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Resumo

Este trabalho foi baseado na sintese e caracterizacdo de um complexo binuclear
de ruténio (Ill) com ponte p-oxo inédito, combinado aos ligantes piridina (CsHsN, py) e
5,6,7,8 tetraidroisoquinolina (CoH11N, THIQ), de formulacéo
[Ru20O(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PF¢)2. Foram realizados estudos cinéticos de troca dos
ligantes THIQ trans a ponte p-oxo por diferentes solventes (agua, metanol e acetonitrila)
e também por piridina. Os resultados mostraram que os complexos binucleares de
ruténio apresentam uma grande labilidade frente & agua e metanol. E sabido que o
complexo andélogo trinuclear de ruténio de formulagéo [RusO(CH3COO)s(THIQ)s]PFe €
inerte frente a substituicdo de seus ligantes. Entéo, propds-se nesse trabalho investigar
se a nuclearidade dos complexos bi- e trinucleares impacta na atividade anticancer e
nas suas interacbes com as biomoléculas albumina do soro humano (HSA) e DNA; ou
ainda se esta atividade estd unicamente relacionada ao ligante THIQ. A caracterizacao
do complexo sintetizado foi feita por espectrometria de massas, espectroscopias de UV-
visivel, infravermelho e RMN e voltametria ciclica. Foi possivel a obtencédo de cristais do
complexo sendo exequivel determinar sua estrutura cristalina por difracdo de raios-X,
gue confirmou que a ligacdo dos ligantes THIQ trans a ponte p-oxo sdo maiores (2.151
e 2.145 A) que as ligagdes das piridinas (2.086, 2.087, 2.087 e 2.084 A). Estudos de
interagdo com HSA mostraram que ambos 0s mecanismos (estatico e dinAmico) séo
responsaveis pela supressdo de fluorescéncia da albumina. O tratamento
termodinédmico mostrou que a interacdo predominante entre o complexo supressor e
HSA é do tipo eletrostéatico (AH<0, AS>0 e AG<0). Estudos do tempo de vida mostraram
diminuicdo do tempo de vida do estado excitado da HSA, o que demonstra que o
mecanismo principal de supressao seja o dindmico. Estudos de interacdo com o fs-DNA
também mostraram que o tipo predominante de interagdo entre a biomolécula e o
complexo é eletrostatico. O estudo do potencial citotoxico frente as células de melanoma
murinho B16F10 mostrou que o complexo trinuclear, que € inerte e mantém os ligantes
THIQ coordenados, apresenta uma maior citotoxicidade em comparagdo com o analogo
binuclear. O estudo da atividade antialérgica mostra que o complexo ndo produz alergia
assim como o complexo binuclear [Ru2O(CH3COO)2(py)s].(PFs)2. Esta capacidade muito

provavelmente esta relacionada ao ligantes e ndo a unidade [Ru2Q].

Palavras chave: Complexo Binuclear de Ruténio. 5,6,7,8 tetraidroisoquinolina.
Cinética de troca de ligantes. Interagdo com HSA. Stern-Volmer. DNA. Benesi-
Hildebrand.
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Abstract

This work was based on the synthesis and characterization of a novel ruthenium (Ill)
binuclear complex with p-oxo bridge, combined with the ligands pyridine (CsHsN, py) and
5,6,7,8-tetrahydroisoquinoline (CgHiiN, THIQ) [Ru2O(CHsCOO)2(py)a(THIQ)2](PFé)2.
Kinetic studies were performed on the exchange of THIQ ligands trans to the p-oxo
bridge by different solvents (water, methanol and acetonitrile) and also by pyridine. The
results showed that the ruthenium binuclear complex presents a great lability in water
and methanol. It is known that the trinuclear analogue [RusO(CHsCOOQ)s(THIQ)s]PFs is
inert to the substitution of the ligands. This work was to investigate whether the nuclearity
of bi- and trinuclear complexes affect the anticancer activity and its interactions with
human serum albumin (HSA) and DNA biomolecules; or if this activity is solely related
to the THIQ ligand. The characterization of the synthesized complex was done by mass
spectrometry, UV-visible, infrared and NMR spectroscopy and cyclic voltammetry. It was
possible to obtain crystals of the complex being able to determine its crystalline structure
by X-ray diffraction, which confirmed that the bond of the THIQ trans to the p-oxo bridge
are longer (2,151 and 2,145 A) than that of pyridine (2,086, 2,087, 2,087 and 2,084 A).
Interaction studies with HSA showed that both mechanisms (static and dynamic) are
responsible for the quenching of albumin fluorescence. The thermodynamic treatment
showed that the predominant interaction between the suppressor complex and HSA is
electrostatic type (AH <0, AS> 0 and AG <0). Life-time studies have shown decreased
lifetimes of HSA excited state, which demonstrates that the main mechanism of
suppression is dynamic. Interaction studies with fs-DNA have also shown that the
predominant interaction type between the biomolecule and the complex is electrostatic.
The study of the cytotoxic potential toward murine melanoma B16F10 cells showed that
the trinuclear complex, which is inert and maintains the coordinated THIQ ligands, shows
a higher cytotoxicity compared to the binuclear analogue. The study of antiallergic activity
shows that the complex does not produce allergy as well as the binuclear complex
[Ru20O(CH3COO)2(py)s](PFs)2, this capacity is most likely related to the ligand not to the
[Ru20] unit.

Keywords: Ruthenium Binuclear Complex. 5,6,7,8-tetrahydroisoquinoline.
Kinetics of ligand exchange. Interaction with HSA. Stern-Volmer. DNA. Benesi-
Hildebrand.
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1 APRESENTACAOQ DA TESE

A sintese de complexos binucleares de ruténio com ponte p-oxo — unidade
[Ru20] — € bastante complexa, uma vez que esses compostos Sdo precursores
para formagédo de complexos trinucleares de ruténio com ponte p-oxo — unidade
[RusO]. Entdo, o controle da temperatura juntamente com o tempo de reacao e
estequiometria entre os reagentes devem ser trabalhados com bastante rigor.
Quando utilizo as palavras “bastante rigor” quero dizer que 1 minuto a mais de
sintese ou 2 °C a mais na temperatura podem deslocar o equilibrio da reacao no
sentido da formacdo de complexos trinucleares, ou ocorrer uma mistura de
complexos mononucleares, binucleares e trinucleares, ou ainda o aparecimento
de alguns subprodutos ndo caracterizados, como mostrado no esquema
qualitativo abaixo. Essa premissa vale para diversos ligantes testados em

diversas rotas sintéticas.
Equacéo 1
RuCl;.nH,0 + CH;COOH + piridina (py) + Ligante(L) + PF,
= [Ru,0(CH3C00); (py)4(L)2](PFe).
= [Ru3;0(CH5;C00)q (L)3]PF,
+ subprodutos

Visto isso, essa tese mostrara a sintese, caracterizacao, cinética de troca
de ligantes e estudos de atividade biolégica de um complexo binuclear de ruténio
com ponte p-oxo inédito, sintetizado a partir do complexo mononuclear
RuCls.nH20, piridina (py) e o ligante 5,6,7,8 tetraidroisoquinolina (THIQ).
Recentemente foram reportados resultados para um composto trinuclear com o
mesmo ligante, de formula [RusO(CH3COO)s(L)3]PFs [1] [2] [3]. Os resultados
observados para o comportamento biolégico do complexo trinuclear suscitou o
interesse em comparar dois complexos contendo o mesmo ligante THIQ, porém
com diferentes nuclearidades. Portanto, em muitas discussdes apresentadas
aqui ird ocorrer uma abordagem em ternos comparativos da unidade central
desses complexos, [RusO] para complexos trinucleares e [Ru20] para os

complexos binucleares.
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Figura 1: Estruturas dos complexos [Ru2O(CH3sCOO).(py)+(THIQ)2](PFs)2 (a esquerda,
este trabalho) e [RusO(CH3COO)s(THIQ)s](PFe) (a direita, [2]).

2 _
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0

Fonte: Autor.

Vale a pena ressaltar que o objetivo original desse trabalho de doutorado
era a sintese e caracterizacdo de potenciais candidatos a metalofarmacos
binucleares de ruténio com ponte p-oxo de formula geral [Ru20(carb)2(L)s](PFs)2,
onde L seria a agua ou piridina e carb os anti-inflamatérios ndo esteroidais
derivados do acido salicilico (acido acetilsalicilico, indometacina, diflunisal e
diclorefenaco), formando uma série de complexos possibilitando assim o estudo
da correlacdo das propriedades espectroscopicas e eletroguimicas. Abaixo
estdo mostrados a estrutura do complexo geral bem como os ligantes que seriam

utilizados.

Figura 2: Estrutura de um complexo de formula geral [Ruz(u-O)(RCOO)2(L)e]" (a
esquerda) e dos ligantes (a direita).

r Cl X

& T (;[@“r

Acido acetilsalicilico Diclofenaco

9 Indometacina Diflunisal y

Fonte: Autor
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Poderia descrever paginas e mais paginas de sinteses que n&o nos
levaram a obtencdo dos complexos de interesse, porém esse nao € o intuito.
Mas gostaria de deixar claro que foi realizado um trabalho rigoroso e arduo,
sempre procurando novas rotas na literatura, no intuito do sucesso da sintese.
Variou-se, de modo sistematico parametros como tempo de reacdo,
estequiometria dos reagentes, temperatura, solventes utilizados no meio
reacional — bem como purificagcdo dos mesmos — agitacao, ordem de adicao dos
reagentes, mudanca do precursor e etc. Sintetizou-se também o complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)s](PFs)2 com o intuito de trocar os CH3COO" por ligantes
derivados do acido acetilsalicilico, porém a ligacdo do acetado € bastante inerte
e nao se observou a troca.

Em todas as sinteses, tentou-se a purificacdo por cromatografia em
coluna dos solidos obtidos. Porém, ao realizar esse procedimento, viu-se uma
grande quantidade de mistura de compostos formados. Variou-se as fases
moéveis bem como a fase estacionaria em busca de uma separacao eficiente,
mas o produto final obtido nédo foi suficiente para realizar a caracterizacgéo.

Entéo, apenas com o intuito de esclarecimento, o objetivo inicial era a
substituicdo dos dois carboxilatos pelos ligantes derivados do acido salicilico.
Devido aos percalcos, para a obtencdo do complexo sintetizado e apresentado
nessa tese utilizou-se o ligante THIQ coordenado na posi¢ao trans ao atomo de

oxigénio, os demais L séo a piridina.
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2 INTRODUCAO

2.1 Ruteénio

A primeira pergunta a ser feita é: Por que escolher o ruténio como ion
metdlico para sintese de novos candidatos a metalofarmacos?

Por muito tempo utilizou-se certas generalizagdes sobre a quimica do
ruténio (Ru), que foram reproduzidas sistematicamente em diversos artigos e
trabalhos sem nenhuma analise critica a respeito do assunto. Muito se
escreveu/leu sobre o desenvolvimento de complexos metalicos de ruténio como
uma alternativa promissora ao tratamento de alguns tipos de cancer [4] [5] [6], e
esses estudos foram alavancados a partir da descoberta da atividade antitumoral
da cis-platina (cis-diaminodicloroplatina (Il)), feita por Rosenberg em 1965 [7].

Além disso, é sabido que elementos encontrados em um mesmo grupo,
como mostrado na figura abaixo, apresentam determinadas propriedades
semelhantes, como o caso do ferro (Fe) e ruténio. Fundamentando-se nessa
ideia, e sabendo-se que o ferro € um metal essencial para a vida, responsavel
pela formacdo da hemoglobina, mioglobina e de certas enzimas [8], perpetuou-
se a fala de que o ruténio, quando administrado no corpo humano, apresentaria
baixa toxicidade, sendo possivel metaboliza-lo e excreta-lo pelas mesmas vias

gue o ferro.

Figura 3: Tabela Periddica dos Elementos.

A TABELA PERIODICA DOS ELEMENTOS via
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METAIS DE TRANSICAO, LANTANIDEOS F ACTINIDEOS
SEMIMETAIS
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Fonte: Imagem de dominio publico coletada da internet, adaptada.
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Por isso, textos que abordam as vantagens de utilizacéo do ruténio frente
ao ferro e a platina sdo comumente encontrados, como mostrado nos itens
abaixo.

1). Complexos metélicos de ruténio apresentam baixa toxicidade pois sdo
capazes de “mimetizar” a ligagdo do ferro a biomoléculas [9] [10] [11] — Ru e Fe
tem em comum o fato de apresentarem dois estados de oxidac&o principais
(Fe?*/Fe** e Ru?*/Ru®') e complexos derivados desses metais apresentam
geometria de coordenacdo octaédrica. Em contrapartida diferem quanto ao
tamanho de seus raios (o Fe3*, que apresenta equilibrio de spin ou spin cross-
over, possui raio de 55 pm em spin baixo e 64,5 pm, quando em spin alto, ja o
Ru3* que ocorre apenas em spin baixo tem raio de 68 pm), propriedades redox,
Ru?*/Ru®* sdo consideravelmente mais moles e inertes do que Fe?'/Fe%* e
apresentam diferentes valores de acidez de Lewis. Em resumo, o ruténio sendo
maior e mais mole que o ferro implica em diferencas significativas quanto a
interacdo frente a determinadas biomoléculas. Além disso em caso de um metal
com diferentes propriedades cinéticas e termodinamicas, em relagéo ao ferro, se
ligar a biomoléculas essencias a manutenc¢éo celular pode ocorrer o oposto do
gue se espera, a morte celular [12] [13];

2). Comparado a complexos de platina (Il), os complexos de ruténio
apresentam taxas de troca de ligantes lentas [14] [10] [15] — Esse fato esta
associado ao tempo de muitos processos de divisdo celular, entdo complexos
metéalicos que apresentam cinética de troca de ligantes entre uma e duas horas
poderiam desempenhar certa atividade anticancer. Antes de continuar com essa
explicacdo vale a pena relembrar que a cis-platina s6 apresenta atividade
anticancer — ou seja, se liga ao DNA da célula cancerigena — apés a substituicao
de um ou dois ligantes cloretos por uma ou duas moléculas de agua [16] [17],
respectivamente, conforme mostrado na figura 4. Entdo, esse comportamento
lento de troca de ligantes é desejavel para que haja uma “garantia” de que apés
o complexo com determinada atividade anticancerigena ser administrado no
organismo e percorrer todo o caminho até chegar as células alvo, sua integridade
seja mantida, interagindo com o minimo de células saudaveis possiveis,
tornando-se ativo apenas nos tecidos cancerigenos [13]. Entdo, procura-se
complexos de ruténio que apresentem taxas de hidrélises e estabilidade cinética

parecidas com a cis-platina has mesmas condicoes.
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Figura 4: Esquema de ativacao da cisplatina.
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Fonte: Autor.

