de rédio com ligantes
contendo diversos grupos doadores e da mesma forma, analisaram o
comportamento das ligagdes metal-ligante frente ao aquecimento afirmando que o
“residuo final era Rh°, embora tenha sido observada uma nitida ascendéncia nas
curvas, caracterizando um ganho de massa.

Um mecanismo de decomposicao térmica foi proposto para os derivados
contendo carboxilatos alifaticos [Rh2(O2CR)4L;] com base nos produtos identificados
por espectrometria de massas®. Assim o acetato de Rhy(ll,Il) decompde-se para

produzir CO, acido acético e Rh metalico, de acordo com o esquema mostrado

abaixo:
s
//C——O
Rh} (0,CCHy);—>Rh ) (0,CCH,)(0,CCH,),(HO,CCH;)—"Rh  (0,CCHj),"+CH;COOH+ © .(11.2.2.49)
/L
C—o0
7
0 - CH,0+CO .{11.2.2.5)
“Rhlz (OzCCH3)2" + CH,0 —» 2Rh0 +2CH;COH+CO L (11.2.2.6)
A seguinte dissociagao ocorre por aquecimento:
[Rh5(O2CR)4Lzle) = [Rh2(O2CR)lis) + 2Ly (11.2.2.7)

Fouad e Mohamed® interessados no uso do rédio metalico como catalisador
na inddstria automobilistica, fizeram estudos sobre a decomposi¢cdo térmica do
complexo [Rha(u-O,CCH3)4].H,O com a finalidade de procurar um precursor
alternativo produtor de Rh® que pudesse substituir o RhCl; que precisa de

aproximadamente 1000 °C para se decompor e produzir 0 metal em atmosfera inerte.
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A decomposicao térmica do [Rha(u-O2,CCH3)4).H2O foi realizada em atmosfera
de N2 (40 mL / min) aquecendo o material com velocidades de 5, 10 e 15 °C/min
numa faixa de 50 — 400 °C. O termograma obtido a uma velocidade de 5 °C/min
mostrou uma perda de massa de ~ 7,5% entre 100 — 125 °C, que foi atribuida ao
processo de desidratacéo (% massa calculada = 7,63). Este processo foi seguido de
uma pequena perda de massa (~2,5%) até ~260 °C, temperatura em que inicia-se a
principal reacdo de decomposicdo, na faixa de 260 — 275 °C, com uma perda de
massa de ~40,8%, perfazendo um total de ~ 53%, que é consistente com a formagéo
de Rh® (% massa calculada = 56,9). Quando a velocidade de aquecimento &
aumentada, ocorre um deslocamento dos processos de desidratacdo e de
decomposicdo para maiores temperaturas. Assim a uma velocidade de 15 °C/min
obteve-se uma perda de massa de 55,3% que esta mais préoximo do valor esperado
(56,9%) para a produgéo de Rh° : [Rhy(p-O2CCH3)4].H20 — Rh°.

As curvas termogravimétricas do acetato de Rhy(ll,Il) e de seus derivados
nitroimidazélicos em atmosfera de nitrogénio séo apresentadas nas figuras 11.2.2.17 -
11.2.2.19. A Tabela 11.2.2.10 apresenta as perdas de massa tedrica e experimenta|
desses complexos em fungao da formacgao de Rh,O3; quando aquecidos até 900 °C, e

as temperaturas de decomposigao.

100 s RhACET

Cerentan e

95
80

60 -

40-

Perda de massa (%)

204

294
v 1 M 1 M L] M 1 v ] v L) M ] v 1 M ]
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C)

FIGURA 11.2.2.17.- Curva TGA do complexo RhACET até 900
°C (10°C/min) em atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).

0
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FIGURA 11.2.2.18.- Curva TGA dos complexos RhMETRO e
RhNIMO até 900 °C (10 °C/min) em atmosfera de
nitrogénio.

166



Capitulo I1.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Rh(I1,11)
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FIGURA 11.2.2.19.- Curva TGA dos complexos RhSECNI e
RhTINI até 900 °C (10 °C/min) em atmosfera de
nitrogénio. -
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TABELA 11.2.2.10.- Temperaturas de decomposi¢ao e porcentagens
de perda de massa do acetato de Rhy(ll,Il) e de seus derivados

nitroimidazolicos em atmosfera de N; quando aquecidos até 900 °C.

- | TEMPERATURAS | % PERDADE | % PERDA DE MASSA
COMPLEXOS | ~ (°C)} MASsA | . ToTAL
= | REFERENTES :| = TOTAL . CALCULADA
A0S |EXPERIMENTAL | (Paraformacdode

PICOS DADTG | e ot SERINEORY oo &
RhACET 95, 294 45,0 448
RhMETRO 300, 319 67,5 67,0
RhNIMO 227,278, 321 713 716
RhSECNI 301, 319 67,7 68,8
RhTINI 289, 316, 371, 445 72,4 72,9

* [ha(“-OzCCHg)A]Hzo

De acordo com os dados da Tabela 11.2.2.10 podemos observar que os
resultados experimentais estdo de acordo com o calculado para a formacgdo de
Rh;03, confirmando assim as férmulas que foram atribuidas para cada um destes
complexos. O RhACET apresenta um pico em 95 °C que corresponde a perda da
agua de hidratagao, similar ao observado por Fouad e Mohamed®*.

No caso dos derivados nitroimidazélicos de Rhy(ll,ll) os valores de perda de
massa experimentais também s&o muito préximos dos valores calculados
considerando a formagao dos respectivos 6xidos metalicos.

Os desvios das porcentagens totais de perda de massa foram maiores quando
consideramos a produgdo de Rh® como residuo. Porém, a formagao de rédio metalico
no processo de decomposi¢ao térmica ndo pode ser descartada.

Comparando a curva TGA dos derivados nitroimidazélicos com a do precursor
RhACET, observamos que os picos DTG referentes as primeiras etapas dos
processos de decomposi¢ao, ocorrem em temperaturas muito préximas (~300 °C),
exceto para o derivado de nimorazol, cuja primeira etapa acontece em temperatura
mais baixa (227 °C). Para os complexos de METRO e SECNI, as temperaturas das
primeiras etapas sdo um pouco mais altas em relagdo aos picos DTG dos
respectivos ligantes livres, o que pode ser indicio de que esses ligantes sdo
ligeiramente estabilizados com a complexagdo. O mesmo ja ndo se observa para o

derivado TINI, cuja primeira temperatura assemelha-se a do ligante livre. Ja o
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derivado de NIMO comeg¢a a se decompor em temperatura mais baixa do que o
ligante livre.

Para os complexos nitroimidazoélicos de Rhy(ll,1l) ndo é possivel saber se a
saida dos ligantes axiais ocorre primeiro do que a decomposicdo da unidade
dimetalica. Calculos efetuados considerando separadamente as saidas do primeiro
Laxial, d0 segundo Layial, € dos dois Layiais, N0 coincidem com os valores observados
nas curvas TGA para nenhuma das temperaturas dos picos DTG. Nestes casos,
portanto, embora os processos ocorram em mais de uma etapa, a saida dos ligantes
nitroimidazélicos deve acontecer juntamente com a saida dos acetatos e quebra do
nucleo dimetalico.

O complexo RhNIMO é o menos estavel termicamente provavelmente por ser
um melhor doador ¢ (néo tem o grupo metila —CHs; na posigéo 2 do anel imidazélico)
consegue enfraquecer mais a ligagdo Rh-Rh em relagdo aos outros ligantes e
provavelmente uma decomposicdo do centro de Rh-Rh esteja acontecendo

simultaneamente a saida dos ligante axiais.
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1. Sinteses

A metodologia utilizada para as sinteses dos derivados nitroimidazélicos de
Cuy(ILIl) foi similar aquela utilizada por Latif Abuhijleh na sintese do derivado do
ibuprofenato e valproato de Cuy(ll,ll) com metronidazol e outros ligantes N-
doadores'?. O autor menciona que a sintese do derivado de ibuprofenato de
Cuz(Il,ll) com metronidazolrrdeve ser realizada em aproximadamente 50 °C. Noés
realizamos a sintese do derivado de acetato de Cuy(ll,Il) com metronidazol em trés
temperaturas diferentes: (a) com EtOH em ebulicdo, (b) em banho-maria e (c) em
temperatura ambiente, observando que, nos trés casos, o produto formado é o
mesmo: [Cuz(u-O2CCHa3)4(CeHgN3O3),] (Tabela 11.2.3.1). O aumento da temperatura
ndo facilita o rompimento da estrutura em gaiola, como pensamos que poderia
ocorrer. Na literatura ja foram reportadas sinteses de compostos mononucleares de
Cu(ll) com derivados imidazdlicos e nitroimidazélicos, a partir de carboxilatos de
Cuy(ll,1l), com quebra da gaiola. Segundo os dados reportados, os carboxilatos de
cobre que mantinham a estrutura dimérica eram somente aqueles que apresentavam
ligantes equatoriais de maior tamanho, ou seja, com um grupo carboxilico R
volumoso (u-O,CR) como o ibuprofenato ou valproato por exemplo'#34%978.8

Varios estudos sobre quais seriam os fatores que influenciam a adogéao de
uma estrutura mononuclear em preferéncia a dinuclear nos derivados de
carboxilatos de Cuy(ll,ll) tém sido realizados. Os resultados indicam que isto
depende tanto das propriedades eletrénicas dos ligantes carboxilato em ponte
quanto das propriedades eletronicas e estéricas dos ligantes axiais. Geralmente um
aumento da acidez dos grupos carboxilato e/ou da basicidade dos ligantes axiais
favorecem a formagao de complexos mononucleares?.

Um outro fator importante nas sinteses é a razdo molar entre o [Cuy(u-
0,CCHs3)4] e o ligante axial. Segundo observamos em todos os artigos que relatam a

2 49 o ligante encontra-se em grande

sintese de complexos mononucleares”
excesso, enquanto que nas sinteses dos dinucleares, a razdo molar precursor ;
ligante é de 1:1%°, 1:2"" ou maximo 1:4"2.

Em nossos casos a estrutura de gaiola foi mantida para os derivados
nitroimidazolicos de acetato de Cuz(ll,Il), apesar do acetato ser um ligante equatorial
pouco volumoso. Inicialmente achamos que as condi¢cdes de sintese, como baixa
temperatura, evaporagao lenta do solvente, e principalmente pouco excesso de
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ligante nitroimidazélico € que estariam determinando a preferéncia da manutencéao
da gaiola em relagdo a sua quebra. Entretanto, um pouco depois de comegarmos

1" reportaram a sintese do mesmo complexo de

nossos estudos, Galvan-Tejada ef a
Cux(Il,ll) com metronidazol por meio de refluxo de ambos os reagentes durante 6
horas. Embora possamos éupor gue um excesso de ligante axial poderia ser a causa
da quebra da estrutura dimérica nos carboxilatos de Cux(llll), a moderada
basicidade do metronidazol em relagdo ao ligante imidazol, neste caso, pode estar
favorecendo a estabilidade da estrutura dinuclear do complexo.

Levando em consideragédo esses dados experimentais, decidimos realizar as
sinteses de nossos derivados nitroimidazolicos de Cux(ll,Il) usando uma relagéo
molar intermediaria, ou seja 1[Cuz(u-0O2,CCH3)4(H20);] : 3 nitroimidazol. As andlises
elementares sdo coerentes com a formagéo de espécies dimeéricas em todos os

casos (Tabela 11.2.3.1).

TABELA 11.2.3.1.- Analises Elementares do acetato de Cux(ll,ll) e de seus
derivados nitroimidazélicos

COMPLEXOSDE | CALCULADO |  EXPERIMENTAL =

Cufll) | CeM HOD N | G0N HOD  NOW |
[Cu(1-O,CCHz)s(METRO),] 34,05 429 11,91 34,38 408 12,05
[Cu(1-O,CCH3)a(NIMO),] 3828 494 1374 3868 456 14,10
[CU5(1-0,CCHa)o(SECNI),] 36,02 467 1146 36,30 439 1154
[Cuz(11-0,CCHs)s(TIND,] 3360 447 9,80 33,40 397 9,71

2. Testes de Solubilidade dos Complexos
As solubilidades do acetato de Cuy(ll,1l) e de seus derivados nitroimidazoélicos

foram testadas em diferentes solventes. Os resultados sdo mostrados na Tabela
11.2.3.2.
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TABELA 11.2.3.2.- Solubilidade dos complexos de Cux(l1,1l)

Os derivados nitroimidazolicos apresentaram maior solubilidade em relagéo

ao precursor CUACET em todos os solventes, sendo esta solubilidade bastante

similar as dos correspondentes nitroimidazois livres (Tabela 11.2.1.2).

3. Espectroscopia Eletronica

A. Estrutura Eletronica e Espectros de Absorcao dos Tetracarboxilatos de

Cu(Il, ).

O acetato de cobre, [Cux(u-O,CCH3)4(H20)2], €, sem divida, um dos
complexos dinucleares com ligantes carboxilatos em ponte mais conhecido. Sua
estrutura & semelhante a dos complexos de Rhy(Il,Il) e Ruy(ll,Ill) apresentadas
também neste trabalho, mas com uma diferenga importante. Os atomos de oxigénio

dos grupos acetato que atuam como ligantes-ponte entre os dois ions de Cu,
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'SOLVENTES | CuACET |[CuMETRO| CuNIMO | CuSECNI| CuTINI
Agua s s s s s
MeOH S s s s s
EtOH p.s. ] p.s s p.s.
Acetona p.s. s S s S
THF p.s. ] s s S
DMSO p.s. p.s. s s s
Acetonitrila i s s S s
DMF p.s. s s s s
Hexano i i i i i
Tolueno i i p.s. p.s. p.s.
Diclorometano i p.s. s p.s. s
Cloroformio [ p.s. s S s
1,4 dioxano i s p.s. S s

s = soluvel, p.s. = pouco soluvel, 'i = insoluvel
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ocupam quatro posicées num arranjo quadrado-planar em torno de cada ion de

Cu(ll). A quinta posicao € ocupada pelo oxigénio de uma molécula de agua e a sexta
¢ ocupada pelo outro ion de Cu(ll). A distdncia Cu-Cu €& de 2,64A,

consideravelmente mais longa que a distancia de 2,55 A encontrada no cobre
metalico. O cobre nao forma uma ligagdo M-M como o Ru e o Rh em complexos
analogos. Os ions Cu(ll) apresentam configuragdo d° e um elétron desemparelhado.
Se os dois ions formassem uma ligagdo metal-metal, esses elétrons estariam
emparelhados e o complexo seria diamagnético. Caso contrario, esperar-se-ia um
comportamento paramagnético. A 25 °C, o valor do momento magnético medido
para o CUACET é de 1,4 M.B. por atomo de Cu, menor do que o valor do momento
magnético de spin-only (1,73 M.B.). Isso sugere a existéncia de uma interagdo ou
acoplamento fraco entre os elétrons desemparelhados nos dois atomos de Cu,
nesse complexo. Supde-se que a interagdo deva-se ao recobrimento dos orbitais

d,2,% dos centros metalicos com formagao de uma ligagao & *? (figura 11.2.3.1).

FIGURA 11.2.3.1.- Recobrimento dos orbitais d,>,* de dois atomos de Cu'®

Como mencionamos anteriormente, neste tipo de composto existe um fraco
acoplamento dos elétrons desemparelhados, um de cada ion de Cu(ll), originando
um estado fundamental singlete. Este acoplamento, entretanto, pode dar origem
também a um estado excitado triplete com energia um pouco mais alta. Este estado
€ populado com elétrons a temperatura ambiente e, nesse caso, a susceptibilidade
magnética e momento magnético efetivo sao dependentes da temperatura'®.

Como o recobrimento dos orbitais 3d,2.,? é muito fraco, a interagdo M-M nao

poderia ser a responsavel por manter a estrutura dimérica da molécula'®. Outras
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tentativas para explicar este comportamento consideram a possibilidade de existir
uma interagéo entre os orbitais n dos ligantes carboxilato ponte RCO;" e os orbitais
dos atomos metalicos™.

A histéria sobre a elucidacao do espectro eletrénico do acetato de cobre (lI) é
bastante instrutiva no que se refere aos progressos alcangados na utilizagao da
técnica.

O relato mais antigo do espectro polarizado de monocristal do complexo
[Cux(u-O2CCH3)4(H20),] foi apresentado por Tsuchida e Yamada em 1955. Esses
autores observaram duas bandas bastante definidas: a banda | préxima de 700 nm
que era esperada para Cu(ll), e a banda Il, em 370 nm, polarizada ao longo do eixo
Cu-Cu na direcao z, que nao era observada nos espectros de complexos
mononucleares de Cu(ll). Em trabalhos posteriores, a banda Il foi utilizada como um
diagnostico da estrutura dinuclear, até ser observado que algumas espécies
mononucleares também exibiam essa banda'. Neste mesmo trabalho, os autores
relatam que a posicdo e intensidade da banda | eram sensiveis a natureza do ligante
axial enquanto que a banda Il ndo sofria deslocamento. Esta ultima é uma banda
muito dificil de se localizar, pois pode se apresentar como um ombro sobreposto a
uma intensa banda de transferéncia de carga na regido do UV'®.

A etapa seguinte da pesquisa foi a resolugéo do espectro num sistema de trés
componentes Gaussianas que correspondem as bandas la (910 nm), b (710 nm) e ||
(370 nm). Observou-se que a banda la é sensivel as mudangas do ligante axial,
deslocando-se para menores energias conforme aumenta a forga doadora deste
ligante. Uma terceira banda (banda Ill) bastante intensa foi observada em 250 nm,
mostrando-se sensivel ao tipo de ligante equatorial e ja foi atribuida também a uma
banda de transfereréncia de carga'®. Com base em uma teoria muito simples de
orbital molecular, concluiu-se que a banda Il correspondia a uma transicdo entre
orbitais associados a uma ligacado ¢ formada entre os atomos de Cu(ll).

Reimann ef al.'® atribuiram a banda Ib a transigéo d.y, —ds*y* , enquanto a
banda la, polarizada em z, foi atribuida a transicao dxy—>dxz_y2. A origem da banda |l
nao foi estabelecida, mas eles sugeriram que se fosse uma banda d-d poderia ser

atribuida a transigdo d,>—d,%,%. Caso contrario a banda la é que seria devida a essa

transicdo d,?—d,%,?. Ja Hansen e Ballhausen'” sugeriram que a banda Il era devida

a um estado duplamente excitado do tipo (d,°—d\*,%)%.
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Estudos de Dubicki e Martin'® mostraram que com a mudanga do ligante axial
a banda Ib era deslocada para menores comprimentos de onda. Quando mais
eletroatraente o ligante, mais a banda Il deslocava-se para maiores comprimentos
de onda, comportamento este mais tipico de uma banda de transferéncia de carga
do que de uma banda d-d.

O espectro do [Cuy(pu-O2CCH3)4(H20);] foi examinado posteriormente em alta
resolugdo numa faixa de temperatura de 4,2 — 290 K, observando-se que a banda |l
tinha dois componentes: a banda lla em ~360 nm e llb em ~325 nm. A intensidade
da banda lla dobrava em relagao a da llb numa faixa de 287 — 77 K, mas pequenas
mudangas ocorriam na faixa de 77 — 4,2 K, indicando que a banda se originava do
estado.fundamental singlete do dimero, uma vez que a populagdo eletronica deste
estado aumentava de ~57% até 99% a 77K e mudava pouco entre 77 e 4,2 K.
Embora nao tdo conclusiva, a banda llb foi considerada como uma banda de
transferéncia de carga semelhante a banda lla'®.

Todas estas observacdes que foram feitas nas décadas do 60 e 70 ainda se
mantém em vigéncia e as publicagcbes mais recentes, em relagao a espectroscopia
eletrébnica de carboxilatos dinucleares de Cuy(ll,ll), sempre citam os artigos aos
quais também fazemos referéncia neste trabalho.

Com a finalidade de observar qual é a influéncia do ligante axial nas
propriedades magnéticas e espectrais nos carboxilatos diméricos de Cux(ll,1l), Kato

1.'° estudaram uma série de carboxilatos de Cuy(ll, 1) com 3,5-dicloropiridina, que

eta
€ uma base muito mais fraca do que a piridina, e compararam as propriedades do
ligante com as dos derivados de Cuy(ll,11).

Os perfis dos espectros de reflectancia dos derivados com 3,5-dicloropiridina
foram bastante similares ao do complexo [Cuz(u-O2CCHa)4(py)2], apresentando duas
bandas: uma em ~385 nm (banda Il), atribuida a uma banda de transferéncia de
carga dos atomos de oxigénio do carboxilato para o metal e a outra em ~715 nm
(banda 1) referente & transi¢do dy,y, —ds’,>. A banda | nos derivados com 3,5-
dicloropiridina apareceram em menores comprimentos de onda em relagdo aos
derivados com piridina, indicando que, ligantes axiais com menor forca doadora
deslocam a banda | para menores comprimentos de onda. Este fato pode ser
explicado em termos do principio da eletroneutralidade, assim em derivados de
carboxilatos de Cuz(II,II),.quando a doagdo Laia — Cu € fraca, as ligagdes
covalentes Cu-O no plano CuQO, tornam-se mais fortes para manter a

179



Capitulo IL.2: Resultados e Discussdo — Complexos de Cuy(I1II)

eletroneutralidade da molécula, ou seja, uma ffaba ligacdo Laia — Cu poderia
originar um forte campo ligante dos 4 atomos de oxigénio dos carboxilatos ao redor
do atomo do ion metalico produzindo um maior desdobramento nos orbitais d-d, e
resultando logo num deslocamento da banda | para menores comprimentos de
onda'®.

Dendrinou et al.?° estudando complexos do tipo [Cuz(L)4(DMSO),] (L = anti-
inflamatoérios: tolmetin, ibuprofeno e naproxeno) observaram 3 bandas nos espectros
eletronicos em solugdo de DMSO e DMF. A banda | em ~720 nm, uma segunda
banda que apresentou-se como um ombro (banda It) em ~370 nm e uma forte banda
(banda Ill) em ~310 nm. Esses autores atribuiram a banda | a transi¢&o dyz,y. —>dx2_y2,

a banda Il a uma transigéo d,>—d,’,? de acordo com Reimann et al."®, ou a uma

transicao de estado duplamente excitado (d,—d*,%)? de acordo com Hansen e
Ballhausen'’. Em solugdes de diclorometano, a banda Il nao foi observada para os
complexos de tolmetin e ibuprofeno, mas os autores afirmam que uma estrutura
dinuclear nao poderia ser descartada somente com base na auséncia desta banda.
Varios autores tém estudado os espectros eletrbnicos de carboxilatos de
Cux(ll,lIl) com ligantes axiais N-doadores. Abuhijleh mostrou que os espectros
eletrénicos dos complexos [Cux(ibuprofenato)s(L)z], L = metronidazol ou cafeina’ em
MeOH e [Cuy(ibuprofenato)s(L);], L = metronidazol em CH,Cl;, apresentavam a
banda | (em ~700 nhm), mas nao a banda Il, que deveria estar sendo encoberta pela
intensa banda do metronidazol ou da cafeina na regido de 300 — 330 nm. Espectros
similares foram observados para os complexos com nicotinamida [Cux(u-
0,CCHa)s(nicotinamida)z]*' e [Cuy(indometacina)s(L),] L = DMF, N-metilpirrolidona,

N,N-dimetilacetamida® em solugao.

B. Espectros de Absorgido dos Derivados Substituidos de Cuy(il,ll) com
Nitroimidazoéis.

B.1 Em solugéao :

Os espectros eletronicos na regido do UV-VIS dos acetatos de Cux(ll,1l) e de

seus respetivos derivados nitroimidazélicos sdo apresentados nas figuras 11.2.3.2 -
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[1.L2.3.6. A Tabela 1.2.3.3 mostra os comprimentos de onda maximos e as

absortividades molares estimadas a partir destes espectros.

1.000
a
244
Abs -
298
0.000 —————r—— —r T
2p0.00 250.00 300.88 350.00
190.00 480.688 nn
1.008
fibs
~0.408 — 7T T —T——————
500.00 680.00 700.00 800.00
480.00 908.488 nn

FIGURA II.2.3.2.- Espectros eletronicos do complexo CUACET em
metanol : (a) 1,0 x 10* mol dm, (b) 0,5 x 102 mol dm™.
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0.588

309

235

Abs -

T u T T T T T T T T T T T T
200.088 259.60 306. 00 350.68
1908.80 480.00 nn

701

Abs

-8.200

400.00 266.09 nm

FIGURA 1I.2.3.3.- Espectros eletronicos do complexo CUMETRO em
metanol : (a) 1,0 x 10° mol dm™, (b) 0,5 x 102 mol dm™.
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0,5

0,4
296

230

Absorbancia

0,17

0,0 T T — T T T v T v
200 250 300 350 400
Comprimento de Onda (nm)

1.5

1.09 700

Absorbancia

0,5+

0,0 T T T T T T T T T T ' T v
400 500 600 700 800 900 1000 1100
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 11.2.3.4.- Espectros eletronicos do complexo CuNIMO em
metanol : (a) 1,0 x 10”° mol dm>, (b) 0,5 x 10 mol dm™.
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0,5
309 a

0,4

.
0.3 235

Absorbancia

0,2 4

0,1

0,0 T T T T T v T v
200 250 300 350 400
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1,0 -
700

Absorbéancia

0’5W

0.0

d T d T v T v T T T LE— T
400 500 600 700 800 900 1000 1100
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FIGURA II.2.3.5.- Espectros eletronicos do complexo CUSECNI em
metanol : (a) 1,0 x 10 mol dm™, (b) 0,5 x 10 mol dm™.
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Absorbancia
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0,0 ¥ ' | v I " I '
200 250 300 350 400
Comprimento de Onda (nm)
1,5
1,0 ~
700
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FIGURA 11.2.3.6.- Espectros eletronicos do complexo CuTINI em
metanol : (a) 1,0 x 10° mol dm?, (b) 0,5 x 102 mol dm.
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TABELA 11.2.3.3.- Comprimentos de onda na reglao UV-VIS dos
complexos de Cux(ll,Il) em MeOH

A oy N e Ultravioleta* . ; Visivel

‘Complexos | Conc.x10™ [ - B | Cone.x10® [

L molkdmi o Mmoo moldm™® | - Nnm .

e x 10* em'mol'dm?® ) - (el cm™mol 1ém)

CuACET 0,5 244 (1,2), 298°" 0,5 701 (140)
CuMETRO 0,1 235% 309 (3,8) 0,5 702 (140)
CuNIMO 0,1 230%", 296 (3,3) 0,5 700 (180)
CuSECNI 0,1 235% 309 (4,5) 05 700 (180)
CuTINI 0,1 236", 310 (4,4) 0,5 700 (180)

B. Espectros dos complexos CUACET e CuMETRO no estado sélido :

Os espectros eletrénicos dos complexos CUACET e CuMETRO no estado
solido sdo mostrados nas figuras 11.2.3.7 e 11.2.3.8 respectivamente.