De modo geral, os ions Ru®* sdo classificados como sendo mais inertes
gue a Pt?*, porém isso ndo € uma verdade absoluta. Essa generalizacdo muito
provavelmente ocorre devido a maxima que diz que quanto maior o niumero de
oxidacdo do metal, maior o valor do parametro de desdobramento de campo
cristalino (Ao). Relacionando ent&o altas cargas positivas do ion metalico com
maior atracdo com ligantes anionicos ou polares, aumentando a interagao
eletrostatica entre eles e os elétrons dos orbitais d. Em contrapartida, em vista
da Pt?* apresentar configuracéo eletronica 5d® e o Ru®* 4d®, considera-se que o
valor de Ao para a Pt?* seja maior, ou seja, a distancia entre os elétrons d de um
metal num nivel mais alto (5 no caso da platina) € maior, permitindo assim uma
maior interagdo com os ligantes [12].

Em suma, nenhuma generalizacdo a respeito do enunciado acima €
possivel sem estudar cada complexo individualmente;

3). Complexos formados com Ru3* sdo mais inertes frente a substituicdo
dos ligantes em relacdo aos complexos reduzidos Ru?*, portanto precisam ser
“ativados” por redugéo [10] [18] — De acordo com essa proposi¢cao formula-se
gue o carater hipéxico de um tumor sélido reduza Ru®* a Ru?* levando assim a

uma certa seletividade para o tecido cancerigeno em relacdo aos tecidos
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saudaveis. Mais uma vez, utilizando-se da quimica de coordenac¢éo nota-se uma
contradicdo nessa afirmacéo. A labilidade/inércia desses complexos depende do
nimero de oxidacdo dos ions metélicos tanto quanto da natureza dos ligantes
de saida. Propagou-se a ideia de que esses complexos seriam inertes até
sofrerem reducao no interior de tumores sélidos, onde s6 assim apresentariam
determinada atividade anticancer. Quando o ligante de saida apresenta carater
n doador, tem preferéncia por coordenar-se ao Ru3* devido ao elétron
desemparelhado encontrado em um dos orbitais tzg, nesse caso entdo os
complexos Ru®* sdo mais inertes. Em contrapartida, quando o ligante de saida
apresenta carater m receptor, sua ligacdo ao Ru?* é mais forte e
consequentemente esse complexo reduzido é mais inerte.

Por fim, ha sim evidéncias que comprovam a reducdo dos complexos de
ruténio in vivo, porém ha de se fazer uma analise critica, uma vez que os ligantes
de saida sdo determinantes quanto a labilidade ou inércia de cada complexo
[12].

4). Acumulam-se especificamente em tecidos cancerigenos [10] — Essa
afirmacdo foi relatada pela primeira vez em meados de 1970 e aceita por muitos
anos. Nessa época foram estudados apenas cloretos de ruténio, amino
complexos (exemplo, vermelho de ruténio) e alguns complexos utilizando-se
como ligantes quelatos (exemplo, [Ru(phen)s]?*). Em se tratando desses
compostos citados, realmente apresentam um acumulo modesto em
determinados tipos de tumores. Porém estudos mais recentes ndo conseguiram
provar essa preferéncia do ruténio se acumular em tecidos cancerigenos, mais
uma vez a seletividade dos complexos de ruténio serem “ativados” por hipdxia é
desmitificada [12] [13].

5). Podem ser absorvidos e/ou transportados através da transferrina [10]
[19] — Sabe-se que tumores sélidos sdo altamente vascularizados, por isso
precisam de uma grande quantidade de ferro para se desenvolver.
Consequentemente, nesses tecidos ha uma maior quantidade, em relagdo aos
tecidos saudaveis, de receptores de transferrina em sua superficie, como
mostrado na figura 5. Entdo, concatenou-se a analogia de que os complexos de
ruténio também teriam uma maior afinidade em se ligar a tecidos cancerigenos
[12] [13].

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Pagina 32



Figura 5: Esquema simplificado que diferencia uma célula saudavel (esquerda) de

uma célula cancerigena (direita).
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,% Transferrina Y Receptor de Transferrina

A o

Fonte: imagem de dominio publico coletada da internet, adaptada.

Alguns estudos recentes mostraram que a ligacao entre a transferrina e o
ruténio realmente ocorre, no entanto, muito provavelmente o aduto formado nao
apresenta a configuragdo correta para interagir com 0s receptores celulares,
tendo assim uma menor taxa de internalizagao celular. Entdo, pode-se concluir
gue apesar da capacidade de alguns complexos de ruténio se ligarem a
transferrina em condicbes adequadas e ter se verificado uma taxa de
internalizagdo celular desses complexos, ainda pouco se sabe sobre a
capacidade do aduto transferrina-Ru liberar o ruténio nas mesmas condi¢des
fisiologicas em que o ferro é liberado (reducédo do Fe(lll) a Fe(ll) através da
ferriredutase em meio acido com consequente diminuicdo da afinidade pela
transferrina) [10] [12] [13].

A concluséo sobre isso tudo é que complexos de ruténio com certeza sédo
uma promissora classe de compostos com potencial propriedades
farmacologicas, porém as justificativas de seu uso ndo concordam com a

guimica basica ja muito bem consolidada.
2.2 Complexos Metalicos - Contextualizac¢ao
historica

O texto abaixo foi baseado nas referéncias [20] [21] [22] [23] [24].
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A guimica de coordenacdo e, consequentemente, de complexos metalicos
€ relativamente nova, surgindo em torno de 1890 com estudos e quebras de
paradigmas alavancados por Alfred Werner. Na época, as teorias vigentes
explicavam muito bem compostos organicos, porém, a tentativa de explicar
estruturas maiores e mais complicadas, que foram entdo chamadas de
complexos, eram totalmente falhas. Percebendo isso, Werner passou a formular
suas proéprias teorias com o intuito de conseguir elucidar as caracteristicas fisico-
guimicas desses novos complexos.

Complexos metalicos podem ser definidos como compostos constituidos
por ions metalicos ou acidos de Lewis (espécie capaz de receber elétrons)
ligados a ligantes ou bases de Lewis (espécies doadoras de elétrons).

Werner em sua curiosidade cientifica tentava entender cores, geometria,
estados de oxidagdo, numero de ligantes entre outras caracteristicas dos
compostos encontrados na época.

Antes das teorias propostas por Werner serem aceitas, utilizavam-se
conceitos totalmente equivocados na tentativa de se explicar a estrutura e
propriedades dos complexos metalicos. A Teoria da Cadeia, desenvolvida por
Blomstrand e aprimorada por Jorgensen, “conseguia” explicar a estrutura de
compostos aminometalicos de cobre (Cu). Essa teoria defendia a formacéo de
cadeias de moléculas de amonia unidas por ligagdes nitrogénio-nitrogénio (N-N),
baseada em compostos organicos onde ocorrem ligacdes carbono-carbono (C-
C), em que cada atomo de N seria pentavalente. Entdo, nessa época as

estruturas foram elucidadas conforme mostrado na figura abaixo:
Figura 6: Representacdo dos complexos hexa-amino CoCls-6NHs, penta-amino

CoCls-5NHs3, tetra-amino CoCls-4NHs e tris-amino CoCls-3NH3 segundo a Teoria de
Blomstrand-Jérgensen.

N
- NH;C1 Cl
NH,Cl1 -
Co 3 Co NH;CI
NH;NH;NH;NH;CI NH;NH;NH;NH;CI
P Cl cl
Co Cl -
Co Cl
NH;NH;NH;NH;CI NH,NH;NH:CI
CI: cloreto ndo-ionizavel Cl1: cloreto ionizavel
L

Fonte: adaptado [20].
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Essas estruturas foram baseadas em experimentos simples de
condutividade elétrica em solucéo e precipitacdo dos cloretos com nitrato de
prata (AgNO3) e também no conceito de valéncia fixa proposto por Kekulé, onde
0 atomo de nitrogénio por ser pentavalente obrigatoriamente teria de fazer 5
ligacdes e o cobalto no estado de oxidacao +3 faria apenas 3 liga¢des. Segundo
esse modelo os atomos de cloro ndo-ionizaveis ndo poderiam ser precipitados
com AgNOs, pois estdo ligados diretamente ao metal e consequentemente
apresentariam uma ligagcdo mais forte, em contrapartida, os &tomos de cloro
ionizaveis poderiam ser precipitados pois estariam mais fracamente ligados ao
atomo de nitrogénio. Entdo, através de medidas de condutividade elétrica
Jorgensen foi “capaz” de propor que estes compostos apresentavam trés, dois
ou um ion cloreto em solucao.

Contudo, a teoria mostrada acima n&o era capaz de explicar complexos
aminometalicos que formavam solucdes ndo eletroliticas, ou seja, seguindo-se
a légica proposta na época, um complexo com 3 atomos de cloro ligados forte e
diretamente ao cobre de modo a nao haver mais “espaco”’ para que o0s
grupamentos amino se coordenassem. E foi isso que Werner provou, através
dos mesmos experimentos, que as estruturas propostas ndo poderiam estar
corretas, uma vez que nao eram capazes de contemplar alguns complexos
estudados.

Em 1891, em sua publicagdo intitulada “Contribuicdo a Teoria de
Afinidade e Valéncia”, Werner mostrou que o modelo de valéncia fixa, proposto
por Kekulé e completamente aceito pela sociedade quimica da época, era
bastante falho quando se pretendia explicar complexos metalicos. Nesse
contexto, Werner foi desacreditado e considerado um lunatico pela maioria dos
grandes nomes de cientistas da época. Segundo Kekulé, um elemento ao saturar
sua valéncia, ou seja, fazer tantas ligac6es quanto fosse o nimero de oxidacao
do elemento, nao teria mais afinidade quimica e capacidade de se ligar a outros
atomos/ligantes. No entanto, Werner foi capaz de provar empiricamente que isso
néo se aplicava a determinados compostos.

Surgiram entdo, dois novos conceitos: o de valéncia primaria que seria o
estado de oxidacdo e o de valéncia secundaria entendido como o numero total
de ligantes coordenados ao ion metalico, ou simplesmente, o numero de

coordenacdo do metal. Foi provado entdo que, mesmo quando 0s atomos
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pareciam estar saturados quanto ao numero de ligacdes, assim como postulado
pela teoria de Kekulé, eles ainda eram capazes de estabelecer ligagbes com
outros &tomos, completando assim sua esfera de coordenacéo.

Foiem 1907, apds quase 20 anos da teoria de Werner ser proposta e com
a sintese do complexo tetramindiclorocobalto (111) ([Co(NHz)4Cl2]*) (mostrado na
figura abaixo), que apresenta um isémero cis de coloracdo verde e um isémero
trans de coloracdo violeta que Jorgensen e outros quimicos importantes da
época passaram a aceitar as ideias de modelos propostos por Werner. Segundo
Werner, havia uma esfera interna de coordenacdo compostas pelos ligantes
ligados diretamente ao cobalto, acompanhado de uma esfera externa de
coordenacao, onde ficariam os ions atraidos eletrostaticamente para neutralizar
a carga global. Em posse de tamanho conhecimento, Werner logo admitiu a
existéncia de mais de uma possibilidade de arranjo estrutural, ou seja, a

presenca de isbmeros. Surgiu entdo, a estereoquimica.

Figura 7: Estrutura dos complexos cis-[Co(NH3)4Cl:]* (a esquerda) e trans-
[Co(NHs)CL]* (a direita).

Fonte: Adaptado [24].

Merecidamente, em 1913 Werner conquistou o prémio Nobel de quimica,
0 primeiro relacionado a quimica inorganica.

Posteriormente as ideias de Werner, surgiram teorias que auxiliaram
muito no avanco do estudo desses complexos. Lewis, em 1916, escreveu a
“Teoria das ligagbes de Lewis”, que tinha como premissa basica que ‘para dois
atomos se ligarem eles deveriam compartilhar um ou mais pares de elétrons” —
nesse ponto vale a pena ressaltar que Werner desenvolveu suas teorias sem a

ideia da existéncia dos orbitais.
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Com o intuito ainda de se explicar as ligacdes quimicas surgiu, em 1930,
a Teoria da Ligacdo de Valéncia (TLV), escrita por Linus Pauling. Essa foi a
primeira teoria sobre ligagdes covalentes que levava em consideragéo os orbitais
atbmicos. Segundo Linus Pauling, orbitais de valéncia de um atomo se
superpbéem com orbitais de valéncia de outro &tomo formando uma ligacdo
guimica, nesse contexto surgiu também os conceitos de ligacbes o e .
Concomitante a essa teoria, surge a Teoria do Campo Cristalino (TCC),
desenvolvida por Bethe e Van Vleck. A TCC é uma teoria que ndo visa descrever
as ligacdes quimicas, o intuito principal € explicar as propriedades magnéticas e
eletrénicas dos complexos de coordenacéo.

Resumidamente, a TCC olhava a perturbacédo eletronica sofrida pelo
centro metélico quando rodeado por ligantes — considerados como cargas
pontuais — e era capaz de explicar propriedades que a TLV ndo conseguia por
considerar todos os orbitais moleculares degenerados, sendo incapaz de
elucidar a cor dos complexos, por exemplo.

Ja4 em meados de 1950, Griffith e Orgel apresentam a Teoria do Campo
Ligante (TCL), teoria essa que levava em conta muitos principios da TCC, porém
passa a considerar as caracteristicas eletrénicas dos ligantes, esses deixam de
serem considerados como cargas pontuais. Todas essas teorias foram
imprescindiveis para o desenvolvimento da Teoria do Orbital Molecular (TOM),
desenvolvida por Mulliken em 1966.