0,06
710
0,05

0,04

0,03 4

Absorbéancia

0,02

0,014 380

CuACET

0,00 T T T T v T T T d T T T
200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

FIGURA II.2.3.7.- Espectro eletronico do complexo
CuACET no estado sélido
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350
300 -
250 —
200

150

Absorbancia

100

50 -

CuMETRO

] v 1 T 1 v 1 v 1 M T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 1I.2.3.8.- Espectro eletronico do complexo
CuMETRO no estado sdlido

B.3 Atribuicdo das Bandas

Com base nos espectros eletrénicos dos derivados nitroimidazélicos de
Cux(Il,Il) em solugdo metandlica e dos resultados apresentados na Tabela 11.2.3.3,
observamos que em todos eles esta presente a banda I, em ~700 nm, que pode ser
atribuida a transi¢éo dy.y, — dxz_yz. Para nenhum deles é possivel observar a banda
Il, que seria indicativa de uma estrutura dinuclear'® e deveria aparecer em ~ 375 nm.
Provavelmente esta deve estar encoberta pela intensa banda n — =n* do ligante
nitroimidazélico que aparece proxima a 300 nm. A banda que aparece em ~230 nm
pode ser atribuida ao ligante axial.

Nos espectros dos sélidos CUACET e CUMETRO (figuras 11.2.3.7 e 11.2.3.8), a
banda |l aparece como um ombro, confirmando as estruturas diméricas de
Cux(ll, ).

3.4 Medidas de Susceptibilidade Magnética

No ano de 1915, Lifschitz e Rosenbohn mediram o momento magnético
efetivo do acetato de Cuy(ll,Il) a temperatura ambiente, encontrando o valor de 1,4
M.B., menor que o esperado para spin-only (1,73 M.B.) e menor também do que os
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valores dos momentos magnéticos efetivos de complexos mononucleares de Cu(ll),
que estso na faixa 1,8 —2,2 M.B."®.

Abuhijleh’ mostrou que os complexos do tipo [Cus(ibuprofeno)sls], L =
metronidazol e cafeina, apresentavam pes de 1,45 e 1,42 M.B. respectivamente, a
25°C, sugerindo que existe um acoplamento entre os atomos de Cu nestes casos. O
mesmo foi observado para os complexos [Cux(valproato)sl;], L = metronidazol e 2-
metil-5-nitrobenzinidazol, que apresentaram, respectivamente, valores de 1,18 e
1,26 M.B. a temperatura ambiente?.

Outros carboxilatos de Cuy(ll,Il) com ligantes axiais N-doadores de férmula:
[Cuz(indometacina)sLz], L = DMF, N,N-dimetilacetamida e N-metilpirrolidona, exibem
valores de pex na faixa de 1,42 — 1,53 M.B. a temperatura ambiente, apresentando
também acoplamento antiferromagnético entre os centros de Cu®.

A Tabela 11.2.3.4 apresenta os valores das susceptibilidades magnéticas
molares corrigidas e dos momentos magnéticos efetivos do acetato de Cuy(ll,ll) e
seus respectivos derivados nitroimidazélicos.

Todos os valores de pe dos derivados nitroimidazolicos de Cuy(ll,l),
encontram-se na faixa de 1,40 - 1,55 M.B., que esta de acordo com os resultados

222 para carboxilatos dinucleares de cobre, de férmula

mostrados na literatura
[Cuz(carboxilato)sl,]. Isto confirma a estrutura dinuclear com carboxilatos em ponte e
a existéncia de um acoplamento antiferromagnético entre os atomos metalicos para
todos eles. Particularmente, o valor de pe do derivado CUMETRO (1,53 M.B.) ¢

similar ao apresentado por Galvan-Tejada para o mesmo complexo (1,55 M.B.)"".

TABELA 11.2.3.4.- Susceptibilidades Magnéticas Molares (ym) € Momentos
Magnéticos Efetivos (u.ss) dos complexos de Cux(ll,ll).

COMPLEXOS | T/°C wwx 10 et (M.B.)
| (unidades CGS mol™) |
CuACET 25,0 8,7 1,45
CuMETRO 25,0 9,8 1,53
CuNIMO 25,0 8,1 1,40
CuSECNI 25,0 10,0 1,55
CuTINI 25,0 9,1 1,48
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5. Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica, EPR.

A formacgédo de dimeros, no caso dos carboxilatos de Cuy(llll) e seus
derivados, pode ser identificada também por medidas de EPR.

Esta técnica permite estudar moléculas ou ions com elétrons nao-
emparelhados através da ressonancia produzida por campos magnéticos na
presenca de radiacdo eletromagnética monocromatica. Os campos magnéticos
usados encontram-se na ordem de 0,3 x 10* G (0,3 T) e correspondem a
ressonancias com campos eletromagnéticos de freqiiéncia de 10 GHz (10" Hz) e
comprimento de onda de 3 cm. Como a radiagéo de 3 cm esta na banda X da regido
das microondas, o EPR é considerado uma técnica de microondas, onde os
espectros sdo obtidos pelo registro da absorgdo das microondas em fungéo do
campo. A técnica é adequada para estudar radicais livres, complexos de metais de
transicdo e moléculas em estado triplete, mas é insensivel para moléculas com spins
emparelhados?>.

Os carboxilatos de Cuy(ll,ll) representam um tipico caso de estado triplete
randomicamente orientado (S=1) de simetria axial € os seus espectros podem ser

satisfatoriamente analisados usando a equagéo de Hamiltoniano de spin a seguir:
H = BgHS + D[S%, — 1/3 S(S+1)] + E(S8% + 8%) ... (1.2.3.1)

O primeiro termo (BgHS) € o efeito Zeeman que descreve a interagéo entre o
campo magnético e o momento magnético de spin e o segundo (D[S% — 1/3 S(S+1)])
e terceiro (E(8% + S%)) termos sdo conhecidos como desdobramentos de campo

zer024'25'26.

D e E representam os parametros de desdobramento de campo zero, axial e rdmbico
respectivamente (desdobramento de campo zero é o desdobramento equivalente ao
estado triplete em sistemas dinucleares de Cu na auséncia de campo externo);

X, ¥, Z s&o as coordenadas fixadas com respeito a ligacao Cu-Cu;

H, campo magnético externo;
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B, magneton de Bohr; 9,27 x 10%® J Gauss™;

g, tensor de desdobramento anisotrépico ou constante giromagnética;
S, vetor de spin total,

Sx, Sy, Sz, vetor de spin total na coordenada x, y e z respectivamente;
S, spin total = 1.

A figura 11.2.3.9 mostra os niveis de energia para um sistema dinuclear de Cuy

(1) num estado de triplete, onde J corresponde ao acoplamento magnético Cu-Cu.

] S{(1)=~S{0)
i1 1>

FIGURA 11.2.3.9.- Representagdao esquematica dos niveis de energia de um
complexo dinuclear de Cuy(ILl).

Outros autores considerando que para uma espécie dinuclear de Cu, S = 1,

indicam que a equagao 11.2.3.1 pode também ser expressa como?” 28;

H = BgB.S + DS,? + E(Sx2+Sv2) — %D ..... (12.3.2)

Utilizando este Hamiltoniano e as fun¢des de spin para estado triplete, a
matriz Hamiltoniana pode ser derivada e facilmente solucionada para os trés casos

onde o campo externo coincide com um dos eixos principais (X, y € z).
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Assim, quando o campo magnético esta alinhado com um dos eixos, duas
transi¢cdes para cada eixo sao permitidas pela regra de selegao Ams = + 1 e, portanto

podem ser determinados seis campos ressonantes’™:

Hao? =(g/g)* [(Ho-D +EDYHo +2E)] ... (11.2.3.3)
Hol=(g/g)’ [Ho+D -EYHo-2E)] .. (11.2.3.4)
Hy?=(g/gy)? [Ho-D -EYHo-2E)] ... (11.2.3.5)
H,’ = (g/g,)’ [(Ho+D +E)Ho+2E)] .. (11.2.3.6)
H,.2 = (g/2,)* [(Ho - D)2 - E'] e (112.3.7)
H,»? = (9e/g2)? [(Ho - D2 -E1 ... (11.2.3.8)

onde:

Ho: hv/gep ;

D™ = D/gep ;

E*=E/gep ;

H.1 e H,2 s&o, por exemplo, as duas transigées permitidas por [AMg| = 1 quando o

campo magnético esta na diregdo do eixo z;
h: constante de Planck = 6,626 x 10** J.s ;
v: Frequiéncia da radiacdo eletromagnética, em nosso caso = 9,3612 x 10° Hz;

ge: valor de g para um elétron livre = 2,0023.

191



Capitulo I1.2: Resultados e Discussao — Complexos de Cuy(ILII)

Para materiais policristalinos é impossivel alinhar o campo magnético ao
longo de um eixo dado e, portanto, o espectro observado reflete uma soma de todas

as orientagdes possiveis.
Para o caso especifico dos complexos dinucleares de Cux(ll,ll), o parametro D

€ sempre maior que a energia do campo induzido, ou seja D > hv, e algumas das
transicbes nao podem ser observadas, como € o caso de Hy; e Hyy, Assim, o
espectro EPR deve apresentar 4 linhas (hiperfinas). Se considerarmos ainda o fato
de que E = 0 quando a molécula apresenta simetria axial, entdo o espectro vai

apresentar apenas trés hiperfinas, ou seja, trés campos ressonantes? :

Hi®=(g/g ) [Ho(Ho+DY] .. (11.2.3.9)
H, =(g/g) H,-DY] ... (11.2.3.10)
sz=(ge/g//) (H0+D‘)] ..... (”2311)

As componentes do tensor g em relagdo aos eixos cartesianos, g, e g, que
junto ao D, sdo chamados de pardmetros de EPR ajudam a elucidar se o sistema
estudado corresponde a uma estrutura dinuclear de Cu(ll).

Um exemplo de espectro EPR para uma espécie dinuclear de Cug(ll,ll) pode

ser observado na figura 11.2.3.10 :

Hz1 H

impureza
d monomeérica
< .
(4
i Hz2
g .
[72]
0 2000 4000 6000 8000 .
H(Gauss)

FIGURA 1.2.3.10.- Espectro EPR do complexo [Cux(u-
0,CCH3;)4(DMSO);] a 180 K, mostrando os campos onde
aparecem as hiperfinas e as impurezas devido a presenca
de monémero?’.
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Quando as moléculas perdem a simetria axial, observa-se que a hiperfina
correspondente a H,?, desdobra-se em dois sinais, isto significa que E tem um valor

bastante baixo, mas nao é zero.

Quando utilizamos a banda Q das microondas, o espectro de EPR apresenta
cinco hiperfinas, isto porque na banda Q, D < hv e, portanto, na regiao de maior
energia do campo externo, um niimero maior de transicées podem ser observadas®.

Os espectros EPR do acetato de Cux(llll) e de seus derivados

nitroimidazélicos sdo mostrados nas figuras 11.2.3.11 - 11.2.3.13.

H,,= 259,091

H, 2= 4663,49

H,,= 5560,557

Sinal EPR, u.a.

CuACET

' ) ! | ' 1 v I * T T J '
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Campo Magnético/Gauss

FIGURA 1I.2.3.11.- Espectro EPR do acetato CUACET
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H,,= 367,0
H 2= 4562,320

H,,= 5938,270

Sinal EPR, u.a.

CuMETRO

M T d T T T T T T T T T '
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Campo Magnético/Gauss

H,,?= 4575,810

H,,= 5958,50

Sinal EPR, u.a.

CuNIMO

v T T T T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Campo Magnético/Gauss

FIGURA 11.2.3.12.- Espectros EPR dos complexos: CUMETRO e CuNIMO
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H,,= 367,010
©
= 2
. H,,%= 4636,50
o
T
e H,,= 6032,698
£
w
CuSECNI
’ T v T T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Campo Magnético/Gauss
H,,= 360,220
© .
= H ,%= 4542,10
g
o
w
= :
k= H,,= 5985,484
P ,
CuTINI

r T T T v T T T T T T T d
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Campo Magnético/Gauss

FIGURA II.2.3. 13.- Espectros EPR dos complexos CuSECNI e CuTINI

Os valores de H,1, H, e H,,* obtidos a partir dos espectros de EPR s&o mostrados

na Tabela 11.2.3.5.
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TABELA 11.2.3.5.- Valores dos campos magnéticos : H;q, H»,

e Hy,> do acetato de Cuy(ll,ll) e de seus derivados
nitroimidazélicos.

COMPLEXOS| Hz (G) Hi22(G) | Hz(G)

CuACET 259,091 4663,490 5560,557
CuMETRO 367,000 4562,320 5938,270
CuNIMO 360,260 4575,810 5958,500
CuSECNI 367,010 4636,500 6032,698
CuTINI 360,220 4542 100 5985,484

Os valores de campo magnético foram, entdo, utilizados para resolver o
sistema de equacdes 11.2.3.9 — 11.2.3.11. Desde que o valor de ge € conhecido o valor
de D’ pode ser obtido e aplicado as mesmas equagdes para se determinar os valores
de g, e g, e também de D, que, para o caso dos complexos em estudo, sdo
mostrados na Tabela 11.2.3.6. Esta mostra também alguns pardmetros obtidos dos
espectros EPR de carboxilatos diméricos de Cuy(ll,ll) com ligantes axiais N-doadores,
reportados na literatura.

Os espectros EPR dos derivados nitroimidazolicos de Cux(ll,1l) (figuras
11.2.3.12 e 11.2.3.13), apresentam trés linhas de absor¢do que sao tipicas de
carboxilatos dinucleares que apresentam estado de triplete com simetria axial.

Os valores dos parametros EPR calculados para os derivados
nitroimidazélicos (Tabela 11.2.3.6), g, (2,160 - 2,180), g, (2,010 - 2,050) e D (0,287 -
0,296 ¢cm™), sdo um pouco menores do que aqueles relatados na literatura para
derivados analogos de Cuy(ll,ll) contendo ligantes axiais N-doadores (g, =2,211 -
2,424; g, = 2,020 - 2114 e D = 0,340 - 0,370 cm™). Esta pequena diferenca pode
ser justificada levando-se em conta que estes pardmetros dependem da
determinacdo das posigcdes dos campos Hz, Hp e H.,*> nos espectros, que

dependem das condi¢des instrumentais.
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TABELA 11.2.3.6.- Valores de g,, g, e D para o acetato de Cu(ll,ll), seus
derivados nitroimidazdlicos e alguns complexos descritos na literatura.

COMPLEXOS [ g/ | a | @so [D(em’)]
CuACET 2,131 2,011 2,05 | 0,294
CuMETRO 2,164 2,029 2,07 | 0,287
CuNIMO 2,190 2,040 2,09 | 0,296
CUuSECNI 2,160 2,010 2,06 | 0,295
CuTINI 2,180 2,050 2,09 | 0,296
CUuACET® 2,420 2,080 2,193 | 0,340

' [Cuz(ibuprofenato)4(METRO)2]1 2,424 2,114 2,217 0,368
[Cuz(ibUprofenato)4(cafeina)2]1 2,211 2,109 2,211 | 0,370
[Cus(indometacina)s(DMF),J*" 2,360 2,060 2,160 | 0,344
[Cuz(indometacina)s(NMP),]! 2,360 2,060 2,160 | 0,344
[Cux(valproato)s(py)2]*® 2,390 2,060 2,180 | 0,361
[Cusx(valproato)s(anilina),]*° 2,360 2,020 2,140 | 0,349
[Cux(valproato)s(METRO),J? 2,400 2,120 2,213 | 0,340
[Cuz(CH5COO)4(nicotinamida),]*! 2,350 2,090 2,177 | 0,351

gisoz 1/3(g// + 2g_L)

Os valores dos parametros de EPR dos derivados nitroimidazoélicos de
Cux(ll,ll), contudo, sdo similares aos obtidos para CUACET em nossas condicoes
experimentais. Os dados obtidos para essas espécies em estado sélido sao
caracteristicas de estruturas tetragonais (g, > g.), com o elétron desemparelhado no
orbital dxz-yz. Isto comprova que os complexos apresentam simetrias andlogas a do
precursor. Portanto, a entrada dos nitroimidazéis nao produz a quebra do dimero.

Nos espectros dos derivados nitroimidazoélicos (figuras 1.2.3.12 e 11.2.3.13),
além das bandas tipicas do complexo dinuclear, podem-se observar sinais na regiao
de aproximadamente 3000 G que correspondem a impurezas de espécies
mononucleares que sdo comumente encontradas nos carboxilatos dinucleares de

Cux(Il, 1)
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6. Medidas de Susceptibilidade Magnética em Fung¢ao da Temperatura

Como mencionamos anteriormente, o acetato de Cuy(ll,Il) apresenta um valor de
Ler Menor do que os esperados para spin only e para espécies mononucleares de Cy
(.

Os primeiros estudos sobre a dependéncia da susceptibilidade magnética de um
monocristal deste complexo com a temperatura, mostraram a existéncia de um valor
maximo de susceptibilidade em ~270 K, em contraste ao esperado pela Lei de Curie.
Medidas para uma amostra em p6, na faixa de 87 — 288 K, indicaram também 3
existéncia desse maximo, mas com um valor diferente do anterior. Esta diferenca foj
atribuida a presencga de impurezas de espécies mononucleares de Cu, uma fonte de
erro comum neste tipo de medidas™®.

Figgis e Martins efetuaram medidas até 400 K, encontrando um valor maximo de
susceptibilidade a 255 K para o complexo hidratado e a 270 K para o complexo anidro,
sendo que 0 momento magnético diminuia conforme diminuia a temperatura'°,

Por outro lado, Bleaney e Bowers, que haviam analisado o espectro EPR do
acetato de Cuy(ll,ll) monoidratado, sugeriram que o valor da susceptibilidade erg
conseqiiéncia do acoplamento dos pares isolados de Cu através de forgcas de
intercambio. Os spins eletrdnicos interagem formando dois niveis de energia: um
estado singlete no qual os spins estdo emparelhados e um estado triplete, ligeiramente
maior em energia, no qual os spins estdo desemparelhados. A forma carateristica da
curva da susceptibilidade em funcado da temperatura reflete a distribuicdo térmica das
moléculas nesses estados de energia. Em temperaturas menores o estado singlete é
mais populado, mas com o aumento da temperatura, o estado triplete torna-se mais
populoso, originando um aumento na susceptibilidade até atingir um valor maximo,
depois do qual segue-se a Lei de Curie e a susceptibilidade diminui com o aumento da
temperatura'®.

Esses autores foram os primeiros a reconhecer que as propriedades magnéticas
desse composto podiam ser explicadas incluindo um termo adicional de acoplamento
de spin H = -2JS1S, em que J ¢ a integral de intercdmbio (acoplamento magnético) e
S1, S2 os spins dos ions metalicos separados no Hamiltoniano utilizado para descrever

este tipo de sistema.
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Para o caso dos carboxilatos dinucleares de Cux(ll,ll), sistemas que possuem
um par de ions com spin = % interagindo, os dados de susceptibilidade ajustam-se
bastante bem a equagédo modificada de Bleaney e Bowers'®:

v = 2NP?g?/KT [3 + exp(-2JKT)" (1-p) + [NB%g%/2kT]p + Nao ... (1.2.3.12)

onde:

X, € a susceptibilidade magnética;

N, constante de Avogadro, N° = 6,022045 x 102 mol™;
B, 0 magneton de Bohr, 9,27 x 10%® J Gauss™;

g = Jiso, Obtidos dos espectros de EPR;

k, constante de Boltzman = 1,3805 x 102 J K ';

T, temperatura em Kelvin;

-2J, separagéo entre o estado fundamental de singlete e o estado excitado de triplete.
Um valor positivo significa um acoplamento antiferromagnético, ou seja, estado
fundamental de singlete, enquanto um valor negativo refere-se a um acoplamento

ferromagnético;
p, fragdo molar das impurezas monomeéricas de Cu(ll);

Na, contribuigdo do paramagnetismo independente da temperatura, incluindo a
contribuicdo paramagnética de Van Vleck e a contribuicdo diamagnética de ligantes e

anions.

Para o derivado CuSECNI, a curva ndo pode ser ajustada satisfatoriamente
pela equagao 11.2.3.12. Uma outra equagédo onde sao incluidas as interagdes de
intercambio inter-dimeros, que podem ter influéncia na susceptibilidade magnética
proximo da Tmax, teve que ser aplicada. Neste caso, a susceptibilidade magnética
corrigida é dada pela seguinte equacgéo:
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2’ = 2Ng?ug®(1-p) A3KT[1 + 0.333exp(-2J/kT)] - 2J'z} + [N_[3292/2kT]p + No ....(11.2.3.13)

A figura 11.2.3.14 mostra a curva do CuSECNI que embora tenha sido ajustada
considerando outras interagées, seu perfil foi muito similar aos das curvas

susceptibilidade-temperatura observadas para carboxilatos de Cux(ll,H).

p (M.B.)
2.5
0,0018
S 0,0015
£
s 1
=
o 00012
=
=
0,0009
| 2 i i | N 1 N | M O’O
50 100 150 200 250 300
T (K)

FIGURA 11.2.3.14.- Susceptibilidade Magnética, ym (M, experimental;

ycalculada) e Momento Magnético, p (-, experimental) vs
Temperatura, para o complexo CuSECNI.

A partir dos ajustes das curvas para os trés complexos obtivemos os valores de
-J’z/k, p e Na, que sdo apresentados na Tabela 11.2.3.7 onde J'z/k representa a

constante de acoplamento inter-dimeros. O valor do momento magnético foi obtido a

partir da expressao p, = 2,84,y xT .

TABELA 1.2.3.7.- Dados Magnéticos a temperatura variavel para os
derivados nitroimidazdlicos de Cu(ll,il).

COMPLEXOS Jk, cm™ J'zlk, cm™’ g p No

CuNIMO -(201,8 + 3,8) - 2,1 | 0,01 40 x 10°
CuSECNI -(181,1+2,3) |-(24,1+91) 2,1 0,01 630 x 10°
CuTINI -(181,6 +2,0) - 2,1 0,06 | -340x10°
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Os valores de —J/k obtidos para cada um dos complexos, sdo coerentes com
os apresentados na literatura para varios carboxilatos dinucleares de Cuy(il,ll)
(Tabela 11.2.3.8), incluindo 0 CUMETRO (-145,5 cm™)

Varias tentativas para tentar correlacionar a magnitude de J com os
parametros estruturais ou com as propriedades doadoras dos ligantes equatoriais e
axiais foram feitas, mas nenhuma delas deu resultados satisfatérios até o momento.

Kato e Muto'® discordam do fato de que o valor de J aumente conforme
aumenta a for¢ca doadora do ligante axial, e acreditam que uma fraca doag&o Ly
— Cu contribui para fortalecer as ligagdes Cu-O no plano basal CuO4, mantendo
assim a neutralidade da molécula como um todo. Quando a doagéo é fraca ocorre
um forte efeito de campo ligante dos quatro oxigénios dos carboxilatos ao redor do
ion metalico. Isto permite um grande desdobramento nos niveis de energia d-d, ou
seja, um valor de J maior.

Comparando os valores de J dos derivados de valproato de Cuy(ll,ll) com
piridina e anilina (Tabela 11.2.3.8), vemos que o derivado com piridina apresenta um
valor de J maior, o que os autores atribuem a maior basicidade desse ligante em
relagdo a anilina®'.

Em nossa série, o derivado CuNIMO é que apresenta um valor de J maior
em relagdo ao CuSECNI e ao CuTINI (Tabela 11.2.3.7), o que pode ser atribuido a
maior for¢a doadora j4 que ndo possui o grupo metila na posicdo 2 do anel
imidazdlico (figura 1.5) o que diminui os efeitos.

A curva da susceptibilidade magnética em fungdo da temperatura para o
CuSECNI (figura 11.2.3.14) é caracteristica de centros de Cu(ll) fortemente
acoplados. A 290 K o complexo apresenta um momento magnético (u) de 2,01 M.B.
O valor sofre um decréscimo com a diminuigdo da temperatura para atingir um valor
minimo de 0,49 M.B. a 30 K. Isso pode ser explicado considerando que existe um
decréscimo da populagdo do estado triplete (S=1) em relagédo a populagdo do
estado singlete (S=0), ou seja, que ocorre uma forte interagéo antiferromagnética

entre os ions Cu(ll)?3",
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TABELA 11.2.3.8.- Dados Magnéticos a temperatura variavel para os
alguns carboxilatos dinucleares de Cux(ll,ll) e derivados.

[Cuz(n-O2CCH3)4] -151.0 27
[Cuz(1-02CCHa)a].H20 -143,0 27
[Cuz(u-O2CCH3)a(py)-2] -163,0 27
[Cuz(n-O2CCH3)4(DMSO);] -217,0 28
[Cuz(p-02CCH3)4(METRO);] 1455 11
[Cuy(valproato)] -160,0 31
[Cuz(valproato)s(py).] -172,0 31
[Cuy(valproato)s(anilina),] -150,0 31
[Cua(indometacina)4(H20);] -144,0 22
[Cuy(indometacina),(DMF),] -152,5 22
[Cuz(indometacina)s(DMA),] -142,3 22

-142,3 22

[Cuz(indometacina)s(NMP),]

A susceptibilidade magnética atinge um valor maximo a ~260 K. Com a
diminuicao da temperatura ocorre um decréscimo da susceptibilidade magnética até
~ 70 K. Abaixo desta temperatura & observado um aumento consideravel da
susceptibilidade, ao contrario do momento magnético que diminui sistematicamente
com o abaixamento da temperatura. Esse comportamento do aumento da
susceptibilidade magnética a baixas temperaturas é uma consequéncia da

2231 o que foi

presenca de pequenas quantidades de Cu(ll) monomeérico
demonstrado pelos valores de p (fracdo molar de impurezas monoméricas de
Cu(ll)) na Tabela 11.2.3.7.

O parametro de desdobramento de campo zero (Diwta) oObtido
experimentalmente apresenta contribuigdes das interagbes de intercambio e de
dipolo-dipolo, isto &*':

Drotai = Dex + Daip ...(11.2.3.14)
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Considerando que estes complexos apresentam simetria axial, os termos Dgy
e Dyj podem ser relacionados com a constante de acoplamento (J/k) e a separagéo

internuclear (r) Cu-Cu da seguinte forma:
Dex = -1/8J[1/4(gy — 2)° - (9.1 - 2)°] R (11.2.3.15)
Dap = -[(9/” — 1/2 D3 g2 .. (1.2.3.16)

Os valores das distancias Cu-Cu determinadas através das equagotes 11.2.3.15 e
11.2.3.16 substituindo-se os valores de Dita) € g (dos resultados de EPR) e de J/k,

sao mostrados na Tabela 11.2.3.9.

TABELA 11.2.3.9.- Distancias Cu-Cu dos
derivados nitroimidazdlicos de Cuy(lLll)
obtidas através da equagiao 11.2.3.16.

‘COMPLEXOS Cu~-Cu (3)
CuMETRO" 2,648
CuNIMO 2,54
CuSECNI 263
CuTINI 2.60

Com base nesses dados, o derivado CuNIMO apresenta uma distancia Cu-
Cu menor do que os complexos CUSECNI e CuTINI. Este fato era esperado ja que
o CuNIMO apresentou um maior valor de acoplamento antiferromagnético, o que
acontece quando os ions metalicos encontram-se mais perto um do outro. Observa-
se também que o valor da distancia Cu-Cu obtida através desta técnica é similar ao

valor obtido para o complexo CUMETRO por difragdo de raios-X (2,648 4) ''.
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7. Espectroscopia Vibracional
A. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (4000 - 400 cm")

No caso dos complexos diméricos de Cuy(ll,ll) com ligantes carboxilato em
ponte, as diferengas nos valores das freqiiéncias de estiramento assimétrico e
simétrico do grupo carboxilato Av [vass(CO2) - vs(CO,)] encontram-se na faixa de 170
— 220 cm™ '®. Intimeros exemplos poderiam ser citados, dentre os quais alguns s&o
mostrados na Tabela 11.2.3.10 que traz exemplos de valores de Av (CO,) para alguns

complexos de Cux(ll,II).

TABELA 11.2.3.10.- Bandas correspondentes as freqiiéncias v,s(CO;) e
vs(CO2’) em carboxilatos de Cux(lL1I).

!' : i 7 ;"; Vass(CO3). Cw(CO5) | SESEL 2 REF'
P L ; _ TR [ b
[Cuy(valproato)] 1590 1428 162 31
[Cuy(valproato)s(py)s] 1621 1423 198 31
[Cux(valproato)4(anilina),] 1613 1425 188 31
[Cu(valproato),(METRO),] 1610 1415 195 2
[Cus(ibuprofenato),] 1588 1409 179 1
[Cuy(ibuprofenato)(METRO),] 1620 1408 212 1
[Cus(ibuprofenato),(cafeina),] 1618 1410 208 1
[Cux(u-O,CCHa)4(nicotinamidays,] 1610 1422 188 21
[Cu(1-0,CCHs)s(METRO),] 1620 1429 191 11

Além dessas freqiiéncias, algumas das vibragdes dos principais grupos organicos
presentes nos derivados nitroimidazélicos de Cux(ll,Il) também s&o importantes na
caracterizagdo dos complexos, de modo similar ao que foi feito para os analogos de
Rux(IL,111) e Rhy(1L1H).
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A.1 Espectros Vibracionais dos Complexos de Cux(ll,ll)

Os espectros do acetato de Cuy(ll,Il) e seus derivados nitroimidazolicos na
regido do infravermelho sdo mostrados nas figuras 11.2.3.15 — 11.2.3.19. A Tabela
11.2.3.11 apresenta as atribuigdes tentativas das principais frequéncias vibracionais

observadas nesta regiao.

100 Pj/

(o)
o
]

% de Transmitancia
(@]
o
[

690
40 \
1425
1603 CuACET
20 1 T | I | T T T | I T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm'1)

FIGURA 11.2.3.15.- Espectros do acetato de Cuy(lLll):
CuACET na regiio do infravermelho (4000 - 400 cm™).
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 11.2.3.11, as freqliéncias de
estiramento vs(CO;) e v,o(CO,) aparecem em regibes similares as descritas na
literatura™®'"?" e os valores de Av [vas(COy) - vs(COy)], indicam a coordenagao dos
carboxilatos em ponte aos ions metalicos de Cu(ll).

Todos os derivados nitroimidazélicos de Cux(ll,ll) apresentaram as freqiiéncias
va(CO2) na regido de 1620 — 1629 cm™, deslocadas para maiores niimeros de onda
em relagdo ao CUACET (1603 cm™). Por outro lado as frequiéncias vs(CO,) que
aparecem na regido de 1425 — 1432 cm™ nao sofrem deslocamento em relacéo ao
precursor (CUACET, 1425 cm™).

Em todos os espectros a banda correspondente a freqiiéncia §(CO;) é
observada em ~ 680 cm™.

A frequéncia v(C=N) aparece deslocada para maiores nimeros de onda (1537
- 1556 cm™) em relacdo aos nitroimidazéis livres (Tabela 11.2.1.8), indicando a
coordenagao do nitrogénio imidazélico N3 aos ions metalicos.

Todos os derivados de Cux(ll,ll) apresentam valores de A [vas(NO2) - vs(NO3)]
na faixa de 102 — 106 cm™, o que indica que o grupo nitro n&o participa da ligagdo ao
ion metalico.

A ligagdo dos nitroimidazois pelos outros possiveis atomos coordenantes
também pode ser descartada.

No caso do CuNIMO, a banda correspondente a frequéncia C-O-C do anel do
nimorazol encontra-se em 1112 cm™, ou seja, nao sofre deslocamento em relagao ao
ligante livre. Os minimos deslocamentos de v,(S=0) e v¢(S=0) na faixa de 8 — 11
cm™, permitem excluir a possibilidade da ligagado do secnidazol através da sulfona
para o CuSECNI.

B. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho Afastado (500 - 190 cn™’)
B.1 Vibragoes mais importantes

Wason et. al. atribuiram uma série de bandas que aparecem no espectro do
CUuACET na regiao do infravermelho afastado (400 — 250 cm™) a vibragdes de

estiramento Cu-O (equatorial)®?.
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Lever et al.** fazendo estudos de substituicdo isotépica de cobre numa série
de carboxilatos dinucleares de Cux(ll,Il) a temperatura ambiente e a — 196 °C,
observaram que um grupo destes complexos apresentava uma banda em ~350 cm”’
enquanto outro apresentava duas bandas; uma com freqiiéncia acima e outra abaixo
de 350 cm™, todas sensiveis & substituicdo isotopica de Cu natural por %Cu, as
quais foram atribuidas as frequéncias v(Cu-O).

A baixas temperaturas, os espectros apresentam melhor resolugao e a banda
larga desdobra-se em dois componentes como, por exemplo, no espectro do
complexo [Cux(p-O2.CCHs)s(quinolina),], a banda larga da vibragdo Cu-O que a
temperatura ambiente aparece em 354 cm™, desdobra-se em duas bandas, uma em
365 e outra em 351 cm™, a— 196 °C.

Mathey et al.>® estudaram os espectros vibracionais Raman e infravermelho

de varias formas isotopicas do complexo CuUACET e de seus derivados com piridina

o e-pirazina. Nos espectros do CuACET, eles atribuiram as bandas em ~ 373 e 330

cm™ as frequéncias v(Cu-0). Um deslocamento da primeira para menores energias
foi observado quando a piridina (v(Cu-O) = 353 cm™) e a pirazina (v(Cu-O) = 357 cm
"), foram introduzidas nas posi¢ées axiais.

A influéncia dos ligantes equatoriais € apresentada no trabalho de Weder et
al?. [Esses autores mostraram que os espectros dos complexos
[Cuy(indometacina)sLz] (L = H20, N,N-dimetilacetamida, N-metilpirrolidona)
apresentavam duas bandas atribuidas as frequéncias v(Cu-O), que encontravam-se,
uma deslocada para maior energia em ~385 cm™ e a outra praticamente na mesma
regido (320 — 340 cm™), em relagéo ao espectro do CuACET.

A frequiéncia de estiramento v(Cu-N) foi atribuida por Cornilsen e Nakamoto™
utilizando is6topos metalicos, & forte banda que aparece em 286 cm™ (com ombro
em 294 cm™) nos espectros dos complexos, [Cu(imidazol)4X,] (X = F, CI, Br, NCS e
H,0).

Lever et al.? observaram que carboxilatos dinucleares de Cux(l,|l) contendo
piridina e toluidina, apresentam uma banda em ~ 240 cm™, que é isotopicamente
sensivel 8 mudanca de Cu natural por ®°Cu e foi atribuida & frequiéncia v(Cu-N).
Mathey et al.*® atribuiram a esse mesmo modo de estiramento as bandas que
aparecem em 266 e 256 cm' nos espectros dos complexos [Cup(u-

O,CCHa)4(piridina),] e [Cu(n-O,CCHa)4(pirazina).] respectivamente.
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Trabalhos mais recentes sobre o complexo de férmula [Cu(METRO)4Cl;] ja

atribuem uma banda na regido de 460 — 450 cm™ a frequéncia v(Cu-N)**.
B.2 Espectros vibracionais IR dos complexos de Cu(ll,ll) (500 — 190 cm™).

Os espectros do acetato de Cux(ll,ll) e seus derivados nitroimidazoélicos na
regidao do infravermelho afastado de 500 a 190 cm™, sdo mostrados nas figuras

11.2.3.20 — 11.2.3.22. A Tabela 11.2.3.12 mostra as atribuicbes tentativas das

freqiiéncias vibracionais observadas nesta regido.
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FIGURA 11.2.3.20.- Espectro vibracional na regiio de 500 - 190 cm™ dos
complexos CuACET.
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FIGURA 11.2.3.21.- Espectros vibracionais na regidao de 500 - 190 cm™” dos

complexos CUMETRO e CuNIMO.
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FIGURA 11.2.3.22.- Espectros vibracionais na regiao de 500 - 190 cm™ dos
complexos CuSECNI e CuTINI.
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TABELA 11.2.3.12.- Atribuicdo tentativa das
bandas vibracionais no infrav_ermelho afastado
(500 — 190 cm™) dos complexos de Cus(ll,ll) (v /

cm™).
ST v (Cu-0)

- COMPLEXOS =  (em™)
CUACET 375
CuMETRO 351
CuNIMO | 362, 354
CUSECNI | 351
CuTINI 352
*" = ombro

No espectro do CuACET (figura 11.2.3.20), podemos observar a presenca de
duas bandas, em ~ 375 e 326 cm™', que podem ser atribuidas a freqiiéncia v(Cu-0)
2233 ma outra banda (de baixa intensidade) que outros autores>? atribuem a esta
frequiéncia, também pode ser observada em ~ 351 cm™.

| Quando os ligantes nitroimidazélicos ocupam as posi¢gdes axiais, uma banda
larga é observada ao redor de ~350 cm™, o que demonstra a influéncia dos ligantes
axiais na frequiéncia v(Cu-O). Frequéncias similares foram observadas por Mathey®
para derivados de acetato de Cuy(ILIl)y com ligantes N-doadores como piridina e
pirazina.

Os derivados nitroimidazoélicos de Cua(11,11) mostram uma série de bandas na
regido de 325 - 210 cm™, o que dificuita a atribuicédo da freqiiéncia v(Cu-N).

Se compararmos o0s espectros de todos os complexos na regido de 500 -
400 cm™', podemos observar que em todos eles existem bandas em 490 — 497 cm”’
as quais, similar ao observado por Kesharwani®®, poderiam ser atribuidas 3
frequéncia v(Cu-N). No caso do CuNIMO (figura 11.2.3.21), fica ainda mais dificil

pois o ligante apresenta banda em aproximadaménte 486 cm™.
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8. Analises Termogravimétricas

O processo de decomposigao térmica do complexo [Cua(u-O2CCHaz)s(H20)2],
CuACET foi estudado por Mansour®®, que fez o aquecimento a varias velocidades até
600 °C em atmosfera de ar e de N,. Esse processo foi estudado por meio das
técnicas de termogravimetria (TGA), analise térmica diferencial (DTA) e calorimetria
diferencial (DSC) sendo os produtos analisados por espectroscopia na regiao do
infravermelho, difracdo de raios-X e microscopia eletronica de varredura. As curvas
termogravimétricas foram obtidas aquecendo o CUACET em atmosfera dinamica de
ar (30 mL min™") a velocidades de 5, 10, 20 e 50 °C min”. O CuACET se decompée
através de um processo de duas etapas de perda de massa, na faixa de 100 — 320
°C. Apods essa temperatura, ocorre lentamente um ganho de massa até 600 °C.

Durante a etapa | observa-se um processo endotérmico de perda de massa na
faixa de 125 — 175 °C que depende da velocidade de aquecimento. A porcentagem
de perda de massa experimental (9,1%) foi similar a calculada para um processo de
desidratagéo (9,0%), sendo sugerido entdo que o evento térmico | envolve o seguinte

processo:
[Cua(u-02CCH3)a(H20)5] — 2 Cu(O,CCHa) + 2H,0 ..., (11.2.3.17)

A etapa Il, exotérmica, ocorre na faixa de 220 — 320 °C, com uma perda de massa de
66%, que € um valor maior do que o esperado para a formagéo de CuO (60%) e menor
do que o esperado para a formagdo do cobre metalico (68,1). Neste caso as curvas
DTA mostraram que se tratava de um processo mais complicado.

Os espectros no infravermelho e os estudos de raios-X mostraram que o produto
sélido obtido em 240 °C é uma mistura de Cu,0O, e em menor proporgéo, CuO e CuyOs;.

Em fungcdo destes resultados, foi concluido que a decomposi¢cdo do acetato
anidro intermediario (equacgao 11.2.3.17) comega lentamente numa faixa de 220 — 260
°C e é completada rapidamente. A porcentagem de perda de massa que acompanha
este evento estaria entdo dando valores mais altos devido a formagéo de Cu,O e
Cu403, além do CuO.

Essa mistura de o6xidos, produto da decomposicdo, comega a apresentar um
processo lento de ganho de massa conforme aumenta a temperatura, resultando numa

porcentagem de perda total de massa de 60%, equivalente ao esperado para a
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formagéo de CuO. Os estudos de infravermelho é raios-X comprovaram a existéncia de
deste Unico éxido e, provavelmente um processo de oxidagdo dos outros 6xidos, Cu,0
e Cus0q4, explicaria o ganho de massa observado em altas temperaturas e velocidades
de aquecimento maiores.

A seguinte sequéncia de reagdes podem descrever a decomposigdo do
CuACET em atmosfera de ar:

190 °C
2 Cuy(p-O,CCHy).2H,0 — % 4 Cu(O,CCH,),+4H,0 (10)
Cu,0 + CH,CHO + (CH,),CO + CO, + 2CO + H,0
220 °C |

4 Cu(O,CCH,;), —

Cu(0,CCH,), + CuO + (CH,),CO + CO,

Cu,0 +2Cu0 —————— Cu,0, e (12)
>220°C
CU(OZCCHB)Z —_— > Cuo + (CH3)2CO + C02 ..... (13)

Cu,0 + Cu,0,+ 0O, ﬂ__, | 6CuO (14)

sendo a acetona o principal produto de decomposi¢cao do CuACET.

As curvas termogravimétricas do acetato de Cuy(il,ll) e de seus derivados
nitroimidazélicos em atmosfera de ar sado apresentadas nas figuras 11.2.3.23 -
11.2.3.25.

100
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40
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20+
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FIGURA 11.2.3.23.- Curva TGA do complexo CUACET até
900 °C (10°C/min) em atmosfera de ar (50 mL/min).
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FIGURA 1I.2.3.24.- Curva TGA dos complexos CuMETRO e
CuNIMO até 900 °C (10°C/min) em atmosfera de ar (50 mL/min).
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FIGURA 11.2.3.25.- Curva TGA dos complexos CuSECNI e
CuTINI até 900 °C (10°C/min) em atmosfera de ar (50 mL/min).

220



Capitulo I1.2: Resultados e Discussido — Complexos de Cuy(ILII)

A Tabela 11.2.3.13 traz as perdas de massa tedrica e experimental desses
complexos em funcdo da formagdo de CuO quando aquecidos até 900 °C e as

temperaturas de decomposigéo.

TABELA 11.2.3.13.- Temperaturas de decomposi¢cio e
porcentagens de perda de massa do acetato de Cuy(ll,ll) e de seus
derivados nitroimidazélicos em atmosfera de ar quando
aquecidos até 900 °C.

TEMPERATURAS (°C) | % PERDA DE % PERDA DE MASSA
REFERENTES MASSA TOTAL
COMPLEXOS AOS TOTAL CALCULADA
PICOS DA DTG EXPERIMENTAL | (Para formagao c’l:e‘CuO)
CuACET 144, 285 63,6 60,2
CuMETRO 220, 272 77,3 77,5
CuNIMO 229, 462 76,2 80,5
CuSECNI 224, 452 76,9 78,3
CuTINI 203, 259, 308, 455, 698 78,2 81,4

Os dados de porcentagens de perda de massa experimentais estdo bastante
proximos ao esperado para a formagédo de CuO a 900 °C. O pico em 144 °C na DTG
do CuACET corresponde a perda das aguas de hidratagao.

Os desvios das porcentagens totais de perda de massa foram maiores quando
consideramos a produgdo de Cu® como residuo. Porém a formacgéo de cobre
metalico no processo de decomposigéo térmica ndo pode ser descartada.

A partir dos picos DTG referentes as primeiras etapas dos processos de
decomposi¢cado dos derivados niroimidazélicos, observamos que estes ocorrem em
temperaturas similares (~220 °C) exceto para o CuTINI, cuja primeira etapa acontece
em temperatura mais baixa (203 °C). Para todos os casos, as primeiras etapas de

decomposi¢do ocorrem em temperaturas menores em relagdo aos picos DTG dos
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respectivos ligantes livres e provavelmente esses ligantes sdo desestabilizados com
a complexacao.

No caso do CUMETRO, o pico DTG a 220 °C corresponde a uma perda de
23% de massa, que € muito proxima da porcentagem que corresponde a perda do
primeiro ligante axial (calculado: 24,3%). Para o CuNIMO a perda de 33% de massa
a 229 °C, também coincide com a perda do primeiro ligantes axial (calculado : 28%).
O mesmo acontece com o CuSECNI, que apresenta perda de 25,7% de massa em
224 °C (calculado : 26,4%) e CuTINI com um perda de 26,8% em 289 °C (calculado:
26,4%). De acordo com estes dados, a decomposicdo térmica dos derivados
nitroimidazélicos de Cuy(ll,ll) inicia-se com a saida de um dos ligantes axiais
provavelmente seguida da saida do segundo ligante axial que deve acontecer
simultaneamente a decomposigcédo da gaiola. Para esta série de complexos, o CuTINI

€ 0 menos estavel termicamente.

9. Ensaio de Particao dos Derivados Nitroimidazolicos de Cuy(ll,ll).

O método utilizado para este ensaio de particao foi de Shake-Flask, sendo o
procedimento similar ao utilizado para os derivados nitroimidazdlicos de Rux(ll, 1),
onde a fase orgénica foi n-octanol e a razao octanol:agua foi de 20 : 1,5 (v/v).

Neste caso apenas o complexo CuMETRO foi testado como modelo. A
concentragao testada corresponde a concentragédo equivalente a ICsoy determinada
no ensaio de citotoxicidade com células NCTC clone 990 (Tabela 11.1.6).

A Tabela 11.2.3.14, mostra as absorbancias iniciais e apds particao obtidas a
partir dos espectros das solugdes aquosas desses complexos (regido do Visivel) e
das solugdes em octanol (regido do ultravioleta).

Similar ao observado com os derivados nitroimidazélicos de Rux(Il111), o
octanol estaria facilitando a saida do ligante nitroimidazélico na posi¢gao axial,
promovendo sua passagem em grandes quantidades para a fase orgéanica junto

com uma pequena parte do complexo.
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TABELA 11.2.3.14.- Absorbancias iniciais e apoés particao dos complexos de
Cu; (ILIl) obtidas a partir dos espectros na regiao do UV-VIS.

Concentragio = %
COMPLEXO | A(nm) (mol_dm'?') | A inicial 4A apcs particas .g;fg;aida
VISIVEL
CuACET 750 7.6x10° 0,241 0,188 22
CuMETRO 750 1,0 x 1072 0,334 0,190 43
ULTRAVIOLETA
CuMETRO 320 4,9x10° 1,085 0,123 89
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Capitulo III: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ruz(Il,11]) e de Cux(IL,1])

I1.1. INTRODUGAO
ll.1.1 Atividade Antitumoral dos Tetracarboxilatos de Rux(llL,lll) e de Cux(ll,lI).

E conhecido que drogas quimioterapicas apesar de eficazes, apresentam uso
clinico limitado devido a varios efeitos colaterais negativos. Esses efeitos podem
incluir uma alta nefrotoxicidade, desenvolvimento de resisténcia a droga apés
continuas doses e o mais importante de todos, incapacidade de distinguir as células
sadias das tumorais'.

Para combater os efeitos colaterais negativos, novos materiais antineoplasicos
estdo sendo continuamente sintetizados e avaliados. A terapia combinatéria também
esta sendo pesquisada na esperancga de encontrar efeitos sinérgicos. Novos métodos
para obtengdo de drogas ativas contra o crescimento de tumores estdo sendo
desenvolvidos e novas técnicas de tratamento, tal como a terapia fotodinamica estao
sendo pesquisadas’.

Os tetracarboxilatos de Ruy(ll,llIl) e de Cux(ll,Il) em contraste aos analogos de
Rhy(ll,11), e aos compléxos mononucleares desses ions, tém recebido pouca atengéo
em relacdo a possivel capacidade inibidora de tumor.

Keppler et al.? pesquisaram a atividade de dois tetracarboxilatos de Ruz(11,111)
pouco soliveis em &gua: o acetato, [Rux(u-O,CCH3)4Cl] € o propionato [Rug(p-
0,CCH,CHBa)4Cl], verificando que esses apresentam atividade contra Leucemia P388,
por meio de medidas das porcentagens do tempo médio de sobrevida em animais
tratados (T) e do tempo médio de sobrevida dos animais controle (C). Os valores de
%T/C foram de 125 para o primeiro e 133 para o segundo3.

1*° sugerem que a atividade antitumoral desses complexos pode

Clarck et a
ser devida a ligagdo ao DNA, de modo similar aos analogos estruturais de Rha(ll,1).
Com o propdsito de demonstrar este fato, Dunbar e Christou®’ tém realizado estudos
sobre a ligagdo das bases guanina a varios carboxilatos dimetalicos incluindo as
espécies de Ruy”*. A reacédo da 9-etilguanina (9-EtGH) com uma solugdo metandlica
contendo o produto isolado a partir do refluxo de uma mistura de [Ruz(p-O2CCHa)4Cl),
Ag(O,CCH3) e CF3CO,H, produz o complexo [Rua(pu-O2CCH3)z.(1-O2CCF3)x(9-
EtGH)>(MeOH),][ (O,CCF3)2.2MeOH.0,5Et,0, x = 0,18. Nesta estrutura a 9-EtGH
substitui dois acetatos ponte e coordena-se ao metal através do O6 e N7.

Derivados de [Rux(u-O,CCHs)4]" com adenina e adenosina também foram
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sintetizados e caracterizados®. O derivado de adenina é polimérico com a adenina em
ponte entre dois dimeros de Ruy(ll,lll) adjacentes, ligada através do N9 e N3 (ou N1).
Ao contrario, a adenosina forma um composto do tipo [Ruy(u-O,CCHs)s(adenosina);]
ligando-se aos ions de Ru através do N7. Os dois complexos mostraram-se menos
toxicos em relagcao a outros compostos de Ru e sugere-se que poderiam formar
espécies potencialmente estaveis quando ligados a regido poly-A do DNA através do
N7 da adenosina.

1.'° com o propdsito de obter novos farmacos

Recentemente, Constance et a
anticancerigenos, reportaram os resultados dos ensaios da atividade antitumoral in
vitro em células cancerigenas humanas, HelLa e Colo 320DM, de uma série de
tetracarboxilatos de Ruy(Il,Ill) de férmula [Rux(u-O,CR3)4(L)2]PFs, L = imidazol, 1-
metilimidazol e H,O quando R = CHj; L = etanol, quando R = Ferrocenil ou Fc-
CH=CH-. Os valores de ICs (concentracao do complexo que mata 50% das células)
estdo na faixa de 120 — 950 umol dm>, sendo as células Colo 320DM mais
susceptiveis as drogas em relagdo a Hela, comportamento este nZo usual e oposto
ao da cisplatina.