Dentre todas as teorias citadas até agora, a TOM é a mais completa sendo
capaz de explicar tanto as ligagcdes quimicas entre o nldcleo metalico e ligantes
bem como propriedades eletrbnicas e magnéticas dos complexos metalicos.
Essa teoria enuncia que para haver formacdo de orbitais moleculares é
necessario a sobreposi¢cdo entre os orbitais atdmicos, obedecendo trés regras
principais: 1) Simetria dos orbitais devem ser semelhantes; 2) Distancia entre os
atomos devem ser a menor possivel, porém a repulséo intereletrénica ndo deve
ser muito pronunciada a ponto de a ligacdo ndo ser energeticamente favoravel,
3) A energia entre os orbitais que se quer combinar devem ser semelhantes.
Obedecendo essas regras, dois orbitais atdmicos geram dois orbitais
moleculares, um ligante e um antiligante. Os orbitais ligantes tém energias
inferiores as energias de qualquer um dos orbitais que Ihes deram origem e, em

sua maioria, estdo energeticamente mais proximos dos orbitais dos ligantes, ja
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0s orbitais antiligantes apresentam energias superiores as energias de qualquer
um dos orbitais que lhes deram origem e, em sua maioria, situam-se mais
proximos das energias do metal. Ha ainda, os orbitais n&o-ligantes, que
apresentam energias iguais as dos orbitais atbmicos de origem.

Entdo, todas as teorias apresentadas até agora foram imprescindiveis
para o desenvolvimento da quimica de coordenacéo, sobretudo a capacidade de
explicar, entender e prever caracteristicas interessantes dos complexos
metalicos que atualmente sdo utilizados nas mais diversas areas: Agronomia —
desenvolvimento de adubos e pesticidas; Industria de alimentos — complexos
capazes de retardar a deterioracao (oxidacao) dos alimentos; Analises quimicas
— determinacdo de certos ions em aguas, solos e etc.; Industria fotografica —
brometo de prata utilizado com a finalidade de revelar fotos; Metalurgia —
extracao de metais, tais como prata e ouro; Produtos de limpeza — alguns tipos
de detergentes; Sistemas luminescentes — utilizados como pigmentos para
tintas; Medicina — no tratamento de diversas doencas.

Em geral, complexos metédlicos de ruténio apresentam uma boa
aplicabilidade em diversas &reas. Estudos publicados recentemente mostram
aplicacdes no desenvolvimento de tecnologias para a producdo de combustiveis
através da utilizacdo de complexos metdalicos de ruténio e outros metais de
transicdo na oxidacdo da agua [25]. Esses complexos sao utilizados como
catalisadores acelerando assim a reagdao, como mostrado na equagéao abaixo:

Equacéo 2
2 HZO catalisador| 02 +4 H+ +4e

Mais recentemente, complexos de ruténio coordenados com polipiridinas
estdo sendo aplicados em bioanalises, bioimagens, células solares e também
diodos emissores de luz [26] [27] [28] [29] [30] [31] [32].

Além disso, estdo sendo testados como imunossupressores [33] [34]
antibioticos [35], no combate a células cancerigenas e tumores [36] [4] [37],
antifangicos [38] [39] [40], antibactericida [40], intercaladores de DNA [41] [42] e
contra o HIV [43] [44].

Frente a tantas aplicacdes, fica facil justificar o estudo da quimica basica

de complexos metélicos de ruténio, visando estudos clinicos no futuro.
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2.3 Metalofarmacos

Foi a descoberta da atividade antitumoral da cis-platina, em 1965, que
impulsionou o estudo e planejamento de compostos utilizando metais de
transicao.

Metalofarmacos ou metalodrogas, s8o compostos metalados que
apresentam propriedades farmacoldgicas quando interagem com biomoléculas
no meio celular. Neste tipo de composto, o ion metalico pode estar coordenado
a farmacos organicos ou entdo a espécies que, quando ndo coordenadas, ndo
possuem nenhuma acao farmacolégica ou medicinal. Embora os principais alvos
desses agentes sejam proteinas e DNA, a passagem pelo sangue e,
eventualmente, até a célula, permite que o metalofarmaco entre em contato com
uma variedade de ions e pequenas moléculas que podem modificar sua
composicao e alterar a reatividade quimica [12] [45] [46] [47].

Existem relatos de que ha aproximadamente 5.000 anos o uso medicinal
dos metais ja era praticado. Sua utilizacdo na area medicinal esteve presente
entre o0s egipcios, chineses e renascentistas europeus. Por exemplo: héa
aproximadamente 3.000 a.C. o cobre ja era usado pelos egipcios na esterilizagéo
da agua, e em 1.500 a.C., utilizavam-se medicamentos contendo ferro. Nesta
mesma época, 0 ouro ja era empregado pelos arabes e chineses em suas
formulacdes terapéuticas [45] [48]. E sabido, que os metais de transicdo, além
de serem essenciais em muitas fungdes vitais, também podem modificar a acédo
de muitos compostos organicos usados na medicina, sendo que muitos farmacos
nao apresentam um mecanismo de acdo baseado puramente na molécula
organica, sendo ativados ou bio-transformados por ions metalicos presentes no
meio bioldgico [48]. Por isso, 0 estudo de complexos metélicos que possam
apresentar potencialidade bioldgica tornou-se alvo de grande interesse e estudo
[33] [35] [4] [40] [44] [49] [50]. Mesmo com a grande importancia da area
bioinorganica e a potencialidade dos metais para aumento da eficacia no
tratamento comprovada, os metalofarmacos ainda permanecem como uma
minoria dentre os farmacos existentes atualmente no mercado [50].

Metalofarmacos podem apresentar diversas estruturas devido a variedade
de geometrias que podem assumir e também aos diferentes ligantes que podem

se coordenar a essas estruturas. Tais propriedades os tornam atraentes no que
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se refere ao desenvolvimento de novas espécies, quer sejam como farmacos ou

como sinalizadores de sitios-alvo especificos [12] [48] [51].
2.3.1 Metalofarmacos de ruténio

Um crescente namero de estudos estd sendo realizado utilizando
complexos metalicos de ruténio como sensibilizadores em terapia fotodinamica,
com o objetivo de matar células tumorais com o uso direcionado da luz [52].
Esses complexos se apresentam promissores uma vez que tem uma alta
afinidade por biomoléculas, como por exemplo, o DNA [53].

Outros complexos de ruténio tém mostrado habilidade de interferir com a
via do oxido nitrico (NO) em sistemas biolégicos [54] [55] [56], indicando um
potencial uso terapéutico, uma vez que o Oxido nitrico € uma molécula que
desempenha importante papel nos processos biolégicos, atuando como
transmissor em comunicacdo celular, além de ser um importante segundo
mensageiro que tem a habilidade de controlar o ambiente onde é produzido.
Essa molécula também foi identificada como sendo um Fator Relaxante
Derivada do Endotélio (EDRF, sigla em inglés que significa Endothelium-Derived
Relaxing Factor), desempenhando um importante papel no controle dos ténus
vasculares [57], como vasodilatador, acdo antitumoral e antiplaquetaria, e
responsavel pela neurotransmissao no sistema nervoso periférico [58].

E imprescindivel falar de dois candidatos a metalofarmacos de ruténio que
entraram em fase de estudos clinicos contra o cancer o NAMI-A (trans-
[RUCls(DMSO)(Im)]ImH, onde Im - imidazol) e KP1019 (trans-[RuCls(Ind)z2]IndH,
onde Ind - indazol) [59] [60] [61], mostrados na figura 8. Esses dois complexos,
assim como a cis-platina, sao considerados pro-drogas, pois a forma
administrada ndo é ativa. Quando em solucdo o ligante equatorial cloreto do
KP1019 e NAMI-A e o ligante axial DMSO (dimetilsulféxido) do NAMI-A sdo

labeis, facilitando assim a troca desses ligantes, tornando-se ativos.
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Figura 8: Estrutura do NAMI-A (a esquerda) e do KP1019 (a direita).
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Fonte: Adaptado [13].

NAMI-A é uma pré-droga antimetastatica capaz de reduzir a taxa de
metastases e prevenir a disseminacdo de tumores secundarios, em particular
para canceres de pulmédo e metastases soélidas [62] [63]. No entanto, o NAMI-A
nao tem citotoxicidade direta para as células cancerosas aderentes (embora seja
toxico para as células leucémicas), nem qualquer efeito sobre o crescimento
primario do tumor. O KP1019 é uma pré-droga citotéxica eficaz contra tumores
primarios e em particular tumores colorretais [64].

Vale a pena ressaltar, que tanto o NAMI-A quanto o KP1019 tiveram seus
testes clinicos descontinuados. O primeiro foi descontinuado apés a concluséo
da fase II, apesar de ter demonstrado baixa citotoxicidade nos testes in vitro e in
vivo, o NAMI-A apresentou-se toxico quando realizado testes em humanos. Ja o
KP1019, mostrou maior citotoxicidade in vitro superior ao NAMI-A, porém
apresentou-se pouco téxico em humanos nos testes clinicos de fase I.

Além de possiveis aplicacdes contra diferentes tipos de céancer, os
complexos de ruténio tém demonstrado grande potencial no tratamento de
tuberculose, quando comparados a drogas ja utilizadas que apresentam efeitos
colaterais severos e a bactéria (Mycobacterium tuberculosis) responsavel pela

doenca tem demonstrado resisténcia [65] [66].
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2.4 Complexos binucleares de ruténio com ponte p-

0Xxo0

O estudo de complexos binucleares de ruténio ligados por uma ponte p-
0X0 € relativamente recente e foi inspirado em uma metaloproteina encontrada
em alguns invertebrados marinhos, a hemeritrina. Essa biomolécula é uma
proteina oligomérica de ferro ndo-heme responséavel pela transferéncia e/ou
armazenamento de oxigénio em invertebrados marinhos (sipunculideos,
priapulideos, braquidépodes e em um verme chamado magelona) [67] [68] [69]
[70]. Difere das outras proteinas que apresentam a capacidade de se ligar a
molécula de Oz (hemoglobina e hemocianina) tanto pela cadeia polipeptidica
guanto pelo complexo metalico utilizado para ligar de forma reversivel ao
oxigénio. A hemeritrina tipicamente existe como homo-octamero ou hetero-
octamero composto por subunidades do tipo a e B de 13-14 kDa, no entanto
algumas espécies apresentam hemeritrinas diméricas, triméricas e tetraméricas.
Cada subunidade possui uma dobra de quatro a-hélices que liga um centro de
ferro binuclear. A hemeritrina € essencialmente incolor quando desoxigenada
(Desoxi-hemeritrina), porém, apresenta coloracdo violeta quando oxigenada
(Oxi-hemeritrina) [71] [72] [73] [74].

Figura 9: A esquerda a molécula de Desoxi-hemeritrina, & direita a molécula de Oxi-

hemeritrina quando ligada a molécula de O,.
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Fonte: Adaptado [75].

A figura acima resume a reacao de oxidacdo da Desoxi-hemeritrina, que
apresenta dois &tomos de ferro com estado de oxidacao +2 unidos por um grupo
W-hidroxila, a Oxi-hemeritrina que passa a apresentar dois atomos de ferro no
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estado de oxidacdo +3 ligados por uma ponte p-oxo e um grupo peréxido
protonado [72] [75].

Desde a descoberta da hemeritrina, complexos metalicos do tipo [M2(p-
OH)(u-R-COO)2]™* e seus analogos [Mz2(u-O)(u-R-COO)2] ™, onde M € o metal de
transicdo e R-COO é um ligante carboxilato, vem sendo sintetizados e
estudados. Ferro (lll) [76] [77] [78] [79] [80], manganés (lIl) [81] [82] [83] [84],
vanadio (lll e V) [85] [86] [87] [88], titanio (III) [89] [90] [91] [92], cobre(ll) [93] [94]
[95] e ruténio (III) [96] [97] [98] sdo os metais de transicdo mais utilizados para a
sintese desse tipo de complexos. E interessante ressaltar que alguns desses
complexos podem apresentar metais com estados de oxidacdo diferentes [99]

[100] e/ou dois metais distintos em sua composicao.
2.5 Ligantes azanaftalenos

Ligantes azanaftalenos sao compostos organicos N-heterociclicos
soliveis em agua com estrutura derivada da quinolina, que € uma molécula que
apresenta dois anéis de seis membros fundidos onde um desses anéis apresenta

um nitrogénio no lugar do carbono, como mostrado na figura 10:

Figura 10: Estrutura da quinolina.

f N

N

/
N

\, w

Fonte: Autor.

A literatura sobre esses compostos ndo é muito extensa, porém essa
classe de ligantes apresentam um papel importante contra algumas doencas
tropicais. Ha registros de que a quinina, um derivado na quinolina, seja utilizada
a mais de 400 anos no combate a malaria [101].

Além disso, encontra-se na literatura artigos mostrando certa atividade
biolégica dessa classe de compostos frente ao combate de algumas doencas
negligenciadas, como por exemplo, a malaria [102] [103] [101] e o mal de chagas
[104] [105] [106].
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Em 1976 foi publicado um artigo avaliando derivados do 5,6,7,8
tetraidroisoquinolina no combate a Ulceras e possivel atividade antissecretora
[107].

2.6 Cinética de troca de ligantes

Metalofarmacos com taxa de troca de ligantes mais lentas, comparaveis
aos processos de divisao celular, no geral apresentam alta eficiéncia no combate
contra determinadas linhagens de células de céncer [108]. Esse fato é
particularmente interessante para metalofarmacos baseados em platina e
ruténio, em geral compostos metalicos contendo a platina apresentam cinética
de troca de ligantes na ordem de 10 s, j& complexos metalicos de ruténio
apresenta uma cinética de troca de seus ligantes consideravelmente maior que
a da platina, 10-*st.Quando o assunto é troca de ligantes é inescapavel ndo citar
0 exemplo da cis-platina, que s6 apresenta potencial atividade anticancer apos
ocorrer a substituicdo dos ligantes CI- por moléculas de agua. E por esse motivo
gue a cis-platina é chamada de pro-droga, uma vez que antes de apresentar
gualquer atividade contra o cancer precisa ser convertida em um novo complexo,
o cis-diaminodiaquoplatina (Il) ou cis-diaminoacquocloroplatina (II) [109]. Mostra-
se que, embora muito se saiba sobre o mecanismo molecular de acdo da
cisplatina, muitas questdes ainda nao foram respondidas. Para complexos de
ruténio com potencial atividade anticancerigenas, os estudos mecanisticos
moleculares estéo apenas no comego.