Em relacdo a atividade antitumoral dos carboxilatos dinucleares de Cux(ll, 1),
muito pouco € relatado na literatura. Salicilatos de Cuy(ll,Il), que apresentam
estrutura similar a dos carboxilatos, exibem uma atividade que foi atribuida a
alteracao da concentragao do “oxigénio ativo” nas células tumorais provocada pelos
complexos, mimetizando uma atividade enzimatica'®.

As células tumorais apresentam uma atividade diminuida da enzima

superoxido dismutase (SOD). Como esta enzima (que contém os metais Cu, Zn ou

Mn), catalisam o desproporcionamento do ion superédxido, Oz °, segundo a reagao:

20, + 2H" - H,0, + O, o (111)

Essa diminui¢ao da atividade da SOD torna o ambiente de uma célula tumoral
seletivamente toxico devido ao aumento na concentragcdo de O;. Portanto,
compostos miméticos da SOD podem apresentar atividade antitumoral™.

Estudos mostraram que a enzima CuSOD pode inibir o crescimento de
tumores. Complexos de cobre como o bis(isopropilsalicilato) de Cux(ll,Il), de estrutura
analoga ao CuACET, inibem o crescimento do tumor de Erlich in vivo, com

retardamento da metastase e aumento do tempo de vida do hospedeiro. O
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mecanismo ainda é incerto, mas a producdo de H,O. pode ser a responéével, em
parte, pelo efeito antitumoral. Este complexo ndo mimetiza tao fortemente a atividade
da SOD e é rapidamente degradado'®.

Na parte ill.3.1 e [l1.3.2 deste capitulo serdo apresentados os resultados
obtidos nos ensaios de citotoxicidade. em células NCTC clone 929 e atividade
antitumoral em células Hela para os complexos dinucleares de Rux(Il,IIl) € Cux(ll,lI)

com ligantes nitroimidazélicos

11l.1.2 Efeito Radiossensibilizador

A. Interagido da radiagdo com tecidos biolégicos''"'?

O principio da radioterapia baseia-se no fato da radiacdo poder destruir as
células cancerigenas, por danos ao DNA, provocando a quebra das hélices e
interferindo principalmente na divisao celular.

Como o principal componente das células € a agua (70 — 85 %), as
alteragbes quimicas produzidas pela radiagdo ionizante nesta molécula sio
importantes para entender os processos biolégicos. Esta interagdo da radiagédo com
a agua denomina-se Reac¢do de Radidlise e pode ser escrita da seguinte forma:

HZO hv 3 e-aq+Ho +H2 + HO' + H30+ + H202 ("|2)

O radical hidroxil, HO*, é o produto mais reativo e mais danoso, pois ataca os
acucares do DNA , originando a quebra de uma das suas hélices. As espécies €5 €

H* reagem com oxigénio formando ions superéxido:

€aq+02 5077 (111.3)

He +0, >0, + H* . (I11.4)

O alvo da radiagdo é sem duvida o DNA. O dano pode ser direto (pela
interagédo direta da radiagdo com o alvo que sofre uma polarizagdo localizada), ou

indireto (através de algum produto da radidlise da agua como o radical HO® por
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exemplo). Independente do tipo de dano, rearranjos quimicos posteriores, “fixam” a

lesdo, de acordo com o esquema abaixo:

fixagdo

T o T, —frasio o T,

~ . ® - . -
Tipode ser o alvo nao danificado, T; o alvo com algum dano inicial e Tf 0 alvo

com o dano fixado depois de ter transferido o elétron para uma molécula receptora.

As lesdes podem ser classificadas como: a) quebra da dupla hélice, b)
quebra de uma das hélices, ¢) dano a uma das bases e d) cross-linking.
Logicamente, processos de reparos enzimaticos podem acontecer e geralmente
ocorrem em escalas de tempo de 107 a 10* s, sendo a quebra da dupla hélice o
dano mais dificil de reparar.

O oxigénio pode ser considerado um classico agente modificador da dose ou
sensibilizador e deve estar presente durante o processo de irradiagado para exercer
o seu efeito sensibilizador. Um possivel mecanismo para o processo € o O, receber

um elétron dos radicais-alvo gerados pela radiacao:
R* + O » RO > R"+ 07" ... (111.5)

Este radical R* (DNA) apresenta um tempo de vida bastante curto e pode
sofrer mudancgas quimicas como as mostradas na equacgao 111.5, onde reage com o
oxigénio originando um peréxido organico, reagdo nao reversivel resultando num
dano bioldgico pela fixagdo de uma lesao letal sobre o alvo.

B. Principios de radiossensibilizagio'"'?

Muitos tumores apresentam areas necréticas geralmente separadas do
sistema vascular por uma distancia de 150 — 200 um. Esta situagéo deve-se ao fato
das células tumorais se multiplicarem desordenadamente com alto consumo de
oxigénio ao ponto de apresentar areas hipdxicas (deficientes em oxigénio). No
" tratamento do cancer, a presenga dessas areas hipdxicas representa uma inerente
resisténcia a agao das drogas. O problema da resisténcia hipdxica € muito mais
agudo no tratamento com radiagéo (radioterapia). As células hipdxicas, que podem
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representar até 30% da massa total do tumor, podem se tornar aerébicas apéds o
tratamento e, neste caso, o crescimento do tumor pode recomecar.

Devido a este problema, compostos quimicos que possam exibir alguma
seletividade para células hipdxicas, tornaram-se interessantes para uso em
radioterapia. Chamam-se radiossensibilizadores, os agentes quimicos que
aumentam a sensibilidade das células hipoxicas a radiagdo, visando o aumento da

eficacia da radioterapia no tratamento do céncer.
Existem trés tipos de mecanismos propostos para a radiossensibilizacao :

a) Incorporagdo ao DNA (ligagdo). Agentes que se ligam ao DNA
prejudicando o seu funcionamento e originando, por exemplo, muitas dificuldades no

processo de reparo além do dano produzido pela radiagao.

b) Diminuigdo da concentragdo de Tiéis (RSH). As propriedades
radioprotetoras dos tidis (ex. glutationa) e aminotidis sdo bastante conhecidas,
sendo geralmente atribuidas a sua capacidade de extinguir os radicais induzidos
pela radiagdo. Compostos que removem os tiéis aumentam o tempo de vida dos
radicais e, conseqlientemente podem apresentar propriedades

radiosensibilizadoras.

c) Miméticos de Oxigénio (mecanismo de afinidade eletronica). Alguns
compostos atuam de forma similar ao oxigénio, e quando presentes nas células
hipéxicas, aumentam a sensibilidade das mesmas a radiagéo. O mecanismo é
idéntico ao exibido pelo oxigénio, envolvendo a transferéncia eletrénica do alvo
danificado pela radiagédo (R*, DNA) (Equacado I1l1l.5) a uma molécula mais
“eletroatraente”. Isso resulta, com muita probabilidade, numa fixagdo da lesdo nesse
ponto, originando uma mudanga quimica irreversivel no DNA (quebra das hélices).

C. Nitroimidazéis como radiossensibilizadores 1213

A maior parte das pesquisas e desenvolvimento de novos farmacos

radiossensibilizadores, tem sido concentrada em compostos organicos, embora
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existam complexos inorgdnicos que reunem todos o0s criterios comumente
considerados como pré-requisitos para seletividade a células hipoxicas.

A teoria da afinidade eletronica foi desenvolvida por Adams e Dewey em
1963. O desenvolvimento desta teoria levou a produc¢do de muitas moléculas com
atividade radiossensibilizadora. As espécies de maior interesse clinico sdo os
nitroimidazéis substituidos nas posi¢cées 2 e 5, sendo de grande importancia o
misonidazol e o metronidazol .

O melhor candidato para uso clinico foi o misonidazol, mas testes clinicos
posteriores mostraram inaceitaveis efeitos colaterais, especialmente a
neurotoxicidade nas doses clinicamente requeridas para radiossensibilizagéo.
Posteriormente, se deu muita atengdo ao etanidazol (SR 2508), um nitroimidazol de
estrutura similar ao misonidazol, mas que contém uma cadeia lateral peptidica
(figura I11.1). A pesquisa sobre novos nitroimidazéis é crescente e na maioria das

vezes, sdo desenvolvidas moléculas com estruturas baseadas na estrutura do miso-

e do etanidazol™ ', onde o grupo nitro ocupa a posicéo 2 do anel imidazolico.
N NCH ,CONH(CH 5J,0OH N NCH,CONCH 5{CH»)-0H
N 2 (CH 22 \\ 2 3(CHy)2

NOZ N02
etanidazol TXT-1877

FIGURA Ill.1.- Estrutura de alguns nitroimidazéis de interesse como
radiossensibilizadores.

A ativagcéo dos nitroimidazéis por radiacdo é mostrada na figura lll.2. O
mecanismo de reducado € similar ao do processo metabdlico mostrado na figura 1.2.
A transferéncia eletrénica para um nitroimidazol permite a producgéo inicial do anion

nitro-radical com posterior formag¢éao de amina.
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RADIACAO

[\ /\ /\

N\/NR » N \ NR ——» N \ NR
NITROREDUCTASE \/ \I/
NO, NO, e i
2 NO (nitroso)
NH,OH (hidroxilamina)
anion radical NH, (amina)

FIGURA lll.2.- Ativagao dos nitroimidazois tanto por radiacdao como por
processos metabélicos'’.

D. Complexos de ruténio e de cobre como radiossensibilizadores.

O estudo de complexos de ruténio, visando a atividade radiossensibilizadora
limita-se a derivados do cis-[RuCl,(DMSQO)s], que apresenta uma atividade
antitumoral bastante discreta. Complexos de DMSO e de TMSO (tetrametilsulféxido)
de férmula cis, cis, cis-[RUCIa(L)2(NO2Im),] (L=sulféxido)'®'” foram investigados. Em
alguns casos o nitroimidazol atua como um ligante quelato, coordenando-se ao
Ru(ll) pelo N3 do anel e pelo oxigénio do grupo nitro originando complexos do tipo
[RUCIlx(L)2(NOzIm)]. Para o caso especifico do etanidazol, o complexo mostrou-se
mais ativo do que o ligante livre. A atividade radiossensibilizadora de alguns destes
complexos foi mais promissora do que a dos complexos de platina, além da sua
toxicidade ser menor'".

Complexos e sais de cobre também tém sido testados como
radiossensibilizadores. O CuSO,, por exemplo, apresenta boa atividade em
concentragdes 10 pumol dm?, existindo a possibilidade de o cobre atuar como
radiossensibilizador enddégeno. A interagdo entre a radiagcdo e um complexo de
cobre com o agente antitumoral 2-formilpiridina monotiosemicarbazona mostrou
efeito sinérgico sobre células CHO (ovario de hamster chinés) em ambiente
aerdbico em comparagdo com os compostos organicos isolados'®.

Foram realizados estudos dos complexos monoméricos de Cu(ll) e
metronidazol frente a radiacdo onde foi observadd que o radical OH® atacava o
complexo metalico produzindo adutos de OH, e obtendo-se o complexo reduzido de

Cu(l) através de transferéncias eletrdnicas intra-moleculares'®. Efeito semelhante foi
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observado por Basu et al. que pesquisaram a radiossensibilizagdo de timina por
esses mesmos complexos®.

Em relagao aos carboxilatos dinucleares de Ruy(ll,1ll), ndo foram encontrados
na literatura relatos de teste como radiossensibilizador, ao contrario do que ocorre
com o analogo de Rhy(Il,11)?'. No caso do cobre, o carboxilato dinuclear de formula:
[Cux(L)s(H20)2].2H,0, L =  3-[1-(4-nitroimidazolil)] propionato, apresentou uma
atividade radiossensibilizadora semelhante ao do misonidazol em ensaios com
células V79 de hamster chinés®.

E. Curvas de Sobrevivéncia Celular e Doses de Radiagio'""?

A efetividade da morte celular por radiagao, seja in vitro ou in vivo, € medida
pela Curva de Sobrevivéncia Celular ou Curva de Sobrevivéncia a Dose.

A figura 111.3 mostra uma curva tipica de células que foram expostas a raios-X
sob N2 ou O;,. No eixo Y, esta representada a fragdo de sobrevivéncia celular. No
eixo X, a dose de radiagdo em grays (Gy). Note-se que a dose requerida para obter
o mesmo efeito, a morte celular, € aproximadamente trés vezes maior em ambiente

anaerdbico do que em ambiente aerbbico.

‘ - -~ s
C T~ Curva de Sobrevivéncia
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i N _
A \ 3

I \
[ \ raios ~ X
- I\ nitrogénio
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DoseemN,
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FIGURA 1Il.3.- Curva de Sobrevivéncia tipica para células
HelLa irradiadas com raios-X?'.

A relacao entre as doses de radiagdo requeridas para provocar o mesmo

efeito em ambientes anaerobico e aerébico, € denominado Fator de Contribuigao de
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Oxigénio (Oxigen Enhacement Ratio) (OER). Esta relacédo varia de acordo com o

tipo de radiacéo e independe do nivel de sobrevivéncia.

Dose em ambiente anaerébico
OER= (111.6)
Dose em O,

Nos tecidos normais a coricentragéo de oxigénio € de 2-5%. A concentracéo
de oxigénio requerida para uma sensibilizacdo total é de aproximadamente 2%
(30umol dm™). Portanto, os tecidos normais apresentam oxigénio suficiente para que
os efeitos da radiagcao sejam totalmente observados. 7

Para agentes modificadores do efeito da radiagao diferentes do oxigénio, o
termo OER, muda para ER (Enhacement Ratio) ou Fator de Modifica§éo da Dose
(Dose Modification Factor) (DMF), termo que é utilizado para descrever o efeito

desses agentes diferentes do oxigénio em relagéo ao nitrogénio:

Dose em ambiente anaerébico na auséncia do agente quimico
ER ou DMF = T (1.7)
Dose na presenga do agente quimico

Para o agente quimico que apresenta efeito radiossensibilizador, a dose de
radiacdo deve ser menor do que a dose requerida na sua auséncia para causar a
mesma porcentagem de sobrevivéncia celular. Portanto, um agente
radiossensibilizador deve apresentar ER ou DMF > 1.

Varios modelos matematicos tém sido propostos para descrever a curva de
sobrevivéncia. Muitos deles sao convergentes para altas doses, mas apresentam
resultados incoerentes no caso de doses baixas (0 — 4 Gy).

Chadwick e Leenhouts® sugeriram que a morte celular era causada pela
quebra das duas hélices do DNA. Isto poderia ocorrer num evento simples ou em
dois eventos independentes, cada um deles gerando a quebra de uma das hélices
opostas no DNA (eventos duplos).

Chapman et al.** desenvolveram este modelo (modelo o, ) e observaram
que os dados das curvas de sobrevivéncia celular ajustavam-se muito bem. O
modelo foi desenvolvido com principios de microdosimetria e equaciona a fragao de
sobrevivéncia celular com o produto de dois termos exponenciais que dependem

das doses que produzem eventos simples e duplos respectivamente:
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IhS=-oD-pD* . (111.8)
Nesta equacéao:

S ¢ a fragao de sobrevivéncia (niumero de células sobreviventes a uma determinada

dose de radiagdo/namero de células sobreviventes na dose = zero);
D é a dose de radiacao;

a e B, constantes que definem eventos simples e duplos produzidos pela radiagao,

respectivamente.

Na literatura € chamado de modelo linear quadratico (LQ), e este € o modelo
que adotamos para ajustar os nossos dados experimentais.

A figura 1ll.4 mostra como se produziriam esses eventos a e f3.

EVENTOS SIMPLES EVENTOS DUPLOS
+ + + M,

= i

w7

_> Radiacao

O O Segao transversa de uma molécula de DNA

/ Radical que provém da radiolise da agua

Figura Ill.4.- Esquema representando a producao dos eventos ae pe o

possivel envolvimento da agio direta e indireta®.
Na parte 111.3.3 deste capitulo serédo apresentados os resultados obtidos para

os complexos dinucleares de Ruy(ll,11l) e Cux(ll,Il) com ligantes nitroimidazélicos nos

ensaios in vitro de radiossensibilizagdo em células tumorais Hep2.
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11l.1.3 Bactérias e Fungos

A. Bactérias®®

As bactérias foram identificadas pela primeira vez em 1670 por Van
Leeuwenhoeck, mas somente no século XIX é que se comegou a entender o
vinculo com doencas. Depois seguiram os elegantes experimentos do cientista
francés Louis Pasteur que demonstrou que certas bactérias eram essenciais para a
fermentacao e que estes e outros microrganismos eram mais importantes do que se
pensava até aquele momento, percebendo-se entdao que os mesmos poderiam ser
responsaveis por algumas doencas.

Durante a ultima metade do século XIX, cientistas como Koch foram capazes
de identificar microrganismos responsaveis por doengas como tuberculose, célera e
tifo. Métodos como a vacinagédo, comegaram a serem estudados para combater
infeccbes e os pesquisadores comegaram a encontrar agentes bactericidas ou
antibidticos efetivos. Paul Ehrlich ganhou o titulo de “Pai da quimioterapia” pelo uso
de compostos quimicos para combater infecgdes.

Em 1910, Erlich tinha desenvolvido o primeiro exemplo de uma droga
antimicrobiana puramente sintética, o Salvarsan, que € um composto que contém
arsénio na sua composicdo. Embora esta nao fosse efetiva contra uma ampla faixa
de infecgbes por bactérias, provou ser efetiva contra doengas causadas por
protozodrios (trypanosomiasis) e sifilis. Esta droga foi utilizada até 1945 quando foi
entao substituida pela penicilina.

Muitos agentes bactericidas estdo agora disponiveis e a grande maioria das
doengas produzidas por bactérias tém sido mantidas sob controle, como por
exemplo, sifilis e gonorréia.

O sucesso dos agentes bactericidas deve-se ao fato de eles atuarem
seletivamente contra células bacterianas e nao contra células animais, que diferem
tanto em relagdo a estrutura quanto aos processos biosintéticos que acontecem
dentro delas.

Em nosso trabalho testamos a atividade dos derivados nitroimidazdlicos de
Rux(ILIT) e Cux(ll,Il) contra bactérias aerdbicas (Escherichia coli, Pseudomona

aeruginosa e Staphylococcus aureus), microaerofilas (Campylobacter coli) e
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anaerdbicas (Bacteroides fragilis). As caracteristicas mais importantes destas

bactérias s&o apresentadas a seguir®®

a) Escherichia Coli: Esta espécie é constituida ':‘E\'-;;‘;:"\"-T:’:: ; E "
por uma variedade relativamente grande  de ' "’,2"‘,*""; ‘3)'\ ¢t ,"_,s f
bactérias patogénicas. As denominadas : "\‘ 7“ ’.* \;:_' J.‘ ﬂ’ E‘: -i' e v
Escherichia  coli podem causar infecgoes | . ; :}‘ ¥ # i % | *"3';:‘-, ;.‘
intestinais, infeccbes urinarias, septicemia, e ‘ ‘,‘ : '.-' N % e
meningite e outros tipos de infecgao. [t v 1% Y 'f‘.';f.__ﬂ‘ ':._;

s

Provavelmente nenhuma outra espécie bacteriana € tdo versati em sua
patogenicidade como esta. Com relagdo as infecgbes intestinais, pelo menos seis
categorias de Escherichia coli sdao conhecidas: Escherichia coli enteroinvasora
(EIEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC), Escherichia coli enterohemorragica ™ (EHEC), Escherichia coli

enteroagregativa (EAggEC) e Escherichia coli que adere difusamente (DAEC).

b) Pseudomonas aeruginosa: A Pseudomonas aeruginosa €& um germe
tipicamente oportunista, que pode causar varias doengas. As infecgbes localizadas,
em consequéncia de processos cirurgicos ou queimaduras, podem resultar em
bacteremias severas. Infec¢cdes urinarias, associadas ao uso de catéteres, sdo
frequentes. Os portadores de fibrose cistica sdo, em sua maioria, colonizados pela
P. aeruginosa, embora raramente apresentem bacteremia. Presume-se que esta
resisténcia seja devida a presenga de anticorpos séricos em niveis elevados. Em
alguns destes pacientes, a bactéria provoca pneumonia mortal. Pneumonias graves
podem também ocorrer em pacientes que usam respiradores contaminados.
Embora raramente, pode causar meningite, apés pungdes lombares, e endocardites,
apos cirurgias cardiacas. Varios estudos tém demonstrado que a P. aeruginosa
geralmente coloniza o trato respiratério, depois de algumas doencas ou do uso de
cateteres. Isto parece ocorrer porque a célula epitelial perde fibronectina, uma

proteina que bloqueia a aderéncia da bactéria ao epitélio normal.
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c¢) Staphylococcus aureus : Os estafilococos sao ; 3 . Eﬁﬁ 2

cocos Gram-positivos, catalase positivos, que & % P
tendem a formar agrupamentos semelhantes a . .-Er
cachos de uva. Os estafilococos sdo amplamente (¥ « = ﬁ

e . F
distribuidos na natureza e fazem parte da .." . i
.

. . . L] .
microbiota normal da pele e mucosas de mamiferos | » 5= ‘\'t"" :
e aves. Tradicionalmente, os estafilococos sao e y -

, - o F'W
divididos em duas categorias: coagulase positivas e 2%

coagulase negativas. Essa divisdo é baseada na capacidade de coagular o plasma,
que é uma propriedade considerada, ha longo tempo, como importante marcador de
patogenicidade dos estafilococos. Entre os coagulase positivas, Staphylococcus
aureus representa a espécie geralmente envolvida em infecgdes humanas, tanto de
origem comunitaria quanto hospitalar, sendo, consequentemente, a mais
extensivamente estudada.

O Staphylococcus aureus € o agente mais comum de infecgbes que podem se
localizar na pele ou em regibes mais profundas. Quando na pele, recebem
diferentes designagdes, tais como foliculite, furunculose, carbinculo e impetigo, de
acordo com a localizagdo e outras caracteristicas. Em individuos debilitados por
doencas crbnicas, traumas fisicos, queimaduras ou imunossupressao, esse
microrganismo pode causar infecgbes de carater mais grave. Entre as infecg¢des
profundas destacam-se a osteomielite, a bacteremia, a endocardite, a pneumonia e,
ocasionalmente, a meningite. Apesar da patogénese das intoxicagOes
estafilocécicas ser relativamente bem compreendida, pouco se sabe a respeito dos
fatores que determinam a capacidade do Staphylococcus aureus em invadir,

proliferar e lesar os tecidos do organismo humano.

d) Campylobacter coli: Estas bactérias sao
incapazes de proliferar em presengca de ar
atmosférico, porém também ndo crescem em
anaerobiose. Sao  microaerdfilos  estritos,
precisando de 5 a 6% de O; para proliferar. Esta

bactéria € um enteropatégeno que eventualmente
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invade a circulagéo, causando infecgdo em diferentes 6rgdos. A infecgéo intestinal
localiza-se nos intestinos delgado e grosso, onde a bactéria adere e prolifera. O
mecanismo de diarréia ainda nao foi esclarecido completamente. Em alguns
pacientes ndo ha duvida de que o Campylobacter coli invade a mucosa intestinal,
determinando ulceragéo e diarréia mucossanguinolenta. O Campylobacter coli
reconhece o0s porcos como seu principal reservatério natural. Nos paises
desenvolvidos, Campylobacter coli &€ responsavel por mais ou menos 3% dos casos
de diarréia produzidos e nos paises em desenvolvimento esta frequéncia pode

atingir até 25%.

e) Bacteréides fragilis: Os bacterdides sio ?.,_ i #; 3 I I

bacilos Gram-negativos que atualmente incluem |.*" " v ¢ ,; TRy 3 -
as espécies do grupo Bacteroides fragilis e | - 1 .. . . i g T
algumas novas espécies sem interesse clinico, ; g S -“_7.' Y #
além do Bacteroides ureolyticus e Bacteroides w38 SR LA

fracilis, causadores de infeccbes em varias [.1 ' /' ey _;. o

regioes, como cabega, pescogo, pulmoes, L L LIV 8.
abdomem, ossos e aparelho uro-genital. O grupo Bacteroides fragilis € composto
das espécies de maior significado clinico (Bacteroides fragilis, Bacteroides
thetaiomicron), tanto pela freqliéncia de suas infecgdes quanto pela sua resisténcia
natural ou adquirida aos antimicrobianos. E normalmente encontrado no trato
intestinal onde constitui a por¢gdo dominante de microbiota normal. Pode também ser
encontrado em menor nimero no trato genital feminino e mais raramente na boca
ou trato respiratério superior. De modo geral, estes microrganismos sao resistentes

aos antibidticos betalactamicos, aparentemente devido & produgdo de

betalactamases.
B. Fungos?®

Durante muito tempo, os fungos foram considerados como vegetais e,
somente a partir de 1969, passaram a ser classificados em um reino a parte
denominado Fungi.

Os fungos apresentam um conjunto de caracteristicas que permitem serem

diferenciados das plantas: nado sintetizam clorofila nem qualquer pigmento
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fotossintético; nao tém celulose na parede celular, exceto alguns fungos aquaticos,
e ndao armazenam amido como substancia de reserva. A presenca de substancias
quitinosas na parede da maior parte das espécies fungicas e a capacidade de
armazenar glicogénio os assemelham as células animais.

Os fungos sdo ubiquos, encontrando-se em vegetais, em animais, no
homem, em detritos e em abundancia no solo, participando ativamente do ciclo dos
elementos na natureza. A dispersao dos fungos na natureza é feita por varias vias:
animais, homem, insetos, agua e principalmente, pelo ar atmosférico, através dos
ventos.