Os mecanismos de troca dos ligantes dependem tanto do ligante ja
coordenado quanto do ligante que vai assumir sua posic¢éao, e sobretudo depende
da natureza do ion metalico central. Compostos de Pt(ll), que apresentam
geometria quadrado planar e se apresentam coordenados a 4 ligantes,
geralmente trocam seus ligantes através de um mecanismo associativo. Nesse
tipo de mecanismo primeiro ocorre a entrada do novo ligante — etapa lenta da
reacdo — para posteriormente haver a saida do ligante abandonador, em
determinando instante ha um complexo intermediario com 5 ligantes. J& para
complexos de Ru(lll), de geometria octaédrica, 0 mecanismo que determina a

substituicdo é o dissociativo. Nesse caso, ocorre a perda de um ligante gerando
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um intermediario penta-coordenado, e posteriormente ocorre a ligacdo com o
ligante de entrada [110] [111].

2.7 Biomoléculas e suas interacdoes com complexos

de coordenacao

E sabido que ions metélicos exercem papéis fundamentais no sistema
biol6gico, além de estarem presentes na formacédo de estruturas moleculares
[112]. Esses compostos apresentam uma certa capacidade em perder elétrons
formando espécies carregadas positivamente que tendem a ser sollveis em
fluidos biolégicos [48]. E, sobretudo, nessa forma catidnica que os complexos
desempenham seu papel biolégico. Essa deficiéncia em elétrons facilita a
interagdo com biomoléculas, como por exemplo o acido desoxirribonucleico
(DNA) e albumina séria humana (HSA), uma vez que a maioria delas séos ricas
em elétrons. Com cargas opostas, biomoléculas e complexos metalicos tem uma
tendéncia natural em interagirem e se ligarem. O mesmo ocorre com moléculas
pequenas cruciais a vida, como o O2. Deste modo, ndo é surpreendente que a
natureza utilize complexos metalicos para desempenhar fun¢des essenciais aos
organismos vivos [113].

Os complexos metalicos realizam uma ampla variedade de tarefas
biol6gicas, como o transporte e armazenamento de oxigénio no sangue através
do centro ferro-heme da hemoglobina, transporte de elétrons no processo final
do metabolismo. O zinco, por exemplo, forma estruturas chamadas dedos de
zinco que sédo dominios proteicos que se ligam ao DNA regulando a funcéo dos
genes nos nucleos das células, além disso € componente natural da insulina,
uma substancia essencial mantenedora do metabolismo do agtcar [48]. ions
metélicos como sédio e potassio sdo responsaveis pelo transporte de impulsos
nervosos. Um outro exemplo que pode ser citado € o caso do cobalto (Co)
encontrado na composi¢cao da vitamina B12. Ja o cobre, zinco, ferro e manganés
sdo incorporados em proteinas cataliticas (enzimas), que facilitam uma

infinidade de reac¢des quimicas necessarias a vida [48] [113].
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2.7.1 Albumina Sérica Humana

A albumina sérica humana, representada na figura 11, é a proteina mais
abundante no plasma, representando 50 a 60% do total das proteinas séricas.
Esta proteina de 66 kDa € bastante versétil, podendo transportar diferentes
compostos por todo o corpo [114]. Cada molécula de HSA pode transportar até
7 moléculas de acidos graxos de cadeia longa que séo insolaveis no soro. A HSA
apresenta um tempo de meia-vida relativamente grande, aproximadamente 19
dias e possui uma capacidade Unica de se ligar, covalentemente ou
reversivelmente, a um grande numero de compostos enddgenos (bilirrubina e
ions metalicos, por exemplo) e exdgenos (metalofarmacos, por exemplo) [115].

A ligacéo reversivel desta a metalofarmacos é uma estratégia incrivel
frente ao aumento do tempo de meia-vida bem como a possibilidade de
distribuicdo dos metalofarmacos em todo o corpo [114] [116] [117]. Devido a
essas caracteristicas, € possivel supor que qualquer metalofarmaco
administrado apresentard algum tipo de interagdo com a HSA, o que
fundamentalmente poderia determinar a sua biodisponibilidade e toxicologia. No
entanto, relativamente poucos estudos mecanisticos detalhados foram
realizados sobre tais interacdes, em comparacdo com os estudos com o DNA
[118].

A natureza e a intensidade das interagBes metalofarmaco-albumina
influenciam significativamente a farmacocinética e os parametros de ligacao sédo
Gteis no estudo da ligacdo farmaco-proteina a medida que interferem
grandemente na absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecado, propriedades
tipicas de drogas [118]. A HSA também contribui para a regulacdo da presséo
osmoética sanguinea e é a maior responsavel pelo controle do pH do sangue
[115].

E importante, para esse trabalho, saber que a HSA possui um Unico
residuo de triptofano na posicdo 214 (Trp, posicdo 214) e residuos de tirosina
(Tyr), que conferem a ela propriedades fluorescentes, que possibilitam o estudo
de interacdo da HSA com os compostos de interesse através de medidas de

espectroscopia de fluorescéncia [119].
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Figura 11: Estrutura da HSA.
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Fonte: Imagem de dominio publico coletada da internet, adaptada.
2.7.2 DNA

O acido desoxirribonucleico ou simplesmente DNA, € uma macromolécula
extremamente complexa. Teve sua estrutura em dupla hélice proposta ha mais
de meio século, por Watson e Crick [120]. E composto por duas cadeias de
nucleotideos que se ligam através de ligacdo de hidrogénio entre as bases
complementares, adenina (A) se ligando a timina (T) (A-T) e a guanina (G) se

ligando a citosina (C) (G=C), de cada fita [121], como mostrado na figura 12.

Figura 12: Representacdo da estrutura do DNA.
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Fonte: Imagem de dominio publico coletada da internet, adaptada.
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Assim como a HSA, o DNA também é uns dos alvos principais no estudo
de interacdo entre possiveis candidatos a metalofarmacos. A ideia de interacéo
DNA-metalofarmaco esté relacionada ao fato do DNA regular funcdes celulares,
a partir da modulacdo da expressdo génica ou da interferéncia na replicagéo.
Visto a complexidade da estrutura do DNA é de se esperar que sua interacao
com complexos metélicos ocorra de varias maneiras. Sao observadas interacdes
nao-covalente que ocorrem majoritariamente por ligacdes de hidrogénio, forcas
de van der Waals, for¢as hidrofobicas e/ou eletrostéticas. Pode ainda ocorrer
interagdes covalentes através da ligacdo direta as bases nitrogenadas ou pelo

grupo fosfato, como resumido na figura abaixo [122].

Figura 13: Representacdo esquematica de possiveis modos de interacdo complexo-
DNA.

nio-covalente covalente
interacao entre os sulcos ligacdo a base nitrogenada
L

nio-covalente nio-covalente covalente
intercalacao interacio eltrostatica ligacio ao fosfato

Fonte: Adaptado de [123].

A intercalacéo ocorre preferencialmente com complexos que apresentam
pelo menos um ligante heterociclico aromatico — estrutura planar — ocorrendo
assim um “empilhamento” desse ligante entre as bases nitrogenadas do DNA.
De um modo geral, compostos que se ligam aos sulcos menores do DNA
apresentam anéis aromaticos com determinada liberdade rotacional e estrutural
curvadas que facilitam as interacdes de van der Waals e/ou ligacbes de
hidrogénio. J& as ligacdes ndo-covalente externas as fitas de DNA sdo de

natureza puramente eletrostatica [124] [125].
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Entdo, através espectroscopia eletrénica de absorcédo pode-se estudar e
compreender melhor como ocorre a ligacao/interacdo entre o composto metalico
e 0 DNA.

2.8 Cancer

Cancer € o nome dado a um conjunto de doencas provenientes do
crescimento descontrolado e desorganizado de células anormais (células que
sofreram algum tipo de mutagéo), com potencial para invadir e espalhar-se para
outras partes do corpo, processo chamado de metastase. Pode surgir de
gualquer tipo de célula e de qualquer tecido do organismo, apresentando um
periodo de evolucéo longo, podendo muitas vezes, levar anos para evoluir até
ser descoberto [126].

Fatores externos e/ou fatores internos ao organismo podem ser
responsaveis pelo aparecimento do cancer. Por fatores externos entende-se 0s
habitos pessoais de cada individuo — alcoolismo, uso indiscriminado de
medicamentos, tabagismo, tipo de alimentacdo, habitos sexuais — e aqueles
relacionados ao meio ambiente — polui¢céo, radiacao, fatores ocupacionais. Ja 0s
fatores internos estdo diretamente ligados as mutacdes genéticas relacionadas
a hereditariedade [127]. A mutacdo das células saudaveis gerando células
cancerigenas pode ser do tipo genética que provoca alteracdes na sequéncia do
DNA,; pode ocorrer através de radiacdes que quebram o DNA nos cromossomos
ou ainda através de virus que introduzem DNAs “estranhos” nas células
saudaveis.

Quimioterapia, radioterapia e remocao cirurgica sao os méetodos classicos
de combate ao cancer. O primeiro deles € baseado na utilizacdo de farmacos
citotéxicos que impede a multiplicacdo celular, sobretudo das células tumorais
gue apresentam uma velocidade de proliferacdo alta. No entanto, é sabido que
tratamentos com esses farmacos causam morte celular de células saudaveis
desencadeando uma série de efeitos adversos ao organismo. A radioterapia freia
o crescimento e proliferacdo celular através de radiagfes ionizantes, que podem
ser eletromagnéticas — Raios-X ou gama — ou particuladas — particulas o e B,
protons e néutrons — mais uma vez, tem-se como problema que ao mesmo

tempo que combate as células do cancer também atinge os tecidos normais,
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causando reacao inflamatéria local. Por dltimo tem-se a cirurgia que é indicada
na remocao de tumores localizados, né&o indicada para casos de metastases.
No entanto, todos os tratamentos citados sao demorados e causam muita dor —
fisica e psicoldgica — aos pacientes [128].

Pautado no que foi dito até agora, fica clara a necessidade do
desenvolvimento de processos, bem como medicamentos, que permitam uma
acdo apenas contra as células tumorais, de modo a permitir que os tecidos
saudaveis ndo sofram nenhum tipo de alteragédo, diminuindo assim os efeitos

adversos e melhorando a qualidade de vida dos pacientes durante o tratamento.

2.9 Alergias

As alergias podem ser desencadeadas por diversos fatores, como:
medicamentos, alimentacdo, insetos, fungos, latex, animais, pélen e tecidos,
além disso podem ser causadas por stress ou ainda terem uma razao genética
[129].

Sao um grupo de condi¢cdes médicas promovidas pela hipersensibilidade
do sistema imunolégico a determinadas substancias — chamadas de alergenios
— gue no geral causam pouco ou nenhum problema na maioria das pessoas
[130]. Em termos técnicos, segundo a Academia Europeia de Alergologia e
Imunologia Clinica (EAACI), “um alergenio € um antigeno capaz de estimular
uma reacdo de hipersensibilidade tipo | em individuos atdpicos por meio de
respostas da imunoglobulina E (IgE). A maioria dos seres humanos apresentam
respostas significativas da IgE apenas como uma defesa contra infeccbes
parasitarias. No entanto, alguns individuos podem responder a muitos antigenos
ambientais comuns. Essa predisposicdo hereditaria € chamada de atopia. Em
individuos atopicos, os antigenos ndo parasitarios estimulam a producao
inapropriada de IgE, levando a hipersensibilidade do tipo I.7[131]

Apoés as respostas das IgE a determinando alergenio, ocorre a ligagdo das
mesmas aos receptores de afinidade, chamado de FceRlI, que estdo localizados
nas membranas dos mastdcitos — células presentes nas mucosas, pele e vias
respiratorias, que liberam histamina e outras substancias quimicas que auxiliam
no combate a alergia — o que leva a sensibilizacdo destas células [132]. Caso

ocorra um novo encontro com 0 mesmo alergenio, uma “memdria celular” é
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ativada, desencadeando uma cascata de eventos intracelulares, que terminam
com a producédo da histamina, serotonina e outras substancias quimica pelos
mastocitos e consequente auxilio ao combate da alergia [133] [134].

Entdo, as buscas por complexos metalicos capazes de atuar nessa
cascata de eventos intracelulares em busca de melhores respostas alérgicas

representam uma area de estudo muito importante.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma rota sintética para obtencao

de um complexo binuclear de ruténio com ponte p-oxo inédito, posteriormente

caracteriza-lo, avaliar sua atividade bioldgica, estudar a cinética de troca de

ligantes bem como comparda-lo com complexo trinuclear de ruténio analogo.

Para isso, algumas etapas foram tracadas:

1.

Sintese e purificacdo do complexo binuclear de ruténio com ponte
H-0xo com o ligante azanaftaleno 5,6,7,8 tetraisoquinolina;
Elucidacéo estrutural do composto através da Espectrometria de
Massas, Andlise Elementar e Difracdo de Raios-X em monocristal,
Caracterizacdo desse composto através da Espectroscopia de
Absorc¢do na regido do Uv-Visivel, Ressonancia Magnética Nuclear
de 'H, Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho e
Voltametria Ciclica;

Estudo de cinética de troca de ligantes THIQ;

Estudo da interagdo com biomoléculas alvo — DNA de esperma de
peixe e Albumina Sérica Humana.

Comparacado da atividade bioldgica entre o complexo binuclear e
seu analogo trinuclear,

Avaliagao do potencial biolégico frente a células de cancer de pele

e mama e também seu potencial anti-alérgico,
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4 MATERIAIS e METODOS

4.1 Reagentes

Os reagentes, em grau analitico, foram obtidos comercialmente e

utilizados sem purificacdo prévia. Os reagentes e sua procedéncia estdo

mostrados na tabela abaixo:

Tabela 1: Reagentes utilizados.