Os fungos sdo seres vivos eucarioéticos mononucleares, como as leveduras,
ou multinucleares, como os fungos filamentosos ou bolores e como cogumelos
(fungos macroscépicos).

O reservatério habitual dos fungos que infectam o homem pode ser o proprio
homem, animais ou um sitio na natureza, onde o fungo se desenvolve como
saprdfita.

No homem os fungos causam as micoses e dependendo dos tecidos e

6rgaos atingidos, as micoses sao classificadas em:

1. Micoses superficiais de localizagdo nas camadas mais superficiais da pele, pelo
ou unhas.
2. Micoses sistémicas ou profundas atingindo, principalmente, 6rgaos internos e

visceras, podendo abranger muitos tecidos e 6rgaos diferentes.

Além dessas infec¢bes flngicas, os pacientes imunocomprometidos por
doengas como cancer, diabetes ou pacientes submetidos a corticoideterapia,
antibioticoterapia, ou uso de imunosupressores podem ser atingidas por micoses
oportunisticas.

Essas micoses oportunistas sdo infecgcdes cosmopolitas causadas por fungos
de baixa viruléncia, que convivem pacificamente com o hospedeiro, mas, ao
encontrar condi¢des favoraveis, como distirbios do sistema imunodefensivo, podem
se tornar patogénicos, invadindo os tecidos. Atingem individuos de ambos 0s sexos,
de todas as faixas etarias e ragas.

Da longa lista de fungos oportunistas, destacam-se Aspergillus spp., Candida

spp., Mucor spp., e Cryptococcus neoformans.
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a) Candida spp.: A candidiase, também
denominada de candidose, € infec¢cao causada
por fungos do género Céndida. O agente mais
comum € Candida albicans que tem sido isolada
da boca, tubo digestivo, intestino, faringe, vagina

e pele de individuos sadios. A maior parte das

infecgbes causadas por Candida albicans é de , *
origem endégena. Mais recentemente, a transmisséo exdgena, principalmente intra-
hospitalar, de Candida albicans e de outras espécies do género, tem sido relatada.
O fungo tem poder invasor em pacientes debilitados pelo tratamento com
antibiéticos e drogas imunossupressoras e no decurso de doengas cronicas. Ao
prolongar a vida dos pacientes, ao mesmo tempo, aumenta-se a possibilidade das
infec¢des oportunistas.

A candidiase da mucosa oral, também chamada de estomatite cremosa ou
sapinho, caracteriza-se pelo aparecimento de placas brancas, isoladas ou
confluentes, aderentes a mucosa & uma forma da micose mais frequente em
pacientes gravemente enfermos e em recém-nascidos quando se associa a
candidiase da mucosa vaginal da mae.

Na mucosa vaginal, as lesdées se assemelham as da boca e sao encontradas
principalmente em mulheres gravidas com corrimento, em diabéticas ou pacientes
que recebem terapéutica antimicrobiana prolongada. No homem pode ser
encontrada a balanite, infec¢ao na glande, por Candida albicans, sendo comumente
considerada como sexualmente adquirida. A candidiase cutaneomucosa crdnica &
rara, acometendo geralmente pacientes com defici€ncias imunoldgicas, anomalias
geneéticas e endécrinas. A candidiase cutanea generalizada € comumente crénica,
sendo observada em pacientes com deficiéncias nutricionais e em imunodeprimidos.
As lesbes sao eritematosas, crostrosas e com exsudatos.

A candidiase sistémica é grave. O diagnéstico em vida é dificil devido ao
polimorfismo das lesées, variabilidade de sinais e sintomas que nao sao especificos.
O isolamento do microrganismo do sangue nem sempre € possivel.

As principais localizagées de candidiase sistémica se verificam nos rins,

cérebro, coracao, trato digestivo, brénquios, pulmdes e sangue. Febre, mal-estar
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geral, dor muscular, erup¢ao cutanea e endoftalmites sdo alguns dos sintomas mais

frequentes.

Endocardites por Candida (Candida tropicalis, Candida parapsilosis sao as
espécies mais comuns), ocorrem em pacientes com defeitos vasculares, viciados em
drogas e pacientes imunocomprometidos nesses processos.

lll.2 PARTE EXPERIMENTAL

.21 DETERMINAGAO DA CITOTOXICIDADE, ATIVIDADE ANTITUMORAL E
EFEITO RADIOSSENSIBILIZADOR

A. Materiais

Linhagem celular:

e NCTC clone 929 de tecido conectivo de camundongo, originaria da American
Type Culture Collection [ATCC-(CCL1)].
e Hela, de carcinoma de cervix humano fornecida pelo Instituto Adolfo Lutz

e Hep2, de carcinoma epiderméide de laringe humana da American Type Culture
Collection [ATCC-(CCL1)].

Meio de cultura: Meio de Eagle (MEM) com adicdo de 10% de soro fetal bovino,

amino acidos nao-essenciais e piruvato de sédio.

Solucdes:

Tripsina 0,2% (Difco) e Versene (Merck) 0,02% (ATV);

Solugéo de vermelho neutro (Merck) contendo 50ug cm™ MEM;

Solugéo de lavagem: cloreto de calcio (Merck) 1% em formaldeido 0,5%;
Solugao tampao fosfato-salina pH 7,4 (Instituto Adolfo Lutz);

Solugéo de extragao: acido acético glacial(Merck)/etanol(Merck) (1:1).

Equipamentos:

Fluxo laminar classe 100;

Incubadora com CO, marca Binder;
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Microscopio invertido, Olympus;
Micropipeta multicanal de 8 canais;
Leitor de ELISA marca Sunrise, da Tecan (filtros de 540nm e 630nm).

Materiais descartaveis estéreis:

Microplacas para cultura de tecidos com 96 pogos, pipetas graduadas, garrafas para
cultura celular, sistema de filtracdo de solugdes, tubos de centrifuga, ponteiras para

micropipetas de 8 canais.

Qutros materiais descartaveis:

Envelope CampyGen gas pack (Oxoid), gerador de ambiente anaerébico, potes

plasticos com tampa, sacos plasticos.

B. Determinagdo da Citotoxicidade dos Compostos pelo Método de

Incorporacao do Vermelho Neutro

B.1 Preparo da suspensao celular :

As células NCTC clone 929 foram cultivadas em garrafa de cultura celular,
utilizando-se meio de cultura MEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino. Apés
crescimento confluente a cultura celular foi tratada com solugdo ATV, para o
destaque das células. As células foram contadas em hemocitdbmetro (camara de
contagem de Newbauer) e a suspensao celular foi acertada para obtengao de 5x10°

a 5x10* células por cm®.

Distribuicdo da suspenséo celular na microplaca:

Um volume de 0,2 cm® da suspensao celular obtida no item anterior foi distribuido
em cada pog¢o na microplaca de cultura celular de 96 pog¢os. A placa foi incubada em
estufa Umida a 37°C e atmosfera com 5% CO, por cerca de 24h, para a adesao e

formacao de uma camada de células no fundo de cada poco.

B.2 Preparo das amostras :
Foram preparadas suspensdes aquosas saturadas do precursor RUAQUO e
dos quatro derivados nitroimidazoélicos de Ruy(ll,111): RUMETRO, RuNIMO, RuSECNI
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e RuTINI. Estas suspensdes foram submetidas a uma filtracdo simples utilizando
papel de filtro quantitativo. Para o CuACET, os quatro derivados de Cu; (Il1l):
CuMETRO, CuNIMO, CuSECNI, CuTINlI e os ligantes nitroimidazolicos, foram
preparadas solugdes aquosas de concentragbes conhecidas, por apresentarem
solubilidade maior que os analogos de Ruy(ll,1ll). Posteriormente, as solu¢des foram
esterilizadas passando-as por filtros com poros de 0,22 um, marca Millipore.

A solugdo mais concentrada de cada composto, que sera denominada
solucao 100%, foi obtida por diluicdo em meio de cultura MEM, na proporg¢ao de 3
cm?® de solucdo : 2 cm® do meio MEM. Os valores dessas concentracdes foram
determinadas utilizando-se a técnica de emissdo atdbmica com auxilio de um
espectrémetro Spectroflame da Spectro Co. (Alemanha) (Ru, A =267,876 nm; Cu, A
= 327,396 nm) (Tabela Ill.1).

A partir desta solugado 100%, foram feitas 4 diluicbes seriadas em MEM para
obtencgéo de solugdes: 50%, 25%, 12,5% e 6,25%.

B.3 Teste propriamente dito?”%%2%30 .

Apos o descarte do meio de cultura da microplaca, 0,2 cm® de cada solugao
diluida, preparada de acordo com o descrito no item anterior, foram colocados em
triplicata nos pogos contendo as células aderidas. Controles positivo e negativo
foram submetidos ao mesmo procedimento da amostra. Como controle positivo foi
utilizada uma solugéo de fenol 0,02% e como controle negativo um extrato
resultante da imersao de cloreto de polivinila (PVC) atdxico em meio de cultura
MEM por 24h a 37°C. Nos pocos para controle de células foram colocadas 0,2 cm®
de meio MEM.

A microplaca foi, entdo, mantida em estufa imida a 37°C e atmosfera com 5%
CO, por 24h. Decorrido este periodo os meios foram trocados por meio fresco
contendo 50 ug cm™ do corante vermelho neutro (o qual é incorporado somente nas
células vivas) e incubados por cerca de 3h. Apds este periodo, tempo necessario
para a incorporagao do corante pelas células vivas, a microplaca foi lavada duas
vezes com tampao fosfato-salina e uma vez com a solugao de CaCl, em formaldeido
e em seguida cada poco recebeu 0,2 cm?® da solugdo de acido acético em etanol.
Esse procedimento leva a quebra da membrana celular, sendo o corante expulso

das células vivas. A quantidade de corante liberada € proporcional ao numero de
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células vivas e pode ser detectada por um espectrofotometro (Leitor de Elisa). A
microplaca foi levada para um leitor de ELISA, agitada por 10min e a leitura efetuada

em A = 540nm, tendo como filtro de referéncia o de 630nm. -
TABELA Ill.1.- Concentragcoes das solugdes testadas

nos ensaios de citotoxicidade dos complexos de
Ruy(IL111) e de Cug (Il,1l) e dos ligantes nitroimidazdlicos.

CONCENTRACAO DA SOLUCAO
COMPOSTO W

ug cm™ * (x 10° mol dm™)
RuAQUO 5945 0,96
RUMETRO 1509,8 1.60
RuNIMO 538.,6 0,52
RuSECNI 829.7 0,87
RuTINI 312,6 0,29
CuAQUO 623 0,16
CuMETRO 670,3 0,95
CuNIMO 1302,0 1,60
CuSECNI 1131,3 1,54
CuTINI 12816 1.49
METRO 7486.5 4374
NIMO 84161 37,20
SECNI 75331 40,68
TINI 37981 15,36

* Determinadas por Emiss&o Atdémica

B.4 Determinagio do indice de Citotoxicidade 50% (ICso)

As leituras de densidade optica (DO) obtidas para cada pogo da microplaca
foram colocadas no programa de computador (EXCEL) para obtencéao dos valores
meédios e desvios padrao e das porcentagens de sobrevida das células (viabilidade
celular) em relagdo as células controle, consideradas como 100% de sobrevida.
Projetando-se esses valores em grafico foram obtidas as curvas de viabilidade
celular para cada composto. O indice de citotoxicidade indicado (ICsp), representa a
concentragdo da amostra que provoca morte de 50% da populagao celular no

ensaio.

246



Capitulo IlI: Ensaios Biologicos in vitro dos Complexos de Ruy(11111) e de Cuy(Il1])

C. Determinacdo da Atividade Antitumoral dos Compostos

A metodologia para determinar a agdo antitumoral de todos estes compostos
fol semelhante a utilizada para a determinacéao da citotoxicidade, porém o ensaio foi
realizado usando-se cultura de células tumorais, células HeLa. As concentra¢des dos
compostos testados foram equivalentes aos respectivos valores de |Cso determinados
no ensaio de citotoxicidade, e consideradas correspondentes as solu¢des 100% para
os testes de atividade antitumoral (Tabela 111.2). Foi determinada a dose letal 50%
(DLsg) de cada composto, isto €, a concentragdo do composto que mata 50% da

populagéo celular no ensaio. O calculo da DLsg foi semelhante ao da 1Csy.

D. Determinag¢ao do Efeito Radiossensibilizador dos Compostos

O preparo da suspensao celular e das amostras foi similar ao descrito nos
ensaios de citotoxicidade e atividade antitumoral, sendo utilizada, neste caso, cultura

de células tumorais Hep2.
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TABELA Il.2.- Concentragoes das solugoes testadas
nos ensaios de atividade antitumoral dos complexos
de Ru; (IL) e Cu, (L) e dos ligantes
nitroimidazélicos.

CONCENTBAQI\O DAS
COMPOSTO SOLUCOES 100%
ng cm™ * (x 10 mol dm™)

RuAQUO 470,7 0,76
RuMETRO 1132,3 1,20
RuNIMO 445 4 0,43
RUuSECNI 400,5 0,42
RuTINI 269,5 0,25
CuAQUO 47,9 0,12
CuMETRO 190,5 0,27
CuNIMO 122,4 0,15
CuSECNI 110,1 0,15
CuTINI 120,1 0,14
Metronidazol 5477 1 32,0
Nimorazol 5882,2 26,0
Secnidazol 5185,0 28,0
Tinidazol 3461,8 14,0

* Obtida a partir da curva de determinacgéo de ICsq

D.1 Determinacado da Dose de Radiagao que mata 50% das células (DRLs)

Para determinar a dose letal DRLso, microplacas contendo células Hep2 (10*
células/pogo) foram expostas a 3 doses diferentes de radiagdo: 0; 50 e 100 Gy em

ambiente anaerdbico. O procedimento para determinar a DRLsg € descrito a seguir:

1. As microplacas contendo as 10* células Hep2/pogo foram incubadas em estufa
umida a 37°C com 5% CO, durante 24h. Apds este periodo o meio de cultura foi
trocado por meio de cultura MEM fresco.

2. As microplacas foram acondicionadas separadamente em cubas de material
plastico (figuras II.5 e 111.6).

3. Os recipientes contendo as placas foram colocados em sacos plasticos. As

tampas dos mesmos foram depositadas em cima, sem fecha-los.
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4. Um envelope gerador de ambiente anaerébico (produz CO;) foi colocado em cima
da tampa (figura 111.7).

5. Os sacos plasticos foram selados e imediatamente levados para irradiagao (figura
[1.8)..

6. As células HEp2 foram submetidas a doses de radiagdo gama proveniente de
uma fonte de ®°Co tipo panoramica, com uma taxa de dose de 0,89 Gymin™, durante
tempos de 56,2 e 112,4 (figura 111.9), correspondentes as doses de 0, 50 e 100 Gy
respectivamente.

7. Para as microplacas receberem doses homogéneas, os recipientes foram girados
em 180° na metade do tempo correspondente a dose desejada.

8. Apos irradiacdo o meio de cultura foi removido das microplacas e substituido por
meio MEM fresco.

9. As microplacas foram incubadas durante 24h, em estufa umida com 5% de CO; a
37 °C.

10. Decorrido este periodo, os meios foram trocados por meio contendo 50 pgcm'3
do corante vermelho neutro e incubados por cerca de 3h, seguindo o mesmo
procedimento descrito no teste propriamente dito de citotoxicidade e atividade
antitumoral. A figura Il1.10 mostra o equipamento utilizado para a leitura das
absorbancias.

11. A DRLsp foi calculada projetando-se em grafico, a porcentagem de células
sobreviventes (viabilidade celular) em escala logaritmica (S) em fun¢éo da dose de

radiagéo aplicada (Gy).
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FIGURA [Il.5.- Materiais utilizados para a determinacao da
Dose de Radiacao que mata 50% das células : (1) Microplaca
de cultura celular, (2) Envelope gerador de anaerobiose, (3)
Recipiente plastico, (4) Saco plastico.

FIGURA III.6.- Microplaca de cultura celular colocada dentro
de uma cuba de plastico.

250



Capitulo IlI: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ru(IL11I) e de Cu,(I1])

FIGURA Ill.7.- Microplaca de cultura celular dentro do
recipiente plastico com envelope gerador de anaerobiose.

FIGURA 111.8.- Saco plastico fechado, contendo o recipiente e
envelope gerador de anaerobiose.
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FIGURA Iil.9.- Fotografia mostrando a fonte de *°Co tipo
panoramica antes de irradiar as células HEp2.
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FIGURA 1il.10.- Leitor de ELISA antes de fazer a leitura apés
irradiagao das células HEp2.

D.2 Determinagao do Efeito Radiossensibilizador dos Complexos de Rux(llLlil) e
de Cux(lILll).

Para determinar o efeito radiossensibilizador dos complexos de Rux(ll,lll) e
Cuy(Il,1l) seguiu-se o procedimento analogo ao utilizado para a determinagéo da dose

letal 50% (DRLsp), exceto em relagéo a alguns itens:

Item 1.- Transcorridas 24h apos distribuigcdo celular nas microplacas, o meio de
cultura foi trocado por 0,2 cm® de uma solugdo 100 umol dm™ do complexo. Esta
solugao foi preparada adicionando-se 3,0 cm® de uma solugdo aquosa

aproximadamente 170 pmol dm™ do complexo a 2,0 cm® de meio de cultura MEM.

ltem 6.- As células HEp2 em presenga das solugbes dos complexos foram
submetidas a 4 doses de radiagdo gama proveniente de uma fonte de ®°Co tipo
panoramica, com uma taxa de dose de 0,86 Gymin™, durante tempos de 0; 189,8:;

400 e 678 s, que correspondem as doses de 0, 3, 6 e 10 Gy respectivamente.

Item 8.- Apés irradiacao as solugdes dos complexos das microplacas foram trocadas
por meio de cultura MEM fresco (0,2 cm®).

ltem 11.- A atividade radiossensibilizadora de cada complexd foi calculada
projetando-se em grafico, a porcentagem de células sobreviventes em escala

logaritmica (S) em fungdo da dose de radiagao (Gy).
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ll.2.2 DETERMINAGAO DA SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA (ATIVIDADE
BACTERICIDA E FUNGICIDA) DOS COMPLEXOS DE Ruy(ll,Ill) E DE Cuqx(ll,li).

A. Materiais

Cepas de microorganismos utilizadas

Bactérias Anaerdbicas: (Bacteroides fragilis ATCC 25283);

Bactérias Aerodbicas: (Escherichia coli ATCC 35218 e 25922, Pseudomonas
aeruginosa 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923);

Microaerofilos (Campylobacter);

Leveduras: Candida albicans ATCC 90028 .

Reagentes

Agar sangue (Oxoid) com base agar Brucella (Oxoid);
Agar Wilkins-Chalgren (Oxoid);

Agar Mueller-Hinton (Oxoid);

Agar Skirrow modificado, SKM (sangue 5%, base agar Brucella);
Agar Sabouraud (ASD); '
Agar Mc Conkey (Oxoid);

Caldo Brucella para ajustar a turbagao (Oxoid);

Caldo tioglocolato (THIO) (Oxoid);

Caldo Mueller-Hinton (Oxoid);

Meio de cultura YNB (Yeast Nitrogen Base) (Difco);
Solugao fisiolégica estéril (NaCl 0,85%);
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Suplemento vitamina K e Hemina;
Vitamina K (1 mgem™);
Sangue estéril desfibrinado de carneiro (Sorensen Laboratorios do Brasil Ltda.).

Equipamento

1. Espectrofotémetro, Espectronic 20 da BAUSCH & LOMB

Material Estéril

Tubos de vidro de 20 x 150 mm, placas de Petri de 90 mm de didmetro, pipetas

graduadas.

Material Descartavel

Envelope CampyGen gas pack (OXOID), gerador de ambiente anaerébico
Envelope CampyGen gas pack (OXOID), gerador de microaerofilia

B. Preparagéao dos inéculos

Partindo de cepas de microorganismos congeladas e conservadas a - 80°C
em N liquido, realizou-se o isolamento primario em meio de cultura apropriado. A
cultura microbiana foi utilizada apo6s trés repiques consecutivos das colbnias,
utilizando-se alga de nicrom, para o meio de cultura adequado (chama-se repique o
processo de tomar uma amostra de uma cultura celular utilizando uma alga de
nicrom e logo introduzi-lo num tubo de ensaio contendo o meio de cultura adequado
para o crescimento das células).

Cerca de 5 colbénias foram inoculadas em caldo apropriado e uma aliquota
deste foi colocada em meio liquido apropriado. A suspensédo dos microorganismos
foi ajustada para 0,5 na escala de McFarland, correspondente a leitura
espectrofotométrica de 0,08 — 0,1 de absorbancia em A = 625nm, suspensdo esta

equivalente a 108 células por cm®.
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Para a determinacao da atividade bactericida dos compostos foi utilizado o Método de
Diluicdo am &gar e para a atividade fungicida o Método de Macrodiluicdo em caldo
(figuras 111.11 e 111.12).

05 1,0 20 40 80 16,0
(ng cm™)

FIGURA IIl.11.- Método de diluicio em agar: a mancha mais clara na figura indica
o croscimento da bactéria. Ma concentracdo de 4 pg cm™ de complexo ja nao é
observado esse crescimicnls, portants a CRIL commospondc 2 ¢s83 concantragio.

FIGURA l11.12- Método de Macrodiluicdo em caldo: a auséncia de turbidez indica
que nao houve crescimento do fungo. A partir da diluicdo 5 ja ndo é observada a
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turbidez, portanto a CML corresponde a essa concentragao de complexo nesta
diluigao.

C. Método de Diluicao em agar

Neste método, diferentes concentragées dos compostos foram incorporadas em
meio de cultura contendo agar e foram distribuidas em placas de Petri de 90mm de
diametro. As suspensdes microbianas (indculos) foram semeadas na superficie destes
meios nessas placas, para verificagdo da atividade bactericida dos compostos.

C.1 Preparagéao das placas:

18 cm® dos meios de cultljra preparados (agar) foram distribuidos em tubos de
ensaio de tamanho 20 x 150 mm e esterilizados em autoclave. Apés este procedimento
os tubos foram levados para um fluxo laminar a temperatura d'e 50 °C para evitar
solidificagéo do agar, recebendo 2 cm® de cada uma das solugées diluidas do composto,
resultando um total de 20 cm®. A mistura contendo o meio de cultura e o composto foi
colocada em placa de Petri e mantida no fluxo laminar até a solidificacdo do meio de
cultura. Como controle positivo foram preparadas placas contendo meio de cultura sem
a adigdo dos compostos.

C.2 Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana

Sobre cada placa contendo uma certa concentragdo de cada composto, foram
semeados 5 pdm?® do inéculo microbiano equivalente a 1 x 10* microorganismo cm.

A concentragao letal minima (CLM), ou seja, menor concentragdo do composto
que inibe o crescimento microbiano, foi determinada visualmente por comparagéo com a
placa de controle positivo (figura Ill.11).

Os procedimentos de isolamento, preparagédo do inéculo, preparacéo das placas
e teste de susceptibilidade serdo descritos a seguir, especificamente para bactérias

anaerobicas, aerobicas e microaerofilos.
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C.2.1 Bactérias Anaerbbicas (Bacteroides fragilis ATCC 25283)°".

Procedimento

A cepa foi inoculada em uma mistura contendo agar sangue suplementado
com vitamina K e Hemina e caldo THIO. Este in6culo contendo aproximadamente
10® células cm™ foi diluido em caldo Brucella (1:10) (v / v), sendo esta suspensao
bacteriana equivalente a 1 x 10* bactérias por cm®.

As placas foram preparadas com agar Wilkins-Chalgren, como descrito no
item C.1.

Foram semeados 5 pdm?® do inoculo: 1 x 10* bactérias cm™. As placas foram

incubadas a 37°C por 48h num ambiente anaerébico gerado por um envelope

CampyGen.

C.2.2 Bactérias Aerobicas (Escherichia coli ATCC 35218 e 25922,

Pseudomonas aeruginosa 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923)*

Procedimento

A cepa de Staphylococcus aureus foi isolada em agar sangue e as cepas de
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em agar Mc Conkey. O enriguecimento
da cultura foi feito inoculando-se coldnias das bactérias em caldo Mueller-Hinton e
incubados por 3 - 4h. Em seguida estas suspensdes bacterianas foram diluidas no
mesmo caldo para se obter uma nova suspenséo com 1 x 10* bactérias por cm®.

Os compostos foram diluidos em agar Mueller-Hinton e a mistura colocada em
placas de Petri.

Apods semear os indculos, as placas foram incubadas a 37 °C por 24h numa

atmosfera de aerobiose, ambiente normal da estufa.
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C.2.3 Microaerdéfilos (Campylobacter)**>*%°

Procedimento

O isolamento primario foi realizado em agar Skirrow modificado (SKM) = agar
Brucella com 5% de sangue, incubando por 48h a 42 °C em microaerofilia
(atmosfera com 5% Oy). Apos trés repiques consecutivos o inéculo foi preparado em
caldo Mueller-Hinton.

As placas foram preparadas adicionando-se 17 cm® de agar Mueller-Hinton, 1
cm® de sangue e 2 cm?® de composto, resultando um volume total de 20 cm®.

Apds semear os inoculos as placas foram incubadas por 48h a 42 °C em

atmosfera de microaerofilia utilizando-se um envelope CampyGen.
D. Método de Macrodiluigdao em Caldo
D.1 Leveduras (Candida albicans ATCC 90028)*°.