Nome

Formula Molecular

Massa Molar (g mol™)

Procedéncia

5,6,7,8- tetraisoquinolina CoHuN 133,19 Aldrich
Cloreto de Ruténio RuClz.nH-O 207,43 Aldrich
Piridina CsHsN 79,1 Aldrich
Acetona CH3COCH;3; 58,08 Neon
Acetonitrila CHsCN 41,05 J.T. Baker
Acetonitrila-ds CDsCN 42,05 Aldrich
Acido acético CHsCOOH 60,05 Sigma-Aldrich
Acido cloridrico HCI 34,46 Panreac
Acido trifluoroacético CFsCOzH 114,02 Aldrich
Albumina sérica humana _
- 66 kDa Sigma
(HSA)
Alumina Al,O3 - Aldrich
Cloreto de ruténio () RuCls;.nHO 207,43 Aldrich
Diclorometano Cl,CH; 84,93 Merck
Dimetilamina (CHs)NH 45,08 Aldrich
DNA de esperma de _
) - = Sigma
peixe fs — DNA
Etanol CH3CH,0OH 46,07 Synth
Hexafluorofosfato de ) )
. NH4PFs 163,00 Sigma-Aldrich
amonio
Hexafluorofosfato de Ci6H3sFsNP _
_ ) 387,43 Aldrich
tetrabutilamoénio (TBAPFs)
Metanol CH3OH 32,04 Vetec
Peneira Molecular - - Aldrich
Tris base NH2(CH20H)s3 109,12 Merck
Fonte: Autor.
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4.2 Rota Sintética

4.2.1 Sintese do precursor [Ruz0(CH3C00)z(CsHsN)¢] (PFe)2;

O complexo percursor foi sintetizado adaptando-se a rota descrita por
Sasaki e colaboradores [96] [135].

Pesou-se 1,00 g (4,84 x102 mols) de RuCls.nH20. Essa massa foi
transferida para um baldo contendo 120,0 ml de agua, 80,0 ml de &cido acético
e 40,0 ml de etanol. Iniciou-se 0 aquecimento a 70 °C e agitacdo por 10 minutos,
nesse ponto observou-se mudanca da coloracdo de marrom escuro para
vermelho.

Em seguida, adicionou-se 6,00 ml (7,50 x102 mols) de piridina e sob
agitacao e refluxo a reacéo prosseguiu por 1 hora. A solugéo passou de vermelha
para azul escura, resfriou-se a temperatura ambiente e em seguida adicionou-
se 6,00 g NH4PFs (3,70 x102 mols).

Rotaevaporou-se até um volume de aproximadamente 1/6 do inicial (40,0
ml), em seguida adicionou-se 0 mesmo volume de 4gua. O baldo foi mantido sob
refrigeracao por 13 horas. Houve entdo a formacao de um precipitado azul que
foi filtrado e lavado com agua gelada por 5 vezes.

Esse mesmo solido azul foi novamente solubilizado em 50,0 ml de
acetonitrila com 10 gotas de piridina, a solugdo foi aquecida até 80 °C por 20
minutos. Adicionou-se a mesma quantidade de agua e deixou-se 0 meio na
geladeira aproximadamente 12 horas. Assim como descrito na literatura,
esperava-se uma nova precipitacdo do solido azul, porém isso ndo ocorreu.
Entdo rotaevaporou-se a solugcdo por completo. O soélido obtido foi seco em

dessecador a vacuo e utilizado como percussor para proxima etapa de sintese.

4.2.2 Sintese do complexo [Ru20(CH3C00)2(CsHsN)4+(THIQ)z] (PFe¢)2;

Adicionou-se 0,900 g (8,18 x10* mols) do complexo percursor sintetizado
na etapa anterior, [Ru20(CH3COO)2(CsHsN)s](PFs)2, em 80,0 ml de acetonitrila.
Em seguida adicionou-se 0,440 ml do ligante THIQ (1,63 x10-3 mols). A solucéo
foi mantida sob aquecimento controlado, importante ressaltar que a temperatura

nunca passou de 65 °C, por exatamente 75 minutos.
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Essa solucéo foi resfriada a temperatura ambiente e rotaevaporada até
reduzir seu volume pela metade, completou com 0 mesmo volume de agua. O
baldo foi posto sob refrigeracéo por exatos 7 dias. Observou-se a formacéao de
uma grande quantidade de precipitado azul formado no fundo do baldo. Fez-se
a filtracdo e lavou-se o soélido com agua gelada por 5 vezes.

Apoés algumas caracterizacfes notou-se tracos de algum subproduto
indesejado e fez-se cromatografia em coluna. Fase estacionéria: alumina neutra
empacotada com diclorometano (DCM). O complexo foi solubilizado em
diclorometano. O complexo de interesse eluiu em fase mével 47 % DCM e 53 %
de ACN (acetonitrila). Rotaveporou-se e secou a massa constante, obtendo-se
entdo o complexo desejado [Ru20(CH3COO)2(CsHsN)4(CoH11N)2](PFs)2. (n=
89,0%, equivalente a 0,888 Q).

4.3 Analise Elementar

A analise elementar (CHN) foi realizada no Instituto de Quimica da USP,
campus Sao Paulo. As amostras envidas (aproximadamente 6,0 mg) sao sujeitas
a combustdo em atmosfera de oxigénio puro e posteriormente quantificadas em
um detector TCD (detector de condutividade térmica) utilizando-se o

equipamento Perkin Elmer 2400 series Il
4.4 Difracao de Raios-X em monocristal (DRX)

A aquisicao dos dados de Difracdo de Raios-X de monocristal foi realizada
em um difratrébmetro Bruker Apex Il CCD usando radiacdo monocromatica com
comprimento de onda igual a 0,71703 A (Mo Ka). Os dados foram indexados e
escalonados usando o conjunto de softwares Apexll Suite, SAINT V8.34A e
Olex2. A estrutura foi resolvida com o programa ShelXT usando métodos diretos

e refinada usando o programa ShelXL.
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4.5 Espectrometria de Massas - Ioniza¢ao por spray

eletrolitico (ESI)

A andlise ESI-Q-TOF-MS/MS foi realizada utilizando o equipamento
microTOF QIl da Bruker. O sélido foi diluido em um acetonitrila e 0 modo de

deteccéo foi positivo

4.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN)

A caracterizacao estrutural do complexo, foi realizada através de medidas
de 1H-RMN. Os espectros de 1H-RMN e COSY foram obtidos no espectrometro
Bruker DRX-500 de 500 MHz, adquiridos em acetonitrila-ds em solugcéo de 10
2M.

4.7 Espectroscopia Eletronica

Os espectros de absorcao na regido UV-vis-NIR foram registrados em um
espectrofotdmetro Agilent HP8453 com resolucao de =1 nm, na regiao de 190 a
1100 nm, em cubeta de quartzo com caminho éptico de 1 cm. Os maximos de
absorcdo foram determinados diretamente nos espectros obtidos e utilizados
para calcular o coeficiente de absortividade molar (¢) obtidos a partir da Lei de

Beer-Lambert.

4.8 Espectroscopia vibracional na regiao do

Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos em
um Espectrofotdmetro Prestige 21 Schimadzu 02190, na regido de 400 a 4000
cm?, com resolugdo de 4 cm™. As amostras foram feitas no estado sélido
utilizando-se pastilha de brometo de potassio previamente seco (KBr). Foram

pesadas aproximadamente 3,00 mg de complexo para 200 mg de KBr.
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4.9 Voltametria Ciclica

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos através de potenciostado BAS
CV-27. Os dados foram registrados em um gravador Omnigraphic® 100
Recorder - Houston Instruments. Utilizou-se eletrodos de platina (trabalho e
auxiliar) e Ag/AgCIl como eletrodo de referéncia, em uma solucdo de acetonitrila
seca e 0,1 M do eletrélito suporte tetrafluoroborato de tetrabutilamonio,
TBA(BF4), em acetonitrila. Uma cela eletroquimica de 5,0 ml foi utilizada nesse
experimento. Os dados obtidos foram exportados para o Adobe Photoshop®

onde foram tratados e plotados no Origin 8.0°®.

4.10 HPLC (High-perfomance liquid
chromatography)

Para o estudo de cinética de troca de ligantes foi empregado um sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca Shimadzu (Kioto, Jap&o),
composto por detector Uv-Vis SPD — M20A, bombas de duplo pistdo modelo LC
— 10AD e uma controladora SIL — 20?%, todos também da marca Shimadzu. Foi
utilizado um injetor manual CTO — 10A da ainda da Shimadzu. O software
utilizado para adquirir os dados foi o LabSolutions. Em todo o experimento
utilizou-se uma coluna Eclipse XDB-C18 (5 um, 4.6 x 250 mm). Como fase mével
utilizou-se um gradiente de concentracdo variando a porcentagem de acetontrila
em agua, e 0,1 % de DEA (dimetilamina) e 0,2 % de TFA (acido trifluoroacético).

A amostra injetada foi preparada solubilizando-se previamente a massa
de complexo pesado no minimo de acetontrila possivel, em seguida completou-
se o volume do baldo com &gua. O conteudo foi transferido para um tubo Falcon
gue foi mantido no banho nas temperaturas de 25, 37 e 49 °C. Aliquotas foram
coletadas de tempos em tempos até a observacdo do consumo total do complexo
intermediario (auséncia do primeiro pico), esse tempo variou entre as

temperaturas.
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4.11 Espectroscopia de Luminescéncia - Interacao

com HSA

Primeiramente, para realizacdo das medidas de espectroscopia de
luminescéncia, foi feita uma solucdo estoque de albumina sérica humana em
tampdo tris(pH — 7,2), com concentracao final 1,000 x10# mol L. Transferiu-se
0,0660 g de HSA para um baldo de 10 ml e completou-se o volume com solucéo
tampé&o, aguardou-se a solubilizagao total da HSA. Em seguida, transferiu-se
0,0500 ml da solucdo estoque para um baldo volumétrico de 5,00 ml e
completou-se com solucdo tampdao, resultando em uma concentracao final de
HSA de 1,000 x10® mol L. Pesou-se 0,00229 g (1,89 x10°® mols) do complexo
binuclear de ruténio e solubilizou-se em 300 pL de acetonitrila.

Os espectros de luminescéncia foram obtidos a partir de um
espectrofluorimetro da marca Shimadzu. 3,0 ml dessa nova solugcéo de HSA foi
adicionada a uma cubeta de quartzo, onde posteriormente adicionou-se
sucessivas aliquotas de 2,0 pL do complexo supressor. E importante ressaltar
gue foram realizadas 15 adigbes do complexo supressor, resultando um total de
30,0 pl desse complexo, equivalente a 1,00% de solvente organico no sistema
contendo 3,0 ml de HSA em tampao tris. As medidas foram realizadas em cinco
temperaturas de incubacao (25, 31, 37, 43 e 49 °C) a fim de se entender como
se d& o mecanismo de supressao desse sistema. O comprimento de onda de
excitacdo foi fixado em 280 nm e em 295 nm e as leituras de emissao de
fluorescéncia foram realizadas na faixa entre 300 e 550 nm. O primeiro espectro
foi retirado apenas com a solucéo de albumina, com o tempo de incubacéo de 5
minutos, apos isso, adicionaram-se aliquotas sucessivas do complexo com
tempo de incubacao de 5 minutos. A largura das fendas de excitagcao e emisséo
utilizadas foi de 5 nm.

Para o estudo da supressdo de luminescéncia fez-se necessario a
correcdo das leituras da intensidade de fluorescéncia devido ao efeito filtro. A
férmula abaixo foi utilizada:

Equacéo 3

A +A

2

emissao excitacéo)

Fcorrigido = lopservado- 10
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onde, Fobservado € @ fluorescéncia obtida experimentalmente para dada
concentracdo, Aemissao € a absorbancia no valor de comprimento de onda maximo
de fluorescéncia e Aexcitagao € @ absorbancia para o valor de excitagdo do sistema
(280 nm ou 295nm) [136].

4.11.1 Estudo da interacao do complexo binuclear de ruténio

com a HSA

A supresséo de fluorescéncia esta relacionada a qualquer processo que
diminua a intensidade de fluorescéncia de uma amostra [137] [138]. Essa
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia pode ocorrer através de diversos
processos. Tais processos sao: reacdes no estado excitado, rearranjo molecular,
transferéncia de energia, supressao estatica e supressao colisional (ou
dindmica). Para ocorrer supressao colisional e/ou estatica € necessario que haja
um encontro entre o fluoroforo — nesse caso a HSA — e 0 agente supressor — 0
complexo binuclear de ruténio —, como resultado consegue-se extrair
informacdes importantes a respeito dessa interagéo [139].

O processo ndo radiativo mais simples de transferéncia de energia € a
supressao colisional (ou dindmica) de fluorescéncia, que ocorre quando o agente
supressor se difunde ao fluoréforo durante o tempo de vida do seu estado
excitado. ApoOs breve contato, o fluoroforo volta ao estado fundamental sem
emissdo de féton. Via de regra, a supressao dinamica ocorre sem nenhuma
modificacdo permanente na molécula, isto €, sem nenhuma reacéao fotoquimica.
Em termos quantitativos, a supressao de fluorescéncia é dada pela seguinte
equacao de Stern-Volmer:

Equacéo 4
=021 4 kyo[Q) = 1+ Ky Q)
onde Fo e F representam a intensidade de fluorescéncia na auséncia e na
presenca do agente supressor, respectivamente; kq € a constante de velocidade
bimolecular de supressao de fluorescéncia; 1o e T € o0 tempo de vida do fluor6foro
na auséncia e na presenca do agente supressor, respectivamente; [Q] é a

7

concentracdo do agente supressor e Ksy € constante de Stern-Volmer,
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relacionada ao tipo de supresséo de fluorescéncia. kq informa a eficiéncia da
supressao e a acessibilidade dos fluoroforos aos supressores [139].

As deducOes mostradas abaixo foram baseadas nas referéncias [137]
[138] [139].

MECANISMO DINAMICO DE SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA

O mecanismo de supressao ocorre a partir de um estado excitado. A presenca
de um supressor introduz uma via adicional e nao-radiativa para supressao
desse estado excitado. Portanto, o tempo de vida (t0) de fluorescéncia é

diminuido.

Mecanismos envolvidos no processo de supresséao de fluorescéncia dinamica:
HSA + hv — HSA* (kabs— constante de absorgéo) excitagéo

HSA* — HSA + calor (kic — constante de conversao interna) conversao interna
HSA* — HSA + hv” (ki — constante de fluorescéncia) fluorescéncia

HSA* + [Complexo] — HSA + [Complexo]* (kq - constante de velocidade

bimolecular de supresséao de fluorescéncia) supressao

O rendimento quéantico de fluorescéncia ® é dado pelo quociente entre os

fotons emitidos (lem) € absorvidos (labs):

Equacao 5
CD — Iem
Iabs

O numero de fétons emitidos depende da concentragéo do fluoréforo (HSA) no
estado excitado e da constante de fluorescéncia (ks):

Equacéo 6
Iem = ks [HSA]

O numero de fotons absorvidos depende da concentracao do fluoréforo e da
constante de absorgao (Kabs):
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Equacao 7
Iops = Kaps[HSA]

E muito complicado medir a taxa do processo de absor¢do de fétons devido a
sua alta velocidade. Porém, em condi¢des de estado estacionario, a populacao

do estado excitado e a sua supressao (desativacdo) se equilibram.
Visto isso, pode-se expressar labs COMO:

Equacéo 8
Iops = ke[HSA™] + ki [HSA™] + kq[HSA™][Complexo]

A expressdao do rendimento quantico (equacdo 5) pode ser reescrita, da

seguinte maneira:

Equacéo 9

ke [HSA"]
ks [HSA*] + kic. [HSA*] + kq. [HSA*][Complexo]

D =

[HSA*] aparece em todos os termos da equagao acima, podendo entdo ser

cancelado, tem-se:

Equacéo 10
ky

P =
ks + kic + kq.[Complexo]

Agora, ndo é mais necessario mensurar a concentracdo de fluoréforos no
estado excitado ([HSA*]).

Na auséncia do supressor de fluorescéncia ([Complexo]) o rendimento

guantico de fluorescéncia (®o) é dado pelo quociente das constantes, entao:

[Complexo] = 0 (zero)

Equacéo 11
k
f
b, =
O kp + k.
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O efeito do supressor na fluorescéncia pode ser expresso pela razédo entre as
equacOes 11 e 10, assim:

by kr ke + ki + kg[Complexo]
O ke + ki ke

ke + kic + kq[Complexo]

ke + ki
ke N kic N kq[Complexo] _
ke +kic ke + kic ke + kic

1 1 ky[Complexo]
—+—+ =
kic  kf ke + kic

Equacéo 12
D, kq[Complexo]

=1+
D ke + ki

A equacdo acima apresenta diversas constantes que nao podem ser
mensuradas através dos experimentos realizados. Porém, pode-se utilizar o

tempo de vida do estado excitado para continuar a analise.

O tempo de vida do estado excitado (7) é praticamente o inverso das somas
das constantes de fluorescéncia (kr), de conversao interna (kic) € de supresséo
(ka).

Equacéo 13

1
B ke + kic + kq[Complexo]

T

Considerando que a concentragao do supressor seja zero, o tempo de vida do

estado excitado (z,) é:

Equacao 14
1
0T ks ¥ ke
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Resgatando-se as equacdes 10 e 11, fazendo-se a substituicdo necessérias
utilizando-se das equacodes 13 e 14, tem-se que:

Equacéao 15

ky ky
= =— =k T
ke+hke L7700

To

@,

Equacéo 16
ky ky

Ny

 kp + kic + kq. [Complexo] Ti + kq. [Complexo]
0

Dessa forma, a razdo entre o rendimento quantico de supressao na auséncia

e presenca do supressor é dado por:

+
@ 2
EO = k‘; =1+ kq.1o.[Complexo]

T
E-’-kq [Complexo]

Equacéo 17
=1+ Kg,[Complexo]

onde, Ksy € constante bimolecular de supresséo de Stern-Volmer.

Por fim, sabe-se que os valores de rendimento quéntico de fluorescéncia sao
proporcionais as intensidades de fluorescéncia do sistema na auséncia (Fo) e

na presenca do supressor (F):
Equacéo 18

F
FO =1+ Kg,[Complexo]

Graficamente o0 mecanismo puramente dindmico de supressdo de

fluorescéncia é representado conforme mostrado abaixo:
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Figura 14: Perfil do grafico obtido para um mecanismo de supressao de
fluorescéncia puramente dinamico.

|F/F=1+ kq.ro.[CompIexo]

F/Fouty/t

Tft=1+ kq.ro.[CompIexo]
T T T T T T T

[Complexo]

Fonte: Autor.

A constante bimolecular de supressdo (kq) estd relacionada com a

constante difusional (kdir) que limita o processo e com a eficiéncia dos choques

gue promovem a supressao (y), através da equacao:
Equacéao 19
kg = vkair

Os valores tipicos de kg para fluoréforos e supressores livres é
aproximadamente 2x101° M1s1,

Para processos de supressdo de fluorescéncia do tipo dinamico, os
valores de kq serdo obrigatoriamente menores que os valores da constante
difusional, uma vez que a eficiéncia de choques que promovem a supressao (y)
sempre serd menor que 1 (entende-se 1 como 100% dos choques entre
supressor e fluoréforo levando a supresséao de fluorescéncia)

Quanto ao mecanismo estatico de supressao de fluorescéncia, sabe-se
gue este ndo reduz o tempo de vida da amostra, uma vez que o fluoréforo e o
supressor formam um novo complexo estavel nao fluorescente, o qual absorve
luz mas retorna ao estado fundamental sem emissédo de féton. Nesse caso, a

supressao de fluorescéncia ocorre devido a reducdo do numero de moléculas
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fluorescentes, contrariamente ao que ocorre no processo de supressdo
dinamico. [154] [139]. Para este tipo de mecanismo a equacao da supressao de
fluorescéncia é dada a partir da equacéo abaixo:

Equacéao 20

F°—1 K
F— + a[Q]

onde F, e F representam a intensidade de fluorescéncia na auséncia e na
presenca do agente supressor, respectivamente; [Q] é a concentragdo de agente
supressor e K, é constante de associacdo do complexo [139].

As deducBes mostradas abaixo foram baseadas nas referéncias [137]
[138] [139].

MECANISMO ESTATICO DE SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA

Mecanismos envolvidos no processo de supressao de fluorescéncia estatica:
Equacéo 21
K,
[HSA] + [Complexo] — [HSA — Complexo]

Equacéao 22

h
[HSA — Complexo] ¢ [HSA — Complexo]*

A partir da equacao 21, tem-se que a constante de associacao (Ka), deste
processo é:

Equacéao 23

[HSA — Complexo]

K,
@ [HSA].[Complexo]
[HSA — Complexo] = K,.([HSA].[Complexo])
Considerando que a concentracédo total de [HSA]o seja:

Equacao 24
[HSA], = [HSA] + [HSA — Complexo]
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Substituindo-se as concentracdes pelas intensidades de fluorescéncia, tém-
se:
Equacéao 25

Fy = [HSA]o= [HSA] + [HSA — Complexo]

Equacéo 26
F = [HSA]

Dessa forma, a razdo entre as equagdes 25 e 26 é dada por:

Equacéo 27
F, [HSA]+ [HSA — Complexo]

F [HSA]

Utilizando-se a equacéo 23 para substituir um termo da equacgao 27, tem-se:

Equacéao 28
Fy, [HSA] + K,.([HSA].[Complexo])

F [HSA]
Fazendo as modificacbes, obtém-se:
Equacéao 29

Fy
7= 1+ K,.[Complexo]

onde, Ka é constante de associacdo do complexo ao fluoréforo.

Graficamente o0 mecanismo puramente estatico de supresséao de fluorescéncia

é representado conforme mostrado abaixo:
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Figura 15: Perfil do grafico obtido para um mecanismo de supresséo de
fluorescéncia puramente estatico.

| F/F =1+K_[Complexo]

F/Fout/t

=1

[Complexo]

Fonte: Autor

Nem sempre ocorre apenas um mecanismo de supressdo de
fluorescéncia, em alguns sistemas poderéo coexistir os dois tipos de processos

de supresséo simultaneamente. Nesses casos a equagado de supressao sera:
Equacéo 30

F
9 (1 + Ks,[Complexo]). (1 + K,. [Complexo])

E importante ressaltar que a existéncia dos dois tipos de mecanismos de

supressao de fluorescéncia num sistema, resulta em um ajuste nao linear e um

desvio positivo da equacéo de Stern-Volmer [140].
Graficamente quando os dois mecanismos séo representados tem-se o

perfil abaixo:
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Figura 16: Perfil do grafico obtido para supressao de fluorescéncia a partir dos dois
mecanismos: estéatico e dinamico.

[FolF =11+ Ky fcomplexalX1 + K [complexal]

FJF ou T/t

T/t =1+k_t,.[complexo]

|complexo]

Fonte: Autor.

Porém, quando se analisa um sistema inédito, como apresentado a
seguir, ndo se sabe por qual mecanismo (ou quais) a supressao de fluorescéncia
estd ocorrendo, por isso alguns parametros devem ser estudados a fim de se
obter tal informacao.

A melhor forma de se fazer a distingdo entre 0s mecanismos estatico e
dindmico é através de medidas de tempo de vida: a supresséo de fluorescéncia
estatica retira uma fragdo dos fluoroforos observados, uma vez que, 0s
fluoréforos complexados nao apresentam fluorescéncia, observando-se assim
somente a fluorescéncia dos fluoréforos ndo complexados. A fracdo de
fluoroforos ndo complexada nédo € perturbada, e o tempo de vida permanecera
constante e igual a to. Entdo para supressdo estatica tem-se to/t = 1. Em
contraste para a supressao dinamica to/t = Fo/F [139] [140].

A diferenciacao entre os dois processos também pode ser feita através da
relacdo da dependéncia de Ksv em fungcdo da temperatura. O processo de
supressao dinamico depende da colisdo entre o fluor6foro e o supressor
resultando na diminuicdo de fluorescéncia do sistema. Este processo €
controlado pela difusdo, que aumenta com a temperatura. Por outro lado, no
processo estético, tem-se a formacdo de um complexo entre 0 supressor e o
fluoréforo, que tem sua formagéo favorecida ou desfavorecida com o aumento

da temperatura, devido a maior ou menor, respectivamente, estabilidade do novo

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Pagina 68



complexo formado entre o supressor e o fluor6foro. Portanto, quando Ksy
aumenta com a elevacdo da temperatura tem-se um processo de supressao de
fluorescéncia predominantemente dindmico, j& quando ocorre diminuigdo nos
valores da constante de Ksy com 0 aumento da temperatura tem-se um processo
de supresséo do tipo estatico [140].

Outra forma de distingdo entre a supressao estatica e dinamica envolve a
analise dos espectros de absorcdo do fluoréforo e supressor. A supressao
dindmica tem influéncia apenas sobre os estados excitados dos fluoréforos, ou
seja, ndo se observa mudanca alguma no espectro de absor¢éo. J& no processo
estético a formacdo do complexo no estado fundamental geralmente resulta em

diferencas no espectro de absorcéo do fluoréforo [139].
4.1 Medidas de Tempo de Vida

Os experimentos de tempo de vida foram realizados no laboratério do
Prof. Dr. Amando Siuiti Ito.

O sistema utilizado para excitagdo consiste na utilizagdo de um conjunto
de lasers: no inicio do processo, um laser de diodo, com dois feixes emitindo em
809 nm, cada qual com 24 W de poténcia, bombeia um laser de estado sdlido
(Nd:YVOa4 - MilleniaXs - SpectraPhysics) que emite em 1064 nm. Em seguida o
feixe passa por um cristal dobrador de frequéncias e o feixe final, com poténcia
maxima de 10 W e comprimento de onda igual a 532 nm, bombeia um laser de
titdnio-safira (Tsunami - SpectraPhysics). O cristal de titanio-safira gera pulsos
de laser (com largura de 5 ps) em uma banda que vai de 840 até 1080 nm, com
frequéncia maxima de repeticdo dos pulsos igual a 82 MHz. Um filtro
birefringente seleciona o comprimento de onda desejado para o feixe de saida.
Passando por um sistema selecionador de frequéncias, esses pulsos de laser
podem ter sua frequéncia dividida em até 8000 vezes, permitindo a operacao na
faixa de frequéncias entre 0,01 e 8 MHz, que sédo mais adequadas ao método de
contagem de fétons Unicos.

Apoés o selecionador de pulsos, o feixe passa por um gerador de segundos
e terceiros harmoénicos, cujos comprimentos de onda do feixe na saida estdo na

faixa utilizada para excitacdo de nossas amostras, 295 nm. O sinal detectado
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como pulso de excitacdo, chamado IRF (instrument response function), possui
largura total a meia altura igual a 60 ps.

Foi utilizada uma cubeta de quartzo, fez-se uma solugao estoque de HSA
em tampéao tris (pH - 7,2) de concentracdo conhecida, onde se adicionou
aliquotas de uma solucéo contendo o complexo (supressor). O experimento foi

realizado em 3 temperaturas diferentes (25, 37 e 49 °C).

4.2 Dicroismo Circular

As medidas de espectroscopia eletrénica de dicroismo circular foram
realizadas em colaboracdo com o professor Dr. Arthur Henrique Cavalcante de
Oliveira.

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram adquiridos numa faixa
entre 200-260 nm na temperatura de 25 °C através de um espectropolarimetro
JASCO-810. Cada espectro acumulou 4 varreduras, a 50 nm/min com uma fenda
de 1 nm de largura e 1 segundo de resposta. As medidas foram realizadas
utilizando uma cubeta de 1 mm de caminho éptico, com uma concentracdo de
albumina de 1x10® mol/L, e a concentracdo dos complexos variou de 0 a 5,0
x10° mol/L, em tampéo tris 50 mM, pH — 7,2. Todos os espectros foram
corrigidos para as contribuicdes do tampéo e convertidos para MRE (elipsidade

média do residuo) em deg.cm?.dmol, segundo a equacéo abaixo:

Equacéo 31
MRE — M.6
"~ 10.d.c.r

onde, M é a massa molecular da proteina; 6 ¢ a elipsidade; d € o caminho 6ptico;
c é a concentracao da proteina na amostra em mg/mL e r € 0 numero estimado
de residuos da proteina.

Para o calculo da porcentagem de a-hélice na proteina utiliza-se a

Equacéo 32:
Equacéo 32
. 0,05 — 4000
%a — hélice = 33000 — 4000x100
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onde, B20s corresponde a elipsidade molecular em 208 nm; 33000 é a elipsidade
para 100 % de estrutura a-hélice e 4000 ¢é a elipsidade para 0 % de estrutura a-
hélice na proteina [141] [142].

4.3 Titulacdo Espectrofotométrica na Regiao do UV-

visivel - Interacao com DNA

Esse experimento tem como objetivo avaliar o modo de interagcdo do
complexo de interesse ao DNA, esse experimento foi realizado de acordo com
protocolo ja definido [143] [144]. Para tanto, utilizou-se o DNA de esperma de
peixe (fs-DNA) que é economicamente mais vantajoso que o DNA de timo de
carneiro e apresenta resultados igualmente satisfatorios.

Primeiramente preparou-se uma solu¢cdo do tampéo tris (50 mM, com
5mM de NaCl, pH - 7,2). O fs-DNA é um pé de coloracdo amarelada e pode ser
pesado de acordo com a concentracdo desejada para realizacdo do
experimento. Foi pesado 10,0 mg do DNA que foi dissolvido em 10,0 mL da
solucdo tampdo tris. Agitou-se a solugcdo com cuidado até que todo DNA
estivesse totalmente solubilizado. Apds o preparo e durante todo o experimento,
essa solucao foi mantida em banho de gelo, para evitar a degradacao do fs-DNA.
Além disso, a solucéo foi feita e utilizada no mesmo dia. A concentragdo da
solucéo de fs-DNA foi calculada de acordo com a Lei de Lambert Beer (equacéo
6):

Equacéo 33
_A
€= eb

onde, ¢ é a concentracdo em mol.L%; A é absorgéo em 260 nm; € é o coeficiente
de absortividade molar do DNA em 260 nm, que equivale a 6600 L.molt.cm
[143]; e b € o caminho éptico, que vale 1 cm.

Segundo o protocolo, o fs-DNA esté livre de proteinas (desenovelado das
histonas) e consequentemente apto para uso quando a razdo entre a
absorbéancia em 260 e 280 nm € maior que 1,50. Para o presente experimento
essa relagao apresenta um valor de 1,78 [144].

As titulagbes foram acompanhadas pelo registro de espectros de

absorcéo na regido UV-vis. O experimento foi realizado em cinco temperaturas
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(25, 31, 37, 43 e 49 °C). A cubeta adicionou-se uma solucdo do complexo de
concentragdo 4,2 x10° mol.L* e em seguida foram sendo adicionadas aliquotas
da solucéo recém preparada de DNA. Utilizando-se do tratamento matematico
baseado no método de Benesi-Hildebrand, foi possivel obter a constante de
ligacdo Kb de formag&o do complexo binuclear de ruténio com o fs-DNA.

As deducBes mostradas abaixo foram baseadas nas referéncias [143]
[144].

METODO DE BENESI-HILDEBRAND
O objetivo aqui é o estudo da interacao entre o DNA e o [Complexo]:
Equacao 34

fs-DNA + [Complexo] = DNA-[Complex0]

Para se observar a ligagao ou interagdo entre o DNA e o [Complexo]
utiliza-se a espectroscopia eletrébnica na regido do UV-vis. A base por tras
desse método baseia-se no fato de que absorbéancia adquirida deve ser uma

mistura do DNA, [Complexo] e do novo complexo formado DNA-[Complex0].

Equacéao 35
Atotal — ADNA +A[Complexo] _l_ADNA—[Complexo]
onde, A & 3 absorbancia total do sistema; APNA é a absorbancia do DNA;

AlComplexol @ 5 ahsorbancia do complexo binuclear de ruténio livre; APNA-(Complexo]

€ a absorbéancia da nova espécie formada.

Assumindo-se que a concentracao inicial do complexo ([Complexo]o) é
muito maior que a concentracdo inicial do DNA ([DNA]o), pode-se

desconsiderar o valor da absorbancia do DNA, entdo:

Equacéao 36

Atotal — A[Complexo] _|_ADNA—[Complexo]

A absorbancia pode ser medida antes e depois da formacdo da nova

espécie (DNA-[Complexo]). Essa variacdo na absorbancia (AA) é obtida

experimentalmente, sendo Ao a absorbancia da cubeta contendo apenas o
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[Complexo], ou seja, antes da formacédo da nova espécie e A é a absorbéancia

em qualquer ponto da reacéo:
Equacéo 37
AA=A—-A°

Usando a lei de Lambert-Beer, a equacdo 37 pode ser reescrita em
termos de coeficiente de absor¢ao e concentracéo de cada componente:

Equacéo 38
AA = gpna-[complexo]]- b- [DNA — [[Complexo]| + E[complexo]- b- [[Complexo]]

— E[complexo]- b- [[Complexo],]

Como dito anteriormente [Complexo]o >>> [DNA]o, entéo espera-se que
o valor da [Complexo]o seja igual o valor da [Complexo], com isso pode-se

simplificar a Equacéo 38, tem-se entao:

Equacéo 39

AA = g[fs_pNa-[complexo]]- b- [DNA — [[Complexo]]

Uma isoterma de ligacao pode ser descrita como a “diferenga teodrica
de concentragcdo de um componente em fungao da concentragéo de outro

componente a temperatura constante”. Como descrito na equacao abaixo:

Equacéao 40

K,.[Complexo],. [DNA]

[DNA — [Complexo]] = 1+ K,[DNA]

Antes de continuar a analise do método de Benesi-Hildebrand, vale a
pena elucidar a deducéo da Equacéo 40. Considerando-se a Equacéo 34 tem-

Sé:

Equacéo 41

_ [DNA — [Complexo]
> ™ [DNA].[Complexo]

onde, Ky é constante de ligagao.
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Pode-se substituir a concentracdo do complexo binuclear de ruténio
pela concentragdo inicial do mesmo subtraindo a concentragdo da nova

espécie formada, como mostrado abaixo:

Equacéo 42

[DNA — [Complexo]

Ky = [DNA]. ([Complexo], — [DNA — [Complexo])

Fazendo-se os devidos desenvolvimentos matematicos, tem-se:

Equacéo 43

[DNA — [Complexo]

Ky = [DNA].[Complexo], — [DNA].[DNA — [Complexo]]

K,.[DNA].[Complexo], — K,,. [DNA].[DNA — [Complexo]] = [DNA — [Complexo]]

K,.[DNA]. [Complexo], =
[DNA — [Complexo]] + K,.[DNA].[DNA — [Complexo]]

K,.[DNA].[Complexo], =
[DNA — [Complexo]. (1 + K,[DNA])

Kp.[DNA].[Complexo],
1+ K, [DNA]

[DNA — [Complexo]] =

Voltando-se a andlise do método de Benesi-Hildebrand, pode-se

substituir a Equacgao 40 na Equacéo 39:

Equacéo 44

_ &.b.Ky,.[DNA].[Complexo],
B 1+ K,[DNA]

A4A

Importante ressaltar que nesse ponto assume-se que a concentragao
de DNA para determinado tempo sempre sera igual a concentracao inicial de
DNA, uma vez que se acredita que todo o DNA esteja interagindo com o

complexo binuclear de ruténio.

Fazendo-se as devidas modificacfes da Equacao 44, tem-se:
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Equacéao 45

1 1 N Ky,.[DNA],
AA  &.b.K,.[DNA],.[Complexo], &.b.[Complexo]y. K. [DNA],

1 1 1
AA ~ &.b. K,.[DNA],. [Complexo], * e.b.[Complexo],

A Equacao final obtida pode ser comparada com uma equacao de reta
do tipoy = a.x + b. Onde a partir de uma representagéo grafica é possivel obter

os valores da constante de ligacéo, Kbo.
A partir do grafico de 1/AA (eixo y) versus 1/[DNA] (eixo x), tem-se:

Equacéao 46
1
e.b.[Complexo],

1
e.b.[DNA]y.[Complexo]y. Kp

coeficiente linear =

coeficiente angular =

Portanto, Ky €é:

Equacéo 47

coeficiente linear
> coeficiente angular

Além disso, através da equagao de van’t Hoff (Equagéao 48), é possivel

determinar os parametros termodinamicos desse sistema.

Equacéo 48
k. = _AH A4S
W= TR TR

onde, Ky € a constante de ligagao na temperatura T, AH é a variagao da entalpia,
R é a constante dos gases ideais (8,31447 J mol* K!) e AS é a variagdo da
entropia do sistema.

Através de um grafico de In(Kb) (eixo y) versus 1/T (em Kelvin), obtém-se

a variacao entalpia do sistema através do coeficiente angular da reta e através
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do coeficiente linear a variacdo de entropia. E através da equacao abaixo fica
possivel calculo da energia livre de Gibbs (AG) para cada temperatura:

Equacéao 49
AG = —RTInkK,

4.4 Atividade Antialérgica

Os ensaios de atividade antialérgica foram realizados, em colaboracao
com a Profa. Dra. Rose Mary Zumstein Georgetto Naal na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, pela especialista de laboratorio Maria

Perpétua Freire de Morais Del Lama.

4.4.1 Preparacao das Células

As células RBL-2H3 [134] cresceram em frascos de cultura de células,
com capacidade para 250,0 mL, em meio minimo essencial de cultura (MEM):
CellGro: foi preparado pela mistura de 800 mL MEM, suplementado com sal de
Eagles, 200 mL de soro fetal bovino, 20 mL de L-glutamina e 1 mL de
gentamicina. As células aderidas em monocamadas foram coletadas 2 a 4 dias
apos a repicagem e tratadas com tripsina-EDTA, durante 10 minutos, a 37 °C.
Em seguida foram centrifugadas, ressuspensas com densidade igual a 5 x10°
células/mL e sensibilizadas pela adicdo de anti-DNP-IgE. Por fim, 100 uL da
suspensao de células foram colocados em uma placa de cultura com 96

compartimentos e incubadas durante toda a noite a 37 °C e 5 % de COa.

4.4.2 Ensaio de potencial antialérgico: quantificaciao da enzima f3-

hexosaminidase (f3-hex)

As células RBL sensibilizadas pela IgE e aderidas em microplacas foram
lavadas em tampéo de Tyrode pH 7,4 a temperatura ambiente e incubadas apos
a adicao de 100 pL dos complexos (concentragdes finais na faixa de 2 a 300 uM)
por 20 min a 37 °C e 5 % de CO2. Em seguida, foram estimuladas pela adicdo
de 100 uL do antigeno (DNP-BSA na concentracdo final de 0,1 pg/mL) e
incubadas por 1 ha 37 °C e 5 % de CO2. Em seguida foram adicionados 100 uL

do substrato fluorimétrico para p-hex (3,6 mM) e as amostras incubadas por mais
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30 minutos, a 37 °C. A liberacdo espontanea e a liberacéo total da p-hex (100
%), foram determinadas para as células em tampéao e em 0,1% de Triton X-100,
respectivamente. A atividade de B-hex no sobrenadante foi quantificada por
fluorescéncia em um leitor para microplacas com Aexc € Aem iguais a 360 e 450
nm, respectivamente. A B-hex liberada foi expressa como uma porcentagem da
B-hex total, determinada pelas células destruidas com Triton-X-100.

A liberagdo esponténea de B-hexosaminidase foi medida para eliminar
componentes nao-especificos da degranulacdo. A reacdo enziméatica foi
realizada na presenca de tampdo de Tyrode para eliminar as interferéncias
causadas pela fluorescéncia do mesmo. A contribuicdo da amostra teste para a
fluorescéncia foi avaliada separadamente e subtraida. A andlise estatistica foi
realizada através do software GraphPad Prism, versdo 3.0 para Windows,

empregando-se a andlise de variancia ANOVA ONE-WAY.

4.5 Avaliacio do potencial citotoxico em células

tumorais

Os ensaios de atividade anticancer foram realizados pela Dra. Loyanne
Carla Barbosa Ramos no laboratoério do Prof. Dr. Roberto Santana da Silva na

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto - USP.

4.5.1 Cultivo de células B16-F10, MCF7 e L929

Os estudos biologicos foram conduzidos nas linhagens tumorais B16-F10
(melanoma murino), adquirida do banco de células da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, MCF7 (adenocarcinoma de mama humano) e também em células
nao-tumorais L929 (fibroblasto murino).

Para o cultivo das células de melanoma e fibroblasto murino utilizou-se o
meio de Cultura RPMI-1640 (fornecido pela Sigma-Aldrich® com 25 mM de
HEPES, com L-glutamina, acrescido de 2,0 g de bicarbonato de sédio. O pH da
solucédo foi ajustado em 7,4, sendo acrescentados 1,0 % (v/v) de solucéo
antibiético/antimicético e 10,0 % (v/v) de soro fetal bovino, e o volume
completado para 1,0 L. O meio foi esterilizado por meio de um sistema de

filtracdo a vacuo. A linhagem MCF7 foi cultivada em em meio de cultura
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) acrescido de 3,7 g de bicarbonato
de sodio, suplementado com 10 % (v/v) de Soro Fetal Bovino, 100 U/mL
penicilina e 100 pg/mL estreptomicina.

As linhagens foram cultivadas em garrafas para cultura celular de 75 cm?
e mantidas em estufa a 37 °C, 5,0 % (v/v) de CO:2 e 99,0% de umidade relativa,

com troca de meio em média a cada 2 dias.

4.5.2 Ensaios de Viabilidade Celular

Ao atingir aproximadamente 90 % de confluéncia nas garrafas de cultura,
as ceélulas foram soltas. Retirou-se 0 meio e adicionou-se a solucdo de
Tripsina/EDTA, as garrafas foram mantidas na estufa por 5 minutos e apos esse
periodo avaliou-se com auxilio do microscépio se as mesmas se encontravam
de fatos soltas.