Isolamento e preparacéo do indculo

O isolamento primario foi realizado em agar Sabouraud e apo6s 3 repiques
consecutivos foram transferidas de 3 a 5 colénias com didmetro maior que 1mm para
um tubo de ensaio contendo 5 cm® de solugao fisiologica estéril para a preparacio
do inéculo. A suspenséo foi homogeneizada com agitador de tubos Vortex por 15s e
ajustada para uma turvagéo equivalente a escala 0,5 de McFarland, leitura de cerca
de 80-85% de transmitancia no espectrofotémetro, em X = 530nm. Esta leitura
corresponde a aproximadamente 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por

cm®,

A confirmacédo do niimero de UFC por cm® na suspensao inicial de trabalho,
foi feita por contagem em placas contendo agar Sabouraud e semeadas a partir de 7

diluicées (1:10) seriadas do inoculo. Em cada placa, foi semeada com alca de
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Drigalski, 1 cm® de cada diluicdo, e, incubada a 35°C por 48h, para posterior
contagem de UFC por cm®.

A partir de cada suspensdo de C. albicans, ajustada na escala 0,5 de
McFarland, realizou-se uma diluicdo 1:100 em meio de cultura liquido YNB e, em
seguida, a 1:20 no mesmo meio de modo que a suspensao final resultasse em
5,0x10% a 2,5x10° UFC por cm®.

Procedimento

Para avaliar a atividade fungicida dos compostos foi preparada uma série de
10 tubos de ensaio previamente esterilizados contendo 500 udm?® de cada uma das
solugdes diluidas seriadas dos compostos. Em cada tubo foi adicionado 500 pdm?®
da suspensao final de C. albicans, ficando reduzida a metade a concentragao do
composto. Foi também preparado um tubo “controle positivo do crescimento’,
contendo 500 pdm?® do meio de cultura YNB + 500 udm?® da suspensao final de C.
albicans, sem a adigao do composto.

Os tubos foram incubados a 35°C por 46 a 50h antes de se determinar a CFM
(Concentragdo Fungicida Minima). Transcorrido este tempo, o conteudo de cada
tubo, foi semeado em placas de ASD e essas foram incubadas a 35°C, por 48h para
verificar se houve inibicado ou morte da levedura.

A menor concentragdo do composto (ug cm™) que impediu o desenvolvimento
do microrganismo foi considerada a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) ou
Concentragao Letal Minima (CLM).

A Tabela Ill.3 mostra as faixas das concentragdes utilizadas para os ensaios
da atividéde bactericida e fungicida dos derivados nitroimidazoélicos de acetato de
Rux(lL I, Cux(llll) e dos ligantes nitroimidazolicos. Essas concentragdes foram

obtidas fazendo dilui¢des seriadas de cada um dos compostos em agua.
l1I.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

l1.3.1 Determinagdo do indice de Citotoxicidade (ICs;) dos Complexos de

Rux(11,111) e de Cux(llLiI).
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As Tabelas [lIl.4 — 111.10 apresentam a porcentagem de viabilidade celular e
respectiva porcentagem do desvio padréo para cada um dos complexos de Rux(ll, 1)
e de Cuy(ll,ll) e também dos ligantes nitroimidazoélicos testados.

As curvas para a determinacdo do indice de citotoxicidade (ICso) dos
compostos testados foram obtidas pela projecdo dos dados das Tabelas 111.4 — 111.10
em grafico e sdo apresentadas nas figuras 111.13 - [11.19.

Os dados apresentados nas tabelas estdo em funcao dos complexos testados
em cada microplaca desde que o numero de células controle é especifico para cada
microplaca.

TABELA Ill.3.- Faixas das concentragcdes das solugoes utilizadas para
avaliar a atividade bactericida e fungicida dos derivados
nitroimidazolicos de Ruy(lLlll), de Cuy(lLil) e dos ligantes
nitroimidazélicos.

“““ “Faixa de Concentragao .
| (ng cm™)
Composto ‘Método de ' Método de
Macrodiluigdo em Diluigdo em
caldo o ‘agar
RuAQUO 619 —-1.21 124 - 0.125
RuMETRO 926 — 1.81 188 - 0.125
RuNIMO 225 -2.25 48 — 0.125
RuSECNI 200-2.0 45 -0.125
RuTINI 135-1.35 28.5-0.125
CuAQuUO 280 -28.0 48 —0.125
CuMETRO 250 -2.50 20.8-0.125
CuNIMO -- 130.5-13
CuSECNI -- 128 -12.8
CuTINI -- 127 - 12.7
METRO 6250 - 62.5 256 - 0.125
NIMO 6250 -62.5 256 — 0.125
SECNI 6250 - 62.5 256 — 0.125
TINI 1500 - 15.0 127 -12.7
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TABELA Iil.4.- Resultados do ensaio de citotoxicidade dos complexos
RuAQUO e RUMETRO em cultura de células da linhagem NCTC clone 929:
Porcentagem de viabilidade celular em fungao da dilui¢ao.

diluicao C- C+ RuAQUO | RUMETRO
Média 0,78 0,01 0,17 0,53
% de desvio 100% 3,91 24,59 15,67 6,51
% viabilidade celular 80,06 0,79 17,82 54,81
Média 0,97 0,03 0,93 0,89
% de desvio 50% 2,47 2410 6,62 2,35
% viabilidade celular 99,32 3,08 94,94 91,35
Média 0,88 0,45 0,82 0,84
% de desvio 25% 7,95 6,24 11,56 5,97
% viabilidade celular 90,18 46,19 83,92 86,45
Média 0,95 0,71 0,82 0,88
% de desvio 12,50% 4,67 6,87 5,07 4,92
% viabilidade celular 97,26 72,77 83,82 90,52
Média 0,87 0,85 0,77 0,79|
% de desvio 6,25% 3,55 1,37 3,05 2,65
% viabilidade celular 88,74 86,69 79,40 81,53
Media 0,97 0,97 0,97 0,97
% de desvio Controle de 6,89 6,89 6,89 6,89
% viabilidade celular células 100% 100% 100% 100%

* Neste caso como a concentragdo utilizada para o RUMETRO nao foi suficiente para
determinar 50% da morte celular, o ensaio teve que ser repetido com uma solugdo mais
concentrada (Tabela 11i.5).

100—: é\ /%\I

-—#i— Controle Negativo

—&— Controle Positivo

-~ A RUAQUO (100%=1,1x10° mol.dm)
—w— RUMETRO (100%=0,96x10° mol.dm™)

% de Viabilidade Celular

—

0 20 40 60 80 100

Porcentagem de concentragdo do composto
em relacao a solugéo 100%

FIGURA I1ll.13.- Curvas de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade em
células da linhagem NCTC clone 929 dos complexos RUAQUO e RUMETRO.
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TABELA IIl.5.- Resultados do ensaio de citotoxicidade dos complexos
RUMETRO e RuNIMO em cuitura de células da linhagem NCTC clone 929:
Porcentagem de viabilidade celular em fungao da diluigao.

diluicdo C- C+ RUMETRO | RuNIMO
Média 0,52 0,01 0,02 0,17
% de desvio 100% 10,6 28,28 5,10 15,56
% viabilidade celular 70,94 0,69 2,19 22,69
Média 0,64 0,01 0,71 0,80
% de desvio 50% 6,41 28,78 6,83 14,03
% coldnias 88,11 0,59 96,96 109,11
Média 0,74 0,30 0,78 0,83
% de desvio 25% 14,75 7,54 2,20 7,68
% viabilidade celular 100,89 41,09 107,19 113,17
Média 0,66 0,41 0,74 0,66
% de desvio 12,50% 9,98 19,68 7,82 21,96
% viabilidade celular 90,25 55,56 101,80 90,16
Média 0,64 0,54 0,70 0,61
% de desvio 6,25% 5,78 18,98 4,07 16,27
% viabilidade celular 87,88 74,18 95,91 83,68
Média 0,73 0,73 0,73 0,73
% de desvio Controle de 12,29 12,29 12,29 12,29
% viabilidade celular| células 100% 100% 100% 100%

% de Viabilidade Celular

—m— Controle Negativo
—&— Controle Positivo

A RUMETRO, 100% = (1,633  0,001) x 10° mol.dm®
—w— RuNIMO, 100% = (0,516 + 0,0003) x 10° mol.dm™

Porcentagem de concentragdo do composto
em relagao a solugdo 100%

FIGURA Ill.14.- Curvas de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade em
células da linhagem NCTC clone 929 dos complexos RUMETRO e RuNIMO.

263



Capitulo III: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ruy(IL111) e de Cuy(1l,1])

TABELA IIl.6.- Resultados do ensaio de citotoxicidade dos complexos
RUSECNI e RuTINI em cultura de células da linhagem NCTC clone 929:
Porcentagem de viabilidade celular em fun¢ao da diluicao.

diluicao C- C+ RuSECNI RuTINI
Média 0,62 0,01 0,05 0,29
% de desvio 100% 4,43 20,41 9,50 6,94
% viabilidade celular 79,18 1,02 6,03 37,00
Média 0,69 0,01 0,67 0,64
% de desvio 50% 12,06 23,33 1,11 1,90
% viabilidade celular 88,40 0,89 85,05 81,82
Média 0,76 0,31 073 0,72
% de desvio 25% 3,60 12,89 10,10 1,24
% viabilidade celular 96,94 39,72 92,99 91,93
Meédia 0,75 0,58 0,66 0,76
% de desvio 12,50% 0,54 4,45 6,80 7.41
% viabilidade celular 95,50 73,32 84,41 96,69
Média 0,78 0,68 0,69 0,71
% de desvio 6,25% 6,68 4,01 5,563 1,30
% viabilidade celular 99,11 86,49 87,64 90,10
Média 0,79 0,79 0,79 0,79
% de desvio Controle de 11,05 11,05 11,05 11,05
% viabilidade celular| células 100% 100% 100% 100%

% de Viabilidade Celular

-20

—a— Controle Negativo
~@— Controle Positivo

A RUSECNI, 100% = (0,873 1 0,001) x 10° mol.dm®
—w—RUTINI, 100% = (0,291 £ 0,005) x 10° mot.dm™

Porcentagem de concentragdo do composto

em relagéo a solugdo 100%

FIGURA IlI.15.- Curvas de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade
em células da linhagem NCTC clone 929 dos complexos RUSECNI e

RuTINL.
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Capitulo III: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ruy(IL1Il) e de Cuy(11,11)

TABELA Ill.7.- Resultados do ensaio de citotoxicidade do complexo
CuMETRO e do ligante metronidazol em cultura de células da linhagem
NCTC clone 929: Porcentagem de viabilidade celular em fun¢ao da

dilui¢ao.
diluicao C- C+ CuMETRO METRO

Média 0,65 0,01 0,01 0,89
% de desvio 100% 9,20 12,07 28,02 3,41
% viabilidade celular 71,31 1,13 0,80 97,14
Média 0,95 0,04 0,02 0,93
% de desvio 50% 6,53 21,67 16,33 6,21
% viabilidade celular 103,59 4,52 1,64 101,26
Média 0,81 0,47 0,52 1,00
% de desvio 25% 7,74 10,22 4,12 4,10
% viabilidade celular 88,36 50,90 56,29 109,35
Média 0,88 0,77 0,83 0,88
% de desvio 12,50% 6,43 8,60 5,32 10,63
% viabilidade celular 95,68 84,24 91,09 96,52
Média 0,84 0,75 0,81 0,84
% de desvio 6,25% 11,76 7,21 3,26 5,43
% viabilidade celular 91,42 82,02 88,21 91,89
Média 0,092 0,92 0,92 0,92
% de desvio Controle de 473 4,73 473 4,73
% viabilidade celular] células 100% 100% 100% 100%

* Neste caso, como a concentracdo utilizada para o metronidazol ndo foi suficiente para

determinar 50% da morte celular, o ensaio teve que

concentrada (Tabela Il1.8).

120

100

80

% de Viabilidade Celular

ser repetido com

uma solugdo mais

—s— Controle Negativo
—&— Controle Positivo

4 - CUMETRO, 100% = (0,950 £ 0,001) x 10” mol.am™
—w— metronidazol, 100% = (0,180 £ 0,001) x 10° mol.dm®

100

Porcentagem de concentragéo do composto

em relagédo a solugdo 100%

FIGURA 1il.16.- Curvas de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade
em células da linhagem NCTC clone 929 do complexo CUMETRO e do

ligante METRO.
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Capitulo III: Ensaios Biologicos in vitro dos Complexos de Ruy(IL11I) e de Cux(IL1])

TABELA 1ill.8.- Resultados do ensaio de citotoxicidade do complexo
CuACET e do ligante metronidazol em cultura de células. da linhagem
NCTC clone 929: Porcentagem de viabilidade celular em fun¢ao da

diluigao.
diluicao C- C+ CuACET METRO

Media 1,06 0,31 0,02 0,07
% de desvio 100% 8,96 20,04 24,63 27,88
% viabilidade celular 116,31 33,69 1,72 7,59]
Média 1472 0,69 0,94 0,80]
% de desvio 50% 6,71 20,25 3,62 10,95
% viabilidade celular 127,92 75,77 102,59 87,77
Média 0,82 1,07 1,04 0,87
% de desvio 25% 20,95 11,14 0,54 17,53
% viabilidade celular 89,64 117,52 113,87 95,04
Média 1,18 1,10 1,08 1,20
% de desvio 12,50% 15,67 14,77 11,14 5,87
% viabilidade celular 128,80 120,04 118,43 131,86
Média 1,04 1,08 1.11 1,20
% de desvio 6,25% 7,88 7.19 7,56 8,41
% viabilidade celular 113,69 117,96 121,57 131,35
Média 0,91 0,91 0,91 0,91
% de desvio Controle de 8,98 8,98 8,98 8,98
% viabilidade celular| células 100% 100% 100% 100%

% de Viabilidade Celular

—m—~ Controle Negativo
#®— Controle Positivo

A-- CUACET, 100% = (0,157 £ 0,002) x 10° mol.dm*
—y— metronidazol, 100 % = (43,7 £ 0,1) x 10° mol.dm™

0 20

40

80 100

Porcentagem de concentragdo do composto
em relagdo a solugdo 100%

FIGURA 1lI.17.- Curvas de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade
em células da linhagem NCTC clone 929 do complexo CuACET e do

ligante METRO.
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Capitulo III: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ru,(I1,111) e de Cuy(11,1])

- TABELA 1Il.9.- Resultados do ensaio de citotoxicidade dos complexos
CuNIMO, CuTINI, CUSECNI e do ligante nimorazol em cultura de células da
linhagem NCTC clone 929: Porcentagem de viabilidade celular em fungio da

diluigao.
diluicdao C- C+ CuNIMO | CuTINI | CuSECNI NIMO

Média 0,74 0,00 0,13 0,10 0,12 0,05
% de desvio 100% 2,37 0,00 7,52 15,09 8,02 19,65
% viabilidade celular] © 92,05 0,38 16,02 11,93 14,94 5,80
|Média 0,64 0,02 0,03 0,03 0,03 0,61
% de desvio 50% 15,72 11,55 17,32 13,73 1,86 10,94
% viabilidade celular 80,33 2,04 4,26 3,67 3,17 76,40
Média 0,46 0,45 0,02 0,01 0,02 0,58
% de desvio 25% 0,52 0,73 8,84 9,12 17,56 8,80
% viabilidade celular 57,00 56,62 2,00 1,29 2,04 72,11
Média 0,60 0,44 0,23 0,30 0,27 0,60
% de desvio 12,50% 9,16 5,34 8,46 13,12 31,93 5,49
% viabilidade celular] 74,78 55,25 29,29 37,35 33,34 75,03
Média 0,54 0,47 0,52 0,47 0,53 0,65
% de desvio 6,25% 8,01 0,20 6,56 13,75 9,45 16,17
% viabilidade celular] 67,06 59,25 65,05 59,34 66,18 81,37
Média 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
% de desvio Controle de 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04
% viabilidade celularl células 100% 100% 100% 100% 100% 100%

% de Viabilidade Celular

—=— Controle Negativo
-@— Controle Positivo

A— CuNIMO, 100% = (1,593  0,008) x 10° mol.dm*
—w— CuSECNI, 100% = (1,542 + 0,005) x 10° mol.dm*

4 CuTIN), 100% = (1,491 £ 0,019) x 10° mot.dm™

4— nimorazol, 100% = (37,2 £ 0,1) x 10° mol.dm™

Porcentagem de concentragéo do composto
em relagdo a solugdo 100%

FIGURA 1ll.18.- Curvas de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade
em células da linhagem NCTC clone 929 dos complexos CuNIMO,
CuSECNI, CuTINI e do ligante NIMO.
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Capitulo IllI: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ruy(IL1I1) e de Cuy(IL 1)

TABELA 1lI.10.- Resultados do ensaio de citotoxicidade dos ligantes
secnidazol e tinidazol em cultura de células da linhagem NCTC clone 929:
Porcentagem de viabilidade celular em fungao da diluigéo.

diluicdao C- C+ SECNI TINI
Média 0,82 0,31 0,07 0,51
% de desvio 100% 3,39 24,04 11,43 1,75
% viabilidade celular 65,71 24,63 5,87 41,02
Média 1,20 0,69 0,96 143
% de desvio 50% 3,32 20,25 3,70 7,82
% viabilidade celular 96,10 55,40 76,97 90,45
Média 33,54 25,45 2724 33,13
% de desvio 25% 7,49 11,14 17,42 2,41
% viabilidade celular 65,01 85,94 71,34 82,92
Média 112 1,10 0,79 0,80
% de desvio 12,50% 3,32 14,77 16,09 7.42
% viabilidade celular 89,83 87,78 63,46 63,65
Média 1,38 1,08 0,81 0,78
% de desvio 6,25% 12,84 7,19 2,28 3,33
% viabilidade celular 110,73 86,26 65,01 62,56
Média 1,26 1,25 1,26 1,25
% de desvio Controle de 5,40 5,39 5,39 5,39
% viabilidade celular| células 100% 100% 100% 100%

120

100

% de Viabilidade Celular

—#&— Controle Negativo
@ Controle Positivo

4 secnidazol, 100 % = (40,7 £ 0,1) x 10° mol.dm™
—w— tinidazol, 100 % = (15,4 + 0,1) x 10° mol.dm™

T v T
0 20 40 60 80 100

Porcentagem de concentragdo do composto
em relag3o a solugdo 100%

FIGURA I1l.19.- Curvas de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade em
células da linhagem NCTC clone 929 dos ligantes SECNI e TINL.
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Capitulo I1I: Ensaios Biolégicos in vitro dos Complexos de Rux(IL1II) e de Cux(Il1I)

A partir das curvas de citotoxicidade mostradas nas figuras 111.13 — 111.19,
obtivemos os valores de ICs; (Tabela 11l.11) para cada um dos compostos

testados.

TABELA Iil.11.- indice de Citotoxicidade 50% (ICso) : |
determinados para os complexos dinucleares de
Rux(iLll) e de Cuy(llll) e para os ligantes
nitroimidazoélicos em células da linhagem NCTC clone

929.

- COMPOSTO |- " N 4
| L T ug cm (x 10° mol dm™)
RuAQUO 471 (£ 2) 0,760 (£0,005)
RUuMETRO 1132 (£ 2) 1,200 (+0,001)
RuNIMO 445,4 (+ 0,6) 0,430 (+0,003)
RuSECNI 401(x 2) 0,420 (+0,001)
RuTINI 270 (£ 1) 0,250 (+0,005)
CuACET 47,9 (x 0,2) 0,120 (= 0,002)
CuMETRO 190,5 (£ 0,8) 0,270 (+ 0,001)
CuNIMO 122 (2 7) 0,150 (= 0,009)
CuSECNI 110 (= 4) 0,150 (+ 0,005)
CuTINI 120 (+ 2) 0,14 (+ 0,02)
Metronidazol 5477 1 32,0
Nimorazol 5882,2 26,0
Secnidazol 5185,0 28,0
Tinidazol 3461,8 14,0

Pelos resultados mostrados na Tabela 1l1l.11, observamos que os
complexos de Cuy(ll,Il) demostraram ser mais toxicos que os seus andlogos de
Rux(IL1ll), ou seja, esses complexos necessitam de menores concentragbes para
provocar a morte de uma mesma quantidade (50%) de células.

De acordo com esses resultados as seguintes ordens crescentes de
citotoxicidade para cada série sdo observadas em termos das concentragdes

molares:
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Capitulo IlI: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Rux(ILIII) e de Cuy(IL11)

RUMETRO < RuAQUO < RuNIMO ~ RuSECNI < RuTINI

[
>

aumento da citotoxicidade

CuMETRO < CuNIMO ~ CuSECNI ~ CuTINI < CuACET

.
>

aumento da citotoxicidade

Segundo estes resultados, os derivados de metronidazol de Ruy(lllll) e
Cux(ll,1l) apresentam citotoxicidade diminuida em relagdo aos respectivos aquo-
complexos, RUAQUO e CuACET, sendo este fato mais evidente para o caso do
CuMETRO. Os outros derivados nitroimidazélicos de Cuy(ll,ll) também
apresentam o mesmo comportamentio e os seus respectivos valores de |Cso
apresentam-se muito similares. Na série do ruténio, s6 o RuNIMO e RuSECNI
apresentam valores de ICsg similares, nos outros, esses valores ja apresentam-se

muito diferentes.

lll.3.2 Determinacao da Atividade Antitumoral dos Complexos de Ruy(llIll) e
de Cuy(ll,H).

As Tabelas 111.12 — 111.15 apresentam os resultados do ensaio de atividade
antitumoral e sua respectiva porcentagem de desvio padrao para cada diluigdo
dos complexos de Rux(IL,Ill) e de Cuy(ll,1) e também dos ligantes nitroimidazoélicos

testados.

As curvas para a determinacéo da atividade antitumoral foram obtidas pela
projecdo dos dados das Tabelas Il1.12 - 11l.15 em grafico e sdo apresentadas nas
figuras 111.20 — 111.23.

Os dados apresentados nas tabelas estao em funcédo dos complexos testados

em cada microplaca desde que o nimero de células controle é especifico para cada

microplaca.
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Capitulo III: Ensaios Biolégicos in vitro dos Complexos de Ruy(IL11) e de Cuy(IL1I)

TABELA [ll.12.- Resultados dos ensaios de atividade antitumoral

dos

complexos RUAQUO, RUMETRO, RuUNIMO e RUSECNI em cultura de células
HelLa: Porcentagem de viabilidade celular em funcao da diluigao.

diluicdao| C- C+ | RUAQUO |RUMETRO| RuNIMO | RUSECNI
Média 0.58 0.00 0,04 0,05 0,30 0,25
% de desvio 100% 5,00 - 5,66 12,84 7,17 16,67
% viabilidade celular 116,42 0,00 8,43 10,79 61,25 50,59
Média 0,50 0,01 0.47 0,50 0,62 0.60
% de desvio 50% 13,26| 27,22 4,58 3,31 0,99 7.41
% viabilidade celular 101,32 1,82 94,17 100,37 125,53 121,01
Média 0,54 0,22 0,50 0,55 0,56 0,56
% de desvio 25% 10,94 10,06 8,05 2,61 2,95 2,34
% viabilidade celular 109,61 45,40 101,05 111,43 113,39 113,52
Media 0,47 0,43 0,51 0,58 0,56 0,54
% de desvio 12,50% 4,97 2,59 8,30 6,81 4,77 6,60
% viabilidade celular 94 84 86,21 104,15 117,17 113,52 109,21
Média 042 0,46 0,50 0,63 0,57 0,51
% de desvio 6,25% 18,56 4,73 13,44 4,89 10,18 9,26
% viabilidade celular 85,06 92,82 100,30 106,85 114,47 104,01
Média 0.49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
% de desvio Controle de 5,62 5,62 5,62 5,62 5,62 5,62
% viabilidade celular] células 100% 100% 100% 100% 100% 100%

% de Viabilidade Celular

2204

—#— Controle Negativo

—&— Controle Positivo
4 RuAQUO, 100 % = (0,536 + 0,006) x 10°° mol dm™

—¥— RuMETRO, 100 % = (0,826 % 0,005) x 10™° mol dm™
@ RuNIMO, 100 % = (0,288 + 0,001) x 10° mol dm™
<4~ RuSECNI, 100 % = (0,301 £ 0,001) x 10”° mol dm™

-40

T
20 40

60

-
80

T
100

Porcentagem de concentragio do composto
em relagao a solugio 100%

FIGURA 11.20.- Curvas de Atividade Antitumoral em células HeLa dos
complexos RUAQUO, RUMETRO, RuNIMO e RuUSECNI.
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Capitulo III: Ensaios Biolégicos in vitro dos Complexos de Ruy(IL111) e de Cux(IL 1)

TABELA Ill.13.- Resultados dos ensaios de atividade antitumoral dos
complexos RuTINI, CUACET, CUMETRO e do ligante METRO em cultura de

células Hel.a: Porcentagem de viabilidade celular em func¢ao da dilui¢cao.

diluicao C- C+ RuTINI | CUACET |CUMETRO METRO
|Média 0,61 0,00 0,14 0,001 0,001 0,11
% de desvio 100% 11,52 - 24,18 0,00 0,000 0,44
% viabilidade celular 132,33 0,00 30,71 0,22 0,22 23,37
Média 0,61 0,003 0,55 0,45 0,57 0,38
% de desvio 50% 8,56 0,000 19,77 8,83 2,38 4,69
% viabilidade celular 131,10 0,65 118,52 97,81 122,11 81,34
Media 0,55 0,01 0,49 0,57 0,52 0,42
% de desvio 25% 5,71 23,39 1,76 5,31 2,22 4,87
% viabilidade celular 119,09 1,15 105,50 122,33 111,18 90,33
Media 0,45 0,14 0,50 0,58 0,47 0,46
% de desvio 12,50% 3,50 3,62 8,51 9,83 13,75 2,20
% viabilidade celular 97,95 30,92 106,87 124,63 102,34 99,96
Média 0.51 0,43 0,53 0,52 0,48 0,42
% de desvio 6,25% 7,79 3.41 8,98 3,36 7,48 7,99
% viabilidade celular 109,82 92,41 114,28 112,05 102,41 89,54
Média 0,46 0,46 0,46 0,46 0,46 0,46
% de desvio Controle de 14,01 14,01 14,01 14,01 14,01 14,01
% viabilidade celular| células 100% 100% 100% 100% 100% 100%
140 1 - I
120 1
S 100
=2 J
8 8o
© A
® 60
jo) ]
a 40 4
©
S | —m— Confrole Negativo
o 20 — @ Controle Positivo
° 1 A RuTINI, 100 % = (0,188 £ 0,001) x 10° mol dm”
X 0+ —w— CUACET, 100 % = (0,191  0,001) x 10°mol dm
1 # CuMETRO, 100 % = (0,169  0,001) x 10° mol dm™
-20 4 meftronidazol 100 % = (37,2 £ 0,1) x 10° mol dm™