A suspensdo celular obtida foi recolhida, foi adicionado meio de cultivo
completo e as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1200 r.p.m., apés
esse processo 0 sobrenadante foi descartado, um novo meio adicionado e as
células suspensas novamente.

O numero de células foi determinado em microscépio invertido, com o
auxilio da camara de Neubauer. Apés a contagem, calculou-se a densidade
celular da amostra através da equacao 50.

Equacéo 50

Y n° de células

Numero de células = 2 x10*xFator de diluicio

Apobs o cultivo e determinacdo do numero de células, as mesmas foram
aplicadas em placas de cultura com 96 pocos de modo a se obter 1 x 10°
células/poco e mantidas em estufa por 24 horas para adesdo. Em seguida, o
meio foi retirado e a cada um dos pogos adicionados os tratamentos contendo
os complexos em diferentes concentracdes, juntamente com o meio de cultivo.
As células tratadas foram mantidas em estufa por 24 horas.

Apos o periodo de incubacdo avaliou-se a viabilidade celular através do
uso do ensaio colorimétrico de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazélio)] [145].
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Para o ensaio de MTT apdés o periodo de incubacéo, foi retirado o meio e
adicionados 0,18 mL do mesmo meio, porém sem o indicador vermelho de fenol
e 0,02 mL de solucdo de MTT a cada um dos pog¢os, em seguida da adicdo do
MTT, as células foram mantidas em estufa por 3 horas. Posteriormente, o
conteudo foi removido, sendo adicionados 0,2 mL de DMSO para solubilizar o
precipitado formado, apés 1 hora e 30 minutos foi feita a leitura da absorbancia
em 490 nm, em leitor de microplacas e a porcentagem de viabilidade celular
calculada de acordo com a equacéo 51, dado que os valores foram expressos
em percentuais em comparacdo ao grupo controle (sem adigcdo do complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2).

Equacéo 51

i L absorbancia do tratado
% células viaveis = — x100
absorbancia do controle

Os experimentos foram realizados em triplicata sendo a analise estatistica
realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0. One-way ANOVA -
Newman-Keuls Multiple Comparison Test foi usado para comparar os resultados
para os diferentes tratamentos. Os resultados foram expressos como média +

erro padrdo da média, com valor de significancia de P<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sinteses

Os reais problemas de desenvolvimento deste projeto estdo diretamente
ligados a dificuldade em obtencdo de complexos binucleares de ruténio com grau
de pureza e rendimento suficientemente altos para que fossem feitas as demais
analises/caracterizacdes. Como descrito no primeiro item apresentado nesta
tese, os complexos binucleares de ruténio sé&o percursores para formacao de
complexos trinucleares de ruténio analogos, por iSSO 0 monitoramento rigoroso
por espectroscopia eletrénica € muito importante durante toda etapa de sintese.
A principio seriam sintetizados quatro complexos binucleares de ruténio e entéo
suas propriedades seriam comparadas em funcdo da variacdo dos ligantes,
como isso nédo foi possivel e em busca de um enriguecimento deste trabalho,
serdo feitas comparacdes entre complexos trinucleares e binucleares de ruténio
analogos, quando pertinente.

A sintese desenvolvida para a obtencdo do complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2, foi adaptada de dois artigos principais
publicado por Sasaki e colaboradores [96] [135].

A primeira etapa dessa sintese compreende a formacdo do complexo
percursor de férmula molecular [Ru20(CH3COO)2(py)s](PFs)-.

A partir do cloreto de ruténio (lll) (RuCls.nH20) em solugcdo com &cido
acético, agua e etanol sob aquecimento de 70 °C por 10 minutos forma-se a
unidade [Ru20]. Por unidade [Ru20] entende-se a formagédo da estrutura
mostrada abaixo, onde ha dois ruténios ligados em ponte por um atomo de
oxigénio (ponte p-oxo). Observa-se ainda dois carboxilatos provenientes do
acido acético ligados em ponte. E importante ressaltar dois indicios principais de
formacdo da estrutura mostrada na figura 17, o primeiro diz respeito a coloracéo
da solucdo que passa de marrom para vermelho intenso, com a formacao de

uma banda caracteristica na regido de 500 nm, mostrada na figura 18.
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Figura 17: Estrutura do complexo percursor sintetizado evidenciando a chamada
unidade [Ru2Q].

Fonte: Autor.

Figura 18: Espectro de absor¢&o na regido do UV-vis evidenciando a formagé&o da
unidade [Ru2Q], em acetonitrila.
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Fonte: Autor.

Conforme mostrado na figura 18, tem-se o aparecimento de uma banda
caracteristica em 508 nm. E relevante apontar que a formacéo da unidade [Ru20]
€ considerada uma reacao de automontagem e que o controle da temperatura é
extremamente importante, uma vez que essa estrutura pode colapsar e se
dissociar, voltando a se apresentar como um complexo mononuclear de ruténio
ou entédo evoluir e formar complexos trinucleares de ruténio.

Posteriormente a essa etapa adicionou-se 6,0 ml de piridina e manteve-
se a reacao sob refluxo e agitacdo por 1 hora. Nesse ponto h& dois indicios de

gue a reacao esteja procedendo conforme o planejado. Primeiramente nota-se
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uma mudanca de coloracéo da reacdo de vermelho para azul escuro e também
um deslocamento da banda em 500 nm para regido entre 580-600 nm. Um novo

espectro de UV-vis foi adquirido e estad mostrado na figura 19.

Figura 19: Espectro de absorc&o na regido do UV-vis do complexo
[Ru20(CH3COO0)2(py)e](PFe)2.
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Fonte: Autor.

Observa-se ainda, a existéncia de duas bandas em comprimentos de
onda menores, que estdo diretamente relacionadas aos ligantes piridinicos
coordenados aos atomos de ruténio.

Dessa forma, o perfil eletrénico é muito parecido ao observado por Sasaki
e colaboradores, evidenciando a formacao do complexo percursor de interesse.

Partindo-se do complexo percursor, a ideia agora € substituir as duas
piridinas que estdo localizadas na posicdo trans a ligacdo Ru-O-Ru. A
substituicdo ocorre preferencialmente nessa posicdo devido, sobretudo, ao
Efeito Trans. Esse efeito € responsavel por um enfraquecimento da ligagcdo Ru-
py que decorre do fato da alta eletronegatividade do atomo de oxigénio ligado
em ponte deslocar a densidade eletronica dos atomos de metais para si, fazendo
com o que o compartilhamento de elétrons do ruténio com o ligante piridinico
seja menor e consequentemente essa ligacao terd um comprimento maior sendo
mais facil de ser quebrada.

Entdo, adicionou-se uma quantidade estequiométrica do ligante THIQ e
procedeu-se a reagdo como descrito anteriormente. O composto foi seco a vacuo

em um dessecador contendo silica e por fim purificado.

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Pagina 82



Procurando entender melhor como ocorre a formacédo da ponte p-0xo
investigou-se de onde seria proveniente o oxigénio ligado aos dois atomos de
ruténio. Para tanto, realizou-se uma sintese mantendo-se a temperatura em 70
°C e tempo de reacdo de 10 minutos, porém todos os solventes foram secos
previamente e ndo se utilizou agua no meio reacional. Essa simples abordagem
nos mostrou que na auséncia de agua ndo ocorre a formacédo da unidade
binuclear de ruténio, decorre desse fato um forte indicio que o oxigénio ligado
em ponte aos ions metalicos seja proveniente da agua utilizada no meio
reacional. Abaixo mostra-se o espectro eletrénico do produto obtido na sintese

realizada na auséncia de agua.

Figura 20: Espectro eletronico do produto obtido na auséncia de agua.
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Fonte: Autor.

5.1 Analise Elementar

A analise elementar é uma ferramenta importante em termos de concordar
com toda caracterizacao feita até agora. Consegue-se verificar se as analises
estdo corretas e verificar a composicdo e pureza do complexo binuclear de
ruténio obtido. A tabela 2 compara os valores obtidos através do método e sua

comparagao com o valor teorico.
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Tabela 2: Valores tedricos e obtidos para analise elementar do complexo
[Ru20(CH3COO0)2(py)4(THIQ)2](PFes)-.

Elemento Valor tedrico (%) Valor obtido (%) | Erro (%)

H 4,00 4,11 2,7
C 41,7 43,4 4,1
N 6,95 6,74 3,0

Fonte: Autor.

Quando analisada sozinha, a analise elementar € uma técnica que oferece
poucos resultados, porém quando usada com o0s demais métodos de
caracterizagcdo € uma ferramenta importante que corrobora com os resultados ja
obtidos. Pela analise dos dados acima, conclui-se que a proposi¢ao estrutural do
complexo esta de acordo com o que foi elucidado. Pode-se entdo, prosseguir

estudos com biomoléculas alvo.

5.2 Raios-X

Felizmente foi possivel a obtencdo de cristais para o complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2 ap6s a purificagdo por coluna
cromatografica, sendo realizada entdo a analise de DRX. Os cristais foram
crescidos por evapoaracgao lenta do solvente acetonitrila em um tubo de RMN.

A figura 21 mostra o complexo sintetizado e purificado. Nota-se
claramente a presenca de dois contra-ions (PFs). Através dessa informacao
pode-se afirmar que os dois &tomos de ruténio apresentam estado de oxidacdo
+3. Esse valor é obtido considerando-se que o complexo seja formado por dois
acetatos (CHsCOO") com 1 carga negativa cada um, um ion de 6xido (O?) ligado
em ponte a dois &tomos de ruténio com carga +3 cada um. A somatéria total das
cargas mencionadas previamente é +2, que é zerada com dois ions PFs".

O complexo cristalizou em um sistema ortorrombico, grupo espacial Pbca

(Tabela 3) e os ions Ru3* estdo em um arranjo triangular no complexo.
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Figura 21: Estrutura do complexo [Ru2O(CHsCOO).(py)4(THIQ)2](PFs)2 a partir de
medidas de Raios-X.

~

Fonte: Autor.

A tabela 3, resume os dados cristalograficos obtidos pelo refinamento da

estrutura do complexo.
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[Ru20O(CH3COO)2(py)a(THIQ)2](PFe)2

[Ru20(CH3COO)2(py)a(THIQ)2] (PFe)2

Tabela 3: Dados cristalograficos obtidos pelo refinamento da estrutura do complexo

Férmula empirica Ca2H48F12N6OsP2Ru2
Massa molecular 1208,94 g.mol*
Temperatura 150 K
Comprimento de onda de radi¢éo 0,71073 A
Sistema cristalino Ortorrébmbico
Grupo espacial Pbca

Dimensdes da cela unitaria

a=18.2949 (13) A
b =13.9856 (10) A
c=37.686 (3) A

Volume

9642.5 (12) A3

Z

8

Fonte: Autor.

Ja a tabela abaixo resume os comprimentos e angulos das ligagfes que
ocorrem na unidade [Ru20] e também nas liga¢cdes Ru-py e Ru-THIQ.

Tabela 4: Comprimentos e angulos das liga¢des da unidade [Ru20], Ru-py e Ru-THIQ.

Comprimento das ligacdes (A) Angulos de ligacéo (°)

O(1)—Ru(1) 1.865 (2)

Ru(1)—O(1)—Ru(2) | 121.77 (11)
O(1)—Ru(2) 1.867 (2)
N(1)—Ru(1) 2.151 (3) O(1)—Ru(1)—N(1) | 177.02 (10)
N(2)—Ru(1) 2.086 (3) O(1)—Ru(1)—N(2) 88.33 (10)
N(3)—Ru(1) 2.087 (3) O(1)—Ru(1)—N(3) 89.45 (10)
N(4)—Ru(2) 2.145 (3) O(1)—Ru(2—N(4) | 177.23 (11)
N(5)—Ru(2) 2.087 (3) O(1)—Ru(2)—N(5) 91.35 (10)
N(6)—Ru(2) 2.084 (3) O(1)—Ru(2)—N(6) 88.30 (10)

Fonte: Autor.

Os dados apresentados acima concordam com artigos encontrados na
literatura para complexos analogos. Esses artigos dizem que o angulo das
ligacdes Ru-O-Ru esta entre 120 e 125°, para o caso do complexo mostrado

nessa tese o angulo é de aproximadamente 122°,
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Uma outra informacao bastante importante diz respeito ao comprimento
das ligacdes dos ligantes THIQ a unidade [Ru20]. Como pode ser visto na tabela
4, tém-se duas ligacbes com comprimentos maiores (2.151 e 2.145 (A))
correspondente aos ligantes THIQ trans a ligagdo Ru-O. Os demais
comprimentos de ligacdo estdo relacionados aos ligantes piridinicos também
ligados aos atomos de ruténio (2,086, 2087, 2087 e 2,084 (A)).

5.3 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € bastante utilizada na caracterizacdo e
elucidacdo estrutural de diversas moléculas, incluindo compostos de
coordenacdo e organometalicos [146]]. Analises em equipamentos de alta
resolugdo, como o utilizado para a caracterizacdo do complexo mostrado nesta
tese, fornecem informacgdes importantes quanto a massa exata dos fragmentos
dos ions, é possivel a observacao da distribuicéo isotdpica caracteristica do ion
metalico presente no complexo e por fim, utilizando a separacédo da razdo m/z
(massa/carga) fica facil determinar a carga do ion ou fragmento observado [147]
[148].

A espectrometria de massas € uma ferramenta de confirmacdo quando se
tem dados de Raios-X. Como pode ser vista na figura 22, o complexo apresenta-
se com uma pureza bastante significativa pois observa-se basicamente um sinal
de m/z 1065,1278. Observa-se alguns outros picos pequenos que correspondem
a menos de 3 % em relagéo ao pico base.
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Figura 22: Espectro de massas do complexo [Ru20O(CH3COO)2(CsHsN)4(THIQ)2](PFe)a.
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Fonte: Autor.

O pico de 1065,1278 m/z esta relacionado ao ion
[Ru20(CH3CO0)2(CsHsN)4(THIQ)2]*(PFs). Observa-se a perda de um contra-ion
PFs.

Pela ampliacdo do pico 1065,1278 atribui-se como sendo +1 a carga deste
ion, uma vez que a diferenca entre os valores de m/z no padréo isotopico é de
uma unidade. Fato esse, que corrobora com o que ja foi dito