20 40

80

Porcentagem de concentragido do composto
em relagdo a solugdo 100%

FIGURA [ill.21.- Curvas de Atividade Antitumoral em células HelLa dos

complexos RuTINI, CUACET, CUMETRO e do ligante METRO.
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Capitulo III: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ruy(ILI1l) e de Cuy(1l1])

TABELA I[ll.14.- Resultados dos ensaios de atividade antitumoral dos

complexos RuNIMO, CuNIMO, CuTINI e CuSECNI em cultura de células
HelLa: Porcentagem de viabilidade celular em fungéao da diluigao.

diluigao C- C+ RuNIMO | CuNIMO | CuTINI | CuSECNI
Média 0,61 0,00 0,09 0,00 0,003 0,002
% de desvio 100% 11,52 - 3,68 - 17,68 27,22
% viabilidade celular 110,78 0,00 16,19 0,00 0,48 0,27
Média 0,56 0,002 0,55 0,44 0,37 0,63
% de desvio 50% 7,59 28,28 10,90 2,13 5,87 8,31
% viabilidade celular 100,48 0,30 99,04 80,13 66,71 114,45
|Média 0,52 0,01 0,55 0,60 0,58 0,57
% de desvio 25% 4,47 9,75 14,07 6,23 2,35 7,66
% viabilidade celular 94,64 1,75 99,22 107,47 105,00 103,67
Média 0,62 0,10 0,56 0,64 0,58 0,49
% de desvio 12,50% 8,66 8,64 12,26 1,00 3,63 12,70
% viabilidade celular 112,70 18,72 101,45 114,69 103,85 87,84
Média 0,64 0,50 0,58 0,62 0,56 0,42
% de desvio 6,25% 6,27 11,21 8,80 2,56 4,90 9,67
% viabilidade celular 115,77 90,79 103,85 112,40 101,20 75,08
|Média 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
% de desvio Controle de 12,97 12,97 12,97 12,97 12,97 12,97
% viabilidade celular| células 100% 100% 100% 100% 100% 100%
140
s
E
[}
(&]
=
3
]
% —a— Controle Negativo
S —@— Controle Positivo
© 4 [Ru,(4~0,CCH) (nimorazol) JPF, (100% = 0,202x10° moL.dm™ )
° —¥—[Cu,(1-0,CCH) (nimorazol) ] (100% = 0,374x10° mol.dm™)
e # - [Cu,(+O,CCH,) (tinidazol) ] (100% = 0,233x10° mol.dm™)
<4 [Cu,(1-O,CCH,) (secnidazol),] (100% = 0,341x10° mol.dm™)

Porcentagem de concentragido do composto
em relagdo a solugdo 100%

FIGURA Ill.22.- Curvas de Atividade Antitumoral em células HeLa dos
complexos RuNIMO, CuNIMO, CuSECNI e CuTINI.
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Capitulo III: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ruy(ILI1l) e de Cux(IL11)

TABELA Ill.15.- Resultados dos ensaios de atividade antitumoral

dos

ligantes NIMO, SECNI eTINl em cultura de células HeLa: Porcentagem de
viabilidade celular em fung¢ao da diluigao.

diluicdo C- C+ NIMO SECNI TINI
Média 0,47 0,000 0,11 0,14 0,004
% de desvio 100% 4,45 - 5,90 9,89 10,88
% viabilidade celular 102,90 0,00 24,84 28,89 0,96
Média 0,47 0,013 0,42 0,40 0,54
% de desvio 50% 12,41 6,90 10,54 8,53 6,44
% viabilidade celular| 103,86 3,01 92,47 88,64 118,78
Média 0,38 0,19 0,44 0,46 0,52
% de desvio 25% 1,38 12,15 3,98 6,45 7,29
% viabilidade celular 84,16 41,38 97,32 100,55 115,47
Média 0,38 0,35 0,47 0,47 0,52
% de desvio 12,50% 16,25 6,51 5,31 9,43 1,67
% viabilidade celular 83,43 77,40 102,98 103,93 115,40
Média 0,43 0,37 0,44 0,42 0,45
% de desvio 6,25% 15,58 10,51 2,90 8,83 12,00
% viabilidade celular 94,89 80,85 97,02 92,91 98,86
Média 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
% de desvio Controle de 15,65 15,65 15,65 15,65 15,65
% viabilidade celular| células 100% 100% 100% 100% 100%

% de Viabilidade Celular

—&— Controle Negativo
—a— Controle Positivo

—a&— nimorazol, 100 % = (27,6 + 0,1) x 10° mol dm®
—v— secnidazol, 100 % = (40,2 + 0,1) x 10° mol dm™
% tinidazol, 100 % = (15,6 + 0,1) x 10° mol dm™

Porcentagem de concentragdo do composto
em relagdo a solugdo 100%

FIGURA 11.23.- Curvas de Atividade Antitumoral em células HeLa dos ligantes
NIMO, SECNI e TINI.
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A partir das curvas de atividade antitumoral mostradas nas figuras 111.20 —
I11.23, obtivemos os valores de DLgy para cada um dos compostos testados, os

guais sdao mostrados na Tabela Ill.16.

TABELA 1l.16.- Dose Letal 50% (DLs) determinados para
os complexos dinucleares de Ruy(lILlll) e de Cux(ILll) e dos
ligantes nitroimidazélicos em células Hela.

i DLso

COMPOSTO _ Vs ,

- pg cm™ (x 10”° mol dm?)
RUuAQUO 248 (+ 4) 0,400 (+0,006)
RuUuMETRO 614 (+ 3) 0,650 (+0,005)
RuNIMO 238 (+ 5) 0,230 (+0,001)
RuSECNI 286 (= 1) 0,300 (+0,001)
RuTINI 172 (= 1) 0,160 (+0,001)
CuACET 55,9 (+ 0,4) 0,140 (+ 0,001)
CuMETRO 91,7 (+0,7) 0,130 (x 0,001)
CuNIMO 164 (+2) 0,200 (= 0,003)
CuSECNI 190,7 (+0,7) 0,260 (+ 0,001)
CuTINI 129,0 (= 1,7) 0,150 (+ 0,002)
Metronidazol 4895 28,6
Nimorazol 4977 22,0
Secnidazol 6111 33,0
Tinidazol 2967 12,0

A partir dos resultados mostrados na Tabela I11.16 podemos observar que os
complexos dinucleares de Cuy(ll,ll) mostraram-se relativamente mais tdxicos para
as células HelLa do que os analogos de Rux(lllll). Quando comparamos os
resultados de |Csq da Tabela 111.11 com os de DLsg da Tabela 111.16, observamos
que para o caso dos complexos dinucleares de Ruy(Il,lll) os valores de DLsy séo
menores que o0s seus respectivos ICsp, significando que os complexos de Ru
demonstraram ser mais téxicos para as células cancerigenas (HelLa) do que para
células normais (NCTC), ou seja, uma mesma concentracdo do complexo
apresentou efeito toxico maior nas células tumorais do que nas células normais,

nos ensaios in vitro. Um comportamento uniforme ja nao é observado para os
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complexos de Cuy(ll,ll). Os valores de ICso e DLso do- CUACET e CuTINI sdo
bastante similares. Para o CuNIMO e CuSECNI os valores de DLg, sdo maiores do
que os respectivos ICso, significando que o efeito téxico € menor nas células
cancerigenas (HelLa). Somente o CuMETRO apresentou-se mais toxico para
células cancerigenas (Hela), apresentando um valor de DLsy (0,130pmol dm™)
menor que o de ICsp (0,27 umol dm™),

De acordo com os resultados da Tabela 111.16, elaboramos as seguintes
ordens crescentes de atividade antitumoral para cada série podem ser propostas
em termos de concentragbes molares:

RUMETRO < RuAQUO < RuNIMO ~ RuSECNI < RuTINI

[
»>

aumento da atividade antitumoral

CuSECNI ~ CuNIMO < CuACET ~ CuTINI ~ CuMETRO

[
>

aumento da atividade antitumoral

Segundo este esquema, os complexos de Ruy(ll,lll) apresentam ordem
semelhante a verificada no ensaio de citotoxicidade o que nédo é observado no
caso dos complexos de Cuy(ll1l).

Os nitroimidazodis livres apresentam atividade para ambos os tipos de
células em concentragbes muito mais elevadas do que os complexos
dinucleares. Provavelmente isso se deve ao fato de que esses compostos
geralmente exibem atividade somente em ambientes onde a concentragdo de
oxigénio é bastante diminuida ou zero (anaerébico).

A partir dos resultados de citotoxicidade e da atividade antitumoral,
podemos observar que a entrada dos ligantes axiais torna os carboxilatos
dinucleares de Ruy(ll,llI) fnais ativos em relagao ao respectivo aquo-complexo,
com excegcdo do derivado com metronidazol. Péra os complexos
nitroimidazélicos de Cux(ll,ll) ndo se observa maior atividade em comparagéo ao
CuACET, tanto para células normais quanto para cancerigenas, com exceg¢ao do
caso do CUMETRO.
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I.3.3 Determinagdao do Efeito Radiossensibilizador dos Complexos de
Ruy(IL 1) e de Cuy(ll,11).

Os dados dos ensaios do possivel efeito radiossensibilizador dos\complexos
testados neste trabalho, foram tratados pela equagéo I11.8, para se determinar os
valores de ER ou DMF para cada um deles.

O procedimento experimental para a determinagao desses valores foi
dividido em duas etapas. A primeira, que consistiu em determinar a dose de
radiagdo que mata 50% das células, com a finalidade de selecionar as doses de
radiagdo que poderiam ser utilizadas no ensaio. Na segunda etapa foi feita a
medida do efeito radiossensibilizador dos complexos nas doses de radiagéo pré-

estabelecidas.
A. Determinacao da Dose de Radiagao que mata 50% das células (DRLsy)

Como foi mostrada na parte experimental, as células foram expostas a
doses de radiacédo de 0, 50 e 100 Gy. A dose de 0 Gy corresponde a 100% de
sobrevivéncia das células.

Na figura 111.24 é mostrada a curva obtida pela projecao do logaritmo da
fracao de sobrevivéncia celular em funcao da dose de radiagdo gama recebida, em
cultura de células Hep2, para determinar a DRLso. Nesta figura podemos observar
que a DRLso corresponde a aproximadamente 34,1 Gy. Quando essa é aplicada
numa cultura de células Hep2, na presenga dos complexos testados, uma morte
celular de mais de 50%, podera ser atribuido ao efeito sinérgico da radiagao-
complexo

No inicio destes ensaios, células HelLa foram também utilizadas. Como as
células Hep2 mostraram-se mais sensiveis a radiagdo em relacédo as Hela , os

ensaios foram realizados com as Hep2.
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0,2
0,0
-0,2 4

taxa de dose:0,89 Gy/min
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08l

-0,8
1.0
124
144
164

-1 |8 T v 1 v 1 v Ll T T T T
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Dose de radiagéo (D) / Gy

InS

34,1 Gy

Fiqura lll.24.- Determinacao da DRLs, para células Hep2,
utilizando fonte de °Co com taxa de dose de 0,89 Gy min™.

B. Determinagao do Efeito Radiossensibilizador dos Complexos de Ru(lLlil),
de Cuy(il,ll) e dos ligantes Nitroimidazélicos.

Uma vez conhecida a DRLsp, as células foram irradiadas na presenga de
complexos nas doses de 0, 3, 6 e 10 Gy.

As figuras 111.25 — 111.27 mostram as curvas de radiossensibilizagéo obtidas
na presenga dos complexos dinucleares de Rux(ll,1ll), de Cuy(Il,ll) e dos ligantes
nitroimidazolicos. Essas curvas provém do ajuste dos dados com a equacéo 111.8,
considerando que quando a dose aplicada (D) € de 0 Gy, a porcentagem de
sobrevivéncia celular € 100%, ou seja S = 1,0.
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Figura lll.25.- Curvas de sobrevivéncia (InS) das células Hep2 irradiadas em
ambiente anaerobico na presenga dos acetatos de Ruy(lllll) : RuACET,
RuAQUO e de seus derivados nitroimidazélicos : RUMETRO, RuNIMO,
RuSECNI e RuTINI (100 umol dm™) obtidas por ajuste polinomial de segundo
grau a equagio : InS = -aD - BD? onde S = fragdo de sobrevivéncia e D = dose
de radiagdo (taxa de dose=0,86 Gy min™).
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Figura 1ll.26.- Curvas de sobrevivéncia (InS) das células Hep2 irradiadas em
ambiente anaerébico na presenca do acetato de Cuy(ll,ll), CUACET e de seus
derivados nitroimidazélicos : CUMETRO, CuNIMO, CuSECNI e CuTINI (100 p
mol dm™) obtidas por ajuste polinomial de segundo grau a equagao : InS = -
aD - BD? onde S = fragdo de sobrevivéncia e D = dose de radiacdo (taxa de
dose=0,86 Gy min™).
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InS

In S

Figura 1l.27.- Curvas de sobrevivéncia (InS) das células Hep2 irradiadas em
ambiente anaerobico na presenca dos ligantes nitroimidazoélicos :
NIMO, SECNI e TINI (100 umol dm'3) e também do efeito sé da radiagdo, em
auséncia dos compostos, obtidas por ajuste polinomial de segundo grau a
equacao : InS = -aD - BD? onde S = fragdo de sobrevivéncia e D=dose de
radiagdo (taxa de dose=0,86 Gy min™).

valores de ER ou DMF de cada um dos complexos, levando em consideragéo as

fracbes de sobrevivéncia S =0,1; S=0,4 e S = 0,8 ( correspondentes a 10%, 40%

0.4

A partir das curvas de sobrevivéncia apresentadas, foram calculados os

Dose de radiagéo (D) / Gy

e 80% de sobrevivéncia respectivamente).
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A Tabela lll.17 mostra os dados obtidos para cada um dos compostos

testados e os seus respectivos valores de ER (DMF).

TABELA [il.17.- Valores das Doses (D) correspondentes as fragdes de
sobrevivéncia, S = 0,1; 0,4 e 0,8 (10%, 40% e 80% de sobrevivéncia) e os
seus respectivos valores de ER (DMF) para os complexos dinucleares de
Ruy(IL 11}, de Cux(ll,ll) e dos ligantes nitroimidazoélicos.

COMPOSTO Bos® | Dox® | ERos | Dos® | Dos® | ERos : Dos" | Do VZERo,s |
RUACET 17,7 | 134 | 076 | 131 | 95 | 073 | 94 | 62 | 066
RUAQUO 39,0 | 134 | 034 | 331 | 95 | 020 | 286 | 62 | 0,22
RUMETRO 241 | 134 | 056 | 149 | 95 | 064 | 69 | 62 | 090
RuNIMO 175 | 134 | 077 | 109 | 95 | 087 | 52 | 62 | 1,9
RUSECNI 130 | 134 [ 1,03 | 74 | 95 | 1,28 | 28 | 62 | 2,21
RUTINI 196 | 134 | 068 | 93 | 95 | 102 | 25 | 62 | 248
CuACET - | 134 | - ~ 9,5 - - 6.2 -
CuMETRO 165 | 134 | 081 | 88 | 95 | 1,08 | 28 | 62 | 2,21
CuNIMO 125 | 13,4 | 107 | 74 | 95 | 128 | 31 | 62 | 2,00
CuSECNI 176 | 134 | 076 | 85 | 95 | 112 | 24 | 62 | 2,58
CuTINI 16,0 | 134 | 084 | 83 | 95 | 114 | 23 | 62 | 2,70
METRO 204 | 134 | 0,66 | 103 | 95 | 092 | 303 | 62 | 2,08
NIMO 17,7 | 134 | 076 | 103 | 95 | 092 | 402 | 62 | 1,54
SECNI 117 | 134 | 114 | 53 | 95 | 1,79 | 14 | 62 | 442
TINI 152 | 134 | 088 | 68 | 95 | 1,40 | 18 | 62 | 3,44

? na presenca de agente quimico
® na auséncia de agente quimico
ER, = D,"/D,? (segundo a equagso II1.7)

A partir destes valores de ER dos complexos testados, observa-se que os
complexos de Cuy(ll,ll) apresentam maior efeito radiossensibilizador do que os

analogos de Rux(ll,11).
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Altas doses de radiagdo gama s&o necessarias para obter uma fragao de
sobrevivéncia de 10% (S = 0,1) tanto para os complexos de Ruy(ll,lll) quanto para
os de Cuy(llll) e os ligantes nitroimidazolicos. Pelos valores de ER obtidos para
essa fragdo, nenhum dos complexos apresentou atividade radiossensibilizadora
com exceg¢ao do secnidazol que apresentou um ER > 1, que é um valor muito
moderado.

Quando observamos os dados para a fragao de sobrevivéncia de 40% (S =
0,4), alguns complexos, como o RuSECNI|, CuNIMO, CuSECNI e CuTINI,
comegam a apresentar efeitos radiossensibilizadores ainda moderados. No caso,
os ligantes SECNI e TINI apresentam valores de ER mais altos, sendo 1,40 e 1,79
respectivamente. Logicamente as doses para conseguir uma sobrevivéncia de
40% s&o menores das necessarias para 10% de sobrevivéncia.

Os resultados mais relevantes foram obtidos para a fracdo S = 0,8 (80% de
sobrevivéncia), mostrando que neste caso o RUSECNI e o RuTINI apresentam
valores de ER muito mais altos; 2,21 e 2,48 respectivamente. Todos os complexos
de Cuy(Il,ll) exibiram efeitos radiossensibilizadores para esta fragdo de
sobrevivéncia, salientando-se o CuTINI, com ER igual a 2,70. Todos os ligantes
nitroimidazolicos apresentam efeito radiossensibilizador para esta fragdo, sendo
que o SECNI apresentou ER alto, de 4,42 seguido pelo TINI com ER de 3,44;
mostrando-se mais ativos do que os correspondentes derivados de Ruy(ll,1ll) e de
Cuy(IL1l).

Como podemos observar, a curva correspondente ao CUACET nao é tipica
de ajuste linear quadratico, fato pelo qual foi impossivel determinar os seus valores
de D nas diferentes fracées de sobrevivéncia.

Dentre os complexos estudados podemos observar que o RuACET,
RUuAQUO, RuUuMETRO e RuNIMO nao apresentaram atividade
radiossensibilizadora, com ER < 1.

Com a finalidade de comparar as atividades radiossensibilizadoras dos
complexos dinucleares de Rux(ll,lll), as suas curvas de sobrevivéncia foram

colocadas num mesmo grafico (figura 111.28).
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Figura Ill.28.- Curvas de sobrevivéncia das células Hep2
irradiadas em ambiente anaerébico comparando o efeito
da radiacao na presengca e auséncia. dos complexos
dinucleares de Ruy(ILlll), 100 umol dm™ (taxa de dose =
0,86 G min™). _

Tragando-se uma reta horizontal a partir de um valor de InS comum a todas
as curvas, determina-se a dose de radiagdo (D) que provoca efeito similar para
cada composto. Esses valores de D sdo comparados com o valor de D da curva do
efeito provocado sb6 pela radiagdo. Para que o composto apresente efeito
radiossensibilizador, o valor de D devera ser menor do que o correspondente ao
efeito apenas da radiacao. Assim sendo, observamos que 0 RUSECNI e o RuTINI
apresentam efeito radiossensibilizador maior que os outros complexos e que o
efeito apenas da radiagdo. A curva do RuSECNI se mantém sempre abaixo da
curva do efeito da radiacdo, logo esse complexo exibe o maior efeito
radiossensibilizador na série dos compostos de Ru. Essas observacdes podem ser
corroboradas com os valores de ER mostrados na Tabela I11.17.

Um outro fato a notar & que o RuSECNI e RuTINI apresentam efeito
radiossensibilizador em baixas doses (0 — 3 Gy), fato este muito importante pois na
radioterapia, as doses diarias utilizadas estao usualmente na faixa 1 — 3 Gy. Em
cultura celular, tais doses produzem niveis de sobrevivéncia de 95% a 40%,
dependendo da linhagem celular e das condicées de irradiacao.

Segundo Skov et a’’, nos processos radioterapéuticos essas baixas doses
de radiagdo sdo aplicadas em varias sessGes durante periodos prolongados e

sabe-se, por exemplo, que algumas substancias, incluindo o oxigénio e alguns
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nitroimidazois sdo menos efetivos em baixas doses do que em altas doses. Esses
mesmos autores, em estudos posteriores sobre o efeito dos nitroimidazbis em
baixas doses, relataram que este fato ndo poderia ser generalizado e que o efeito
radiossensibilizador dependeria principalmente da concentracdo do composto e da
metodologia utilizada para determinar tal efeito®.

As curvas para os complexos de Cuy(ll,Il), sdo apresentadas na figura 111.29.
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Figura 1ll.29.- Curvas de sobrevivéncia das células Hep2 irradiadas
em ambiente anaerébico comparando o efeito da radiacdao na
presenca e auséncia dos complexos dinucleares de Cuy(ll,ll), 100
pmol dm™ (taxa de dose=0,86 Gy min™).

Os complexos de Cuy(ll,ll) também exibem efeito radiossensibilizador em
baixas doses e todos apresentam efeitos muito similares até aproximadamente 5
Gy. De acordo com os valores de ER (Tabela 111.17), aqueles que apresentam
melhor efeito radiossensibilizador sdo o CuSECNI (2,58) e o CuTINI (2,70),. A
curva do CuNIMO encontra-se abaixo da curva de efeito apenas da radiagao
podendo significar que este complexo comporta-se melhor em doses baixas.

Com a finalidade de comparar o efeito radiossensibilizador de cada um dos
complexos de Rux(lllll) e de Cux(ll,ll) em relagdo aos ligantes, as respectivas
curvas foram colocadas num mesmo grafico (figura 111.30).

O metronidazol e respectivos complexos metalicos apresentam atividade
radiossensibilizadora (até cerca de 6 Gy para RUMETRO e 8,5 Gy para CUMETRO
e metronidazol) comparados com o efeito apenas da radiagéo. Os valores de ER
(Tabela 111.17) sao muito baixos e portanto seus efeitos sdo pequenos. Embora o
grafico ndo demonstre, o CUMETRO apresenta valores de ER maiores em relagdo
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ao ligante livre na regido de baixas doses (S = 0,8), enquanto o RUMETRO néo

apresenta efeito radiossensibilizador.
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Figura 1ll.30.- Curvas de sobrevivéncia das células Hep2 irradiadas em
ambiente anaerdbico comparando o efeito da radiacao na presenga e
auséncia dos derivados de metronidazol de Ruy(Ilill), de Cux(ll,il) e do
metronidazol livre (100 p mol dm?) (taxa de dose=0,86 Gy min™).
Em relagdo aos derivados de nimorazol, a figura IIl.31 mostra que o
CuNIMO é o complexo que apresenta melhor efeito, comparado com o efeito s6 da
radiagcdo, com seu analogo de Rux(ll,lll) e com o ligante livre, que apresenta valor

de ER moderado (2,00) em baixas doses (S = 0,8).
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Figura lll.31.- Curvas de sobrevivéncia das células Hep2 irradiadas em
ambiente anaerdobico comparando o efeito da radiagido na presenca e
auséncia dos derivados de nimorazol de Ru(ILIll), Cux(ll,ll) e do nimorazol
livre (100 p mol dm™) (taxa de dose=0,86 Gy min™).
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Na figura 1l1.32, observa-se que os ligantes livres, secnidazol e tinidazol
apresentam um efeito bastante acentuado (ER = 4,42 e 3,44 respectivamente para
S = 0,8) e que os derivados analogos de Rux(ll,lll) e de Cux(ll,ll) apresentam
efeitos similares em baixas doses.

Nao se tém na literatura dados de complexos de Ru testados como
radiossensibilizadores em baixas doses de radiagdo. Os complexos mono-
nucleares de Ru(ll) de férmula: [RuCly(DMSO)>(NOzIm)z] (100 pmol dm™) em
ensaios com células CHO apresentaram atividade radiossensibilizadora em altas
doses (S = 0,01) com valores de ER de 1,1 — 1,3; ou seja um efeito bastante
moderado®®. Comparando os valores de ER dos complexos dinucleares de
Rux(ll,1Il) deste trabalho, observamos que em doses maiores (S = 0,1) estes
complexos nao apresentam efeito radiossensibilizador.

Com relacdo ao cobre, alguns complexos e sais mostraram efeitos
radiossensibilizadores com valores de ER variando de 1,54 a 4,1; sendo que na
literatura ndo foram relatados detalhes dos ensaios realizados nem se foram
utilizadas baixas ou altas doses de radiagéo'®. O carboxilato [Cuz(L)4(H20)2]).2H-0,
L = 3-1-(4-nitroimidazolil)] propionato, apresentou um ER de 1,64 em ensaios
com células V79 de hamster chinés, com atividade similar a do misonidazol e
maior do que a do ligante livre?.

Complexos de platina de interesse clinico como a cisplatina,
carboplatina, iproplatina e tetraplatina por exemplo, nunca tiveram resultados
interessantes em doses altas de radiagdao (~ 30 Gy), apresentando valores que
nao ultrapassavam um ER de 1,3. Quando estes mesmos foram testados em
baixas doses (1 — 2,5 Gy) produziram valores de ER > 2 para uma fragdo de
sobrevivéncia de 80% (S = 0,8)*.

O misonidazol, que foi considerado o melhor radiossensibilizador, mostrou
também uma diminuicdo da sua eficacia em baixas doses de radiagéo,
apresentando ER de 2,3 em altas doses (S = 0,01) quando em baixas doses
diminui para 1,8 em (S = 0,8)*.

A comparacdo do efeito radiossensibilizador de qualquer composto,
contudo, pode ser feita quando sao utilizados: mesmo procedimento experimental
com a mesma linhagem celular e mesmo tipo de radiagdo, pois todos estes

parametros influenciam na determinagéo de ER.
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Figura Ill.32.- Curvas de sobrevivéncia das células Hep2 irradiadas em
ambiente anaerobico comparando o efeito da radiacdo na presenca e
auséncia dos : (a) derivados de secnidazol de Ruy(lllll), de Cux(ll,ll) e do
secnidazol livre (100 pmol dm™) e (b) derivados de tinidazol de Rux(lLlll),
Cux{ll,H) e o tinidazol livre (100 1 mol dm™) (taxa de dose=0,86 Gy min™").

A partir do ajuste das curvas de radiossensibilizagdo com a equagée .8 os
valores de o e § para os compostos que mostraram melhor efeito em nosso
trabatho foram determinados ¢ s30 apresentados na Tabolz 118, |

Ccocmo o 2 $ dcfinom os ovontos simples e duplos quando células séo
irradiadas (figura I.4), altavés de scus valores podomos estabolocor qua! dossos
evortos foi provocado polos compostos. Assim, o RuTiNIl, CuSECNI, CuTINI,
METRO, SECHKI e TI! provocam evenlos simplos (valores do a > £”%); RUSECH!,
CuMMO e MIMO, ovontos duplos (valoros de B* > a) e o CuMETRO provoca

ambns 08 eventos
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TABELA 1l.18.- Parametros da equag¢ao : InS = -aD -
BD? obtidos do ajuste das curvas de sobrevivéncia
para células Hep2 irradiadas em ambiente anaeroébico.

COMPOSTO | o (x10°Gy") | B”(x10° Gy™)
RUSECNI 49,6 99,0
RuTINI 82,3 42,4
CuMETRO 64,7 67,1
CuNIMO 35,8 108,6
CuSECNI 86,8 50,0
CuTINI 76,5 64,8
METRO 65,7 48,0
NIMO 32,6 742
SECNI 154,3 60,8
TINI 122,2 436

1.3.4 Determinagdo da Susceptibilidade Antimicrobiana (atividade

bactericida e fungicida) dos Complexos de Ru; (ll,1ll) e de Cu, (IL,1).

A. Atividade Bactericida e Fungicida dos complexos de Ruy(ILIll), de Cux(ll,ll) e

dos Ligantes Nitroimidazélicos livres.

A Tabela lIl.19 apresenta a Concentragdo Letal Minima (CLM) contra bactérias

e fungos dos complexos de Rux(ll,1ll) e de Cux(ll,Il) investigados.
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Capitulo III: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ruy(IL111) e de Cux(IL1I)

Na Tabela 1l1l.19, podemos observar que nenhum dos compostos
testados teve atividade contra bactérias aerébicas, isto provavelmente devido
ao fato de que, no caso dos derivados nitroimidazoélicos, os ligantes sao ativos
somente em ambientes anaerdbicos, ou seja, contendo baixas concentragdes
de oxigénio. Os complexos RUAQUO e CuACET, embora ndo tenham esses
ligantes nitroimidazélicos na sua composi¢do, também nao foram efetivos
contra as bactérias aerébicas.

Seguindo com os ensaios em meio aerébico, podemos observar que o
complexo RUAQUO e os derivados nitroimidazélicos de Ruy(ll,1ll), mostraram
atividade fungicida na faixa de 50 — 150 pgem™, sendo que o RUAQUO (80
ugem™>), RUSECNI (50 pg cm™) e RuTINI (50 pug cm™) apresentaram uma
melhor atividade em relagdo aos outros derivados. De todos os ligantes, o
unico que apresentou atividade foi o metronidazol, porém em concentragdes
quase 10 vezes maior do que os complexos de Rux(ll,lll). Os complexos de
Cuy(ILIl), CUACET e CuMETRO apresentaram atividade nas concentragdes
mais altas, quase 5 vezes maior do que as de RUAQUO, RUSECNI e RuTINI.
Como o efeito desses complexos nao foi relevante, ndo foram realizados
ensaios de atividade fungicida para os outros derivados nitroimidazélicos.

Nos ensaios em meio anaerdbico, observamos que os complexos
RUAQUO e RuNIMO nao apresentaram atividade nas concentragées testadas,
e os complexos RUMETRO, RuSECNI e RuUTINI apresentaram atividades
similares em concentragées na faixa de 4 — 8 pgem™. Quando comparamos
essa atividade com a atividade dos respectivos ligantes livres, observamos que
estes sao efetivos na faixa de 1 — 2 ugem™, ou seja, os ligantes sao mais
ativos que os seus respectivos derivados de Ruy(lllll). Calculando a
quantidade de ligante contida na faixa de 4 — 8 ugem™ do complexo, foi
verificada a concentragéo de 1 — 2 ugem™, por tanto a atividade bactericida dos
complexos deve-se principalmente a presenca do ligante nitroimidazélico e o
tetracarboxilato poderia estar servindo como um simples transportador do
farmaco (ligante).

Todos os tetracarboxilatos de cobre apresentam atividade bactericida
em baixas concentragbes, na faixa de 0,5 — 13 pgem™, com excegdo do

CuACET que apresentou atividade em concentragdo um pouco maior a 32
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pgem™, sendo mais ativo do que seu analogo de Rux(Il,lll). Os complexos de
Cux(ll,Il), ndo apresentam comportamento semelhante aos complexos de
Rux(ILIll). Pela Tabela 111.19 vemos que é necessario aproximadamente 1
pgem™ de secnidazol para que o complexo CuSECNI apresente atividade
bactericida, ou seja 1 pgem™ corresponde a 4 ugem™ do complexo. Porém
observando a Tabela 1l.19 foi necessaria a concentracdo de 8 pgem™ do
complexo para obter a mesma atividade bactericida, isto €, o dobro da
quantidade do ligante. Comportamento similar pode ser observado para o
complexo CuTINI.

Na série do cobre, o complexo mais ativo foi o CUMETRO com atividade
numa concentragao de 0,5 pgcm™, menor do que a do metronidazol (2 pgem™).
Este tetracarboxilato de Cuy(ll,ll) apresentou melhor atividade que os
tetracarboxilatos de Rux(ll,lll) e alguns ligantes nitroimidazélicos como
metronidazol, nimorazol e tinidazol.

A Tabela 111.20 mostra a CLM de alguns agentes antimicrobianos contra
B. Fragilis e C. albicans.

A partir desta tabela podemos observar que o RUMETRO, RuTINI,
CuSECNI, e CuTINI (8 pgecm™) apresentam atividade anti-bacteriana similar a
tetraciclina e melhor do que a Piperacilina, Carbenicilina, e Cloramfenicol. O
RUSECNI apresenta atividade similar a Ampicilina e Clindamycin e o complexo
CuMETRO e os ligantes secnidazol e tinidazol apresentam atividades melhores
do que todos esses agentes antimicrobianos. '

No que se refere a atividade fungicida, a CLM dos derivados
nitroimidazélicos de Ruy(lllll) apresentam valores muito maiores que o
fluconazol e flucvtosine (Tabela 111.19).

E importante deixar esclarecido que estes ensaios estdo sujeitos a
pequenos erros de uma a duas diluicdes, ou seja, se um composto A apresenta
atividade com 8 pgem™, o composto B com 4 pgecm™ e € com 2 pgem™ (as
diluigbes sempre correspondem a 50% da diluicdo anterior), logo podemos
considerar que os trés compostos apresentam atividades similares.

Observando os valores de CLM dos complexos testados neste trabalho,

poder-se-ia dizer que todos eles apresentam atividades similares. Porém, fica

292



Capitulo Ill: Ensaios Bioldgicos in vitro dos Complexos de Ruy(IL11]) e de Cuy(IL1])

claro que o CuMETRO apresentou o melhor resultado de todos, com

significativa diferenga em relagcao aos demais.

-TABELA 1l1.20.- Agentes Bactericidas e
Fungicidas uti[izados na atualidade

Agente CLW (g om™)
Antimicrobiano®| B, Fragilis | C. albicans

Ampicilina <4

Piperacilina <64

Carbenicilina <128

Tetraciclina <8

Cloramfenicol <16

Clindamycin <4

Fluconazol** <8
Flucvtosine** N <4

*Compostos  sugeridos pela U.S. FDA-Approved
antimicrobial agents.

** Antifungicos

A similaridade da atividade de todos os complexos esta associada ao
tipo de composto utilizado. Os farmacos conhecidos como betalactamicos,
penicilina, ampicilina e amoxicilina mostram CLM quase idénticas. A diferenca
entre elas esta na seletividade. A penicilina atinge uma boa quantidade de
bactérias na regido da garganta e meninges, por isto é utilizada para combater
amigdalites. A ampicilina é utilizada no nivel gastrointestinal e de pele.

Os nossos complexos e ligantes podem ser classificados num grupo
especial que se caracteriza por ser efetivo contra seres anaerébios. Como os
mecanismos de agdo séo similares, as concentragbes para obter o mesmo
efeito também devem ser semelhantes. O comportamento in vivo, porém, pode
ser totalmente diferente, pois dependera do tipo de ligacbes as proteinas
plasmaticas, de como o complexo é metabolizado, de sua hidrofilicidade, etc.

Como foi citado anteriormente, a principal vantagem de se utilizar estes

tipos de complexos poderia resultar numa liberagdo controlada de agentes
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antibacterianos, o que confirmaria a efetividade para terapias prolongadas com
baixas doses do agente carregado (nitroimidazol).

Alguns dos antibacterianos mostrados na Tabela [11.20, ndo séo
utilizados no tratamento de anaerdbios devido aos altos indices de resisténcia
associado ao fracasso terapéutico. Assim, a terapia para anaerébios é feita
preferencialmente com o metronidazol.

E importante destacar que os nossos complexos apresentam uma
citotoxicidade seletiva conforme mostrado pelos resultados dos ensaios de
citotoxicidade e de atividade antitumoral, o que asseguraria uma terapia sem
reagcdes adversas contra agentes anaerébios.

No futuro seria importante observar se a atividade bactericida dos
complexos é atribuivel a liberacéo controlada dos nitroimidazéis, o que poderia
ser estudado através das chamadas “Curvas da Morte”, onde a atividade
bactericida é observada em diferentes tempos, sempre comparando com o

nitroimidazol ndo associado.
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Capitulo 1V: Conclusdes e Consideragdes Finais

Com base nos dados obtidos por meio de diferentes técnicas e nos principais
resultados discutidos neste trabalho, podemos concluir que a interacao das unidades
[M2(n-O2CCH3)4]" com os ligantes nitrogenados 5-nitroimidazolicos, por meio de
reacdo quimica, n&o provoca a quebra da estrutura central em gaiola que contém os
nicleos dimetalicos M,. Para os trés metais investigados (Ru, Rh e Cu), os
nitroimidazéis (L= metronidazol, nimorazol, secnidazol e tinidazol) foram introduzidos
na unidade dimetalica gerando complexos substituidos de féormula [Ma(u-
0,CCHa3)4(L)2]" (M = Ru, Rh, Cu; L = 5-nitroimidazol). As razdes molares carboxilato
metalico: nitroimidazol foram escolhidas com base no resultado de varias tentativas
de sinteses para cada um dos complexos apresentados neste trabalho. As
estruturas de todos os compostos sdo constituidas por unidades diméricas em que
dois nucleos metéalicos sdo unidos por quatro ligantes acetatos, em ponte equatorial,
coordenados a eles pelos atomos de oxigénio. Os ligantes nitroimidazélicos ocupam
as posi¢des axiais nestas unidades, coordenando-se aos ions metalicos pelo N3 do
anel imidazdlico.

A entrada dos nitroimidazéis nas posi¢des axiais das estruturas em gaiola ndo
afeta significativamente a interagédo entre os centros metalicos. No caso do ruténio,
os complexos obtidos s@o constituidos por unidades dimetalicas catiénicas [Ruz(u-
0,CCHa)4(L)2]" e contra-ions PFg, apresentando, portanto, a formula geral [Rux(u-
0,CCH3)4(L)2]PFs. Deste modo, comportam-se como eletrélitos 1:1 em solugéo.
Estes compostos, denominados tetracarboxilatos de Rux(ll,1ll), embora os elétrons
devam estar deslocalizados, possuem dois centros metalicos unidos por ligagéao
metal-metal mdltipla, de ordem 2,5, e apresentam trés elétrons desemparelhados.
Um pequeno abaixamento no valor do potencial de meia-onda Eq;; (~ 0,05 V vs EPH)
€ observado apds a introducao dos ligantes nitrogenados, em relagdo ao aquo-
precursor, indicando que o0s complexos substituidos sdo ligeiramente mais
susceptiveis a oxidagcdo. Os compostos de rédio substituidos axialmente, [Rha(u-
0,CCHa)4(L)2], sdo neutros e diamagnéticos. Nestes, os dois ions Rh(ll) formam
entre si uma ligagao simples, ou seja, de ordem 1,0. Os complexos de cobre, [Cux(u-
0,CCHa)4(L)2], tambéem sao neutros. Embora, neste caso, nao se forme uma ligagao
quimica propriamente dita entre os ions metalicos, medidas experimentais indicam a
ocorréncia de acoplamento antiferromagnético entre os ions Cu(ll), 0 que evidencia
a existéncia de algum tipo de interagdo entre os centros metalicos. Um artigo

publicado durante o desenvolvimento desta Tese, descreve a estrutura do complexo
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CuMetro, analogo ao obtido neste trabalho, em que a distancia Cu~Cu é igual a
2,648 A.

Todos os compostos séo estaveis termicamente até aproximadamente 200°C,
temperatura acima da qual comega a ocorrer a perda de ligantes e quebra da
unidade dimetalica.

Podemos afirmar, portanto, que a entrada dos ligantes nitroimidazélicos nas
posicdes axiais, nao gera modificagbes significativas, em relacido aos precursores e
outros compostos analogos da literatura, nas caracteristicas gerais dos
tetrakis(acetato) dimetalicos para cada uma das séries dos trés metais: Ru, Rh e Cu.
Nos trés casos, podemos visualizar uma estrutura basica com um ambiente quimico
semelhante ao redor de cada ion metalico, ou seja, cada ion encontra-se
coordenado a quatro atomos de oxigénio dos acetatos equatoriais, em planos
perpendiculares, e a um atomo de nitrogénio do ligante nitroimidazolico numa das
posicdes axiais. A sexta posicdo, considerando uma espécie hexacoordenada, é
ocupada pelo outro ion metalico da unidade M,. No caso do ruténio e do rédio, tanto
a ligacdo axial quanto a ligagdo metal-metal sdo mais efetivas, quando comparadas
as ligacbes correspondentes para o cobre. O ion cobre, considerando um ambiente
octaédrico, é sujeito a distor¢des geométricas, e portanto apresenta ligagdes axiais
mais fracas, com distancias mais longas entre o Cu(ll) e o atomo coordenante do
ligante axial.

As principais diferengas entre os ligantes 5-nitroimidazélicos escolhidos neste
trabalho sao estruturais devido aos diferentes tipos de grupos substituintes no N1 e
no C2 do anel imidazélico, conforme mostrado na figura 1.5 do capitulo I. O METRO,
o SECNI e o TINI, apresentam grupos substituintes distintos ligados ao N1 (o
METRO e o SECNI apresentam uma fungéo alcool enquanto que o TINI apresenta
uma fungéo sulfona neste grupo), porém os trés possuem um grupo metila (-CHs)
ligado ao C2 do anel. Ja o NIMO possui grupos diferentes dos demais ligados tanto
ao N1 quanto ao C2 (neste caso, —H em vez de —CH3). Embora todos apresentem
mais de um atomo coordenante na sua estrutura, todos se coordenam aos ions Ru,
Rh e Cu pelo mesmo atomo, ou seja, pelo N3 do anel imidazdlico, que é o melhor
atomo doador em todos os casos. Os grupos substituintes, portanto, nado devem
estar causando impedimento estérico para coordenagdo dos respectivos

nitroimidazéis por este atomo aos ions metalicos.
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No entanto, mudancas na geometria global, devem ser esperadas, em fungéo
do tamanho e da disposicdo espacial das moléculas. Na figura IV.1 séao

representadas esquematicamente as estruturas moleculares para a série dos

derivados nitroimidazoélicos de Cux(ll, ).

M:-METRO

M.-SECNI M2-TINI

FIGURA IV.1.- Representagcdes esquematicas das estruturas moleculares geradas
por meio do programa HyperChem 6.0 para a série dos derivados
nitroimidazélicos de Cux(IL1I).

Estas diferengas nas estruturas dos ligantes nitroimidazélicos afeta a
hidrofilicidade das moléculas orgéanicas. A figura IV.2 mostra um grafico com valores de
coeficientes de particdo experimentais e calculados para os nitroimidazoéis. Para estes
dados, quanto maior o valor do coeficiente, mais hidrofébica é a substancia. Existem
grandes discrepancias entre os valores medidos e calculados, de modo que, podemos
estabelecer duas seqiiéncias em ordem decrescente de hidrofobicidade:

1) Para os valores experimentais: NIMO > METRO > SECNI > TINI;
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2) Para os valores calculados: NIMO > SECNI > TINI > METRO.

As porcentagens de complexos de Ruy(lllll) extraidas para a fase orgénica, em
funcdo do ligante axial encontram-se também na figura IV.2. Neste caso, em ordem

decrescente de hidrofobicidade, a seqiiéncia fica assim:

RuTINI > RUSECNI > RuNIMO > RUMETRO > RuAQUO.

0.2
Coeficiente
de particio 01-
0
Experimental
-0.1-
Bl
-0.3 -
04 , ' ™
NIMO METRO SECNI TINI
30
% de 25 -
complexo
extraida 20 |
para a fase
orgénica 151
101
5 i
0

AQUO METRO NIMO  SECNI TINI

FIGURA IV.2.- Graficos relacionados a particdio dos nitroimidazéis e dos
complexos de Ruy(ll,lll) em sistemas n-octanol-agua (A 430 nm).
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De acordo com os dados da Figura 1V.2, nao ha, portanto, uma uniformidade na
ordem quanto ao carater hidrofébico dos compostos de Rux(ll,Ill) em relacdo aos
ligantes nitroimidazélicos livres. Pela analise dos valores de porcentagem extraida para
a fase orgénica, contudo, €& possivel dizer que a diferenca de carater
hidrofilico/hidrofobico entre os complexos metalicos de ruténio substituidos ndo € muito
significativa. Ressalta-se que interagdes intermoleculares podem influenciar neste

carater e, portanto, ndo € possivel mesmo prever uma uniformidade no comportamento.

Como os tetracarboxilatos diméricos, em geral, apresentam potencial na area de
metalofarmacos e os 5-nitroimidazéis pertencem a uma importante classe de farmacos
de amplo uso clinico, ensaios foram realizados in vitro para verificar a possivel
atividade biolégica dos novos complexos metalicos de ruténio e cobre. No caso do rédio

nao foi possivel realizar estes ensaios devido a baixa solubilidade dos complexos.

As Figuras IV.3 — IV.5 trazem na forma de grafico uma compilagdo dos
principais resultados obtidos nos ensaios biolégicos de citotoxicidade, atividade
antitumoral, efeito radiossensibilizador e atividade antimicrobiana (bactericida e
fungicida) para os nitroimidazéis e para os complexos de Ruy(Il,lll) € de Cuy(Il1l).
Com base nos dados descritos no capitulo IV e nestes graficos, as conclusdes a

seguir podem ser obtidas.
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35-
A P
ICsp 251

a2 N
a S

=72
10+
54
0 v Y Y Y
METRO NIMO SECNI TINI

RUuAQUO RUuMETRO RuNIMO RuSECNI RuTINI

0.37

0.25

- 0.2-
0.15
. 0.1 1

0.051

0

CuAQUO CuMETRO CuNIMO CuSECNI CuTINI

FIGURA IV.3.- Valores de ICs, (mol dm™) e de DLso (mol dm™) para os

nitroimidazois, complexos de Rux(ll,lll) e complexos de Cux(il,lI).
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METRO NIMO SECNI TINI
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2 |
ERo,1
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RuAQUO RUMETRO RuNIMO RUSECNI RuTINI
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FIGURA IV.4.- Valores de ER correspondentes as fragoes de sobrevivéncia S=
0,1%, 0,4% e 0,8% para os nitroimidazois, complexos de Ru(llLllI)
e complexos de Cux(ll,II).
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Nitroimidazol livre

CLM
(ug cm™)

16 1
14
121
10

N b O

METRO NIMO SECNI TINI

Figura IV.5.- Valores das CML (Concentragées Minimas Letais) contra C. coli
(microaerdfilo) referentes aos complexos de Cuy(llll), ligantes nitroimidazéis
contidos nos complexos e nitroimidazois livres.
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Com relagdo a citotoxicidade e atividade antitumoral: Os ligantes
nitroimidazoélicos livres apresentam valores altos de ICsy € de DLsp. Portanto, nao
sao citotoxicos. A pequena atividade contra células cancerigenas pode ser atribuida
ao proprio meio provido por estas células, que se apresentam em ambiente com
baixa concentragao de oxigénio, propicio para atuagao dos nitroimidazdis.

A citotoxicidade e a atividade antitumoral dos complexos de Rux(ll,lll) e de
Cux(ll,Il) devem-se principalmente a unidade dimetalica central. O ligante METRO
parece contribuir para diminuir um pouco a citotoxicidade nestes casos, mas também
diminui a atividade contra célula cancerigena, no caso do RUMETRO. Os complexos
de Cuy(llIl) sdo melhores agentes do que os de Ruy(ll,lll) com relagao a atividade

antitumoral.

Com relacao ao efeito radiossensibilizador: Para baixas doses de radiagéo
(S = 0,8%), os complexos de Cux(ll,ll), em geral, também sado mais eficazes do que
os de Rux(lllll). Para as mesmas doses, melhor efeito radiossensibilizador é
observado para os ligantes SECNI e TINI e seus correspondentes complexos

dimetalicos.

Com relagcdo aos ensaios de atividade antimicrobiana: Ressaltamos aqui
os dados de atividade dos complexos de cobre contra microorganismos
microaerofilos que permitem efetuar uma comparagdo completa. Os mais eficazes
contra C. coli sdo os complexos CuNIMO e CuSECNI. Nestes casos (fig. IV.5) a
quantidade de ligante que o complexo carrega € muito menor do que a necessaria
no caso do ligante livre. O complexo CUMETRO é mais eficaz para B. fragilis. Contra
fungos, os complexos de Rux(ll,1ll) séo eficazes, e esse dado é interessante pois na
literatura ndo encontramos relatos sobre este tipo de atividade para complexos de

ruténio.

A maior atividade dos complexos de cobre nestes estudos pode ser atribuida
ao fato deste elemento ser um metal essencial para o organismo.

Como complementacgéo a este trabalho, medidas da constante de estabilidade
dos derivados nitroimidazélicos de Rux(ll,I1l) e Cux(ll,Il), podem ser realizadas, com a
finalidade de esclarecer se estas moléculas, nas condi¢des em que sao realizados

os ensaios biolégicos, mantém as suas estruturas iniciais.
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Como a atividade bactericida do RUMETRO é similar a do ligante livre, um
ensaio denominado “Curva da morte”, poderia nos informar se a estrutura de gaiola
estaria servindo como agente transportador da droga. Esta curva se obtém do
registro da morte celular em fungdo do tempo, fazendo comparagdes entre o
complexo e o ligante livre.

Um outro trabalho muito importante seria tentar realizar os ensaios biolégicos
com os derivados nitroimidazélicos de Rhy(ll,ll), que devido a sua baixa solubilidade
em agua, provavelmente devido a formacao de polimeros, ndao permitiram de testar a
possivel atividade bioldgica. A insercdo destes complexos em compostos como a
ciclodextrina, por exemplo, poderia aumentar a solubilidade e permitir a realizagéo

de ensaios biolégicos.
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ANEXO

TABELA DE MASSAS MOLARES DOS COMPOSTOS
UTILIZADOS NESTE TRABALHO

METRO

Composto

Férmula

CsHoN3O3

MM

171,16

NIMO

CgH14N4O3

226,24

SECNI

C7H11N303

185,18

TINI

RUuACET

C3H13N304S

[Ru2(02CCH3)4Cl]

247,27

473,77

RuAQUO

[Ruz(O2CCHj3)4(H20).] PFs 2H,0

619,31

RUMETRO [Ruz(O2CCHa)4(CsHsN303)2] PFs 943,61
RuNIMO [Ruz(02CCH3)4(CsH14N4O3)] PFe 1035,75
RuSECNI [Ruz(0,CCHz)4(C7H11N303)2] PFs 953,65
RuTINI [RU2(02CCHis)a(CaHsN3025);] PFe 1077,88
CuACET [Cuz(0,CCH;3)s(H20);] 399,30
CuMETRO [Cu2(02CCH3)4(CsHsN303):] 705,58
CuNIMO [Cuz(02CCH3)a(CsH1sN4O3)2] 815,74

CuSECNI

[Cu2(02CCH3)4(C7H11N303)2]

733,64

CuTINI

[Cuz(O2CCH3)4(CsH13N304S)2]

308

857,81
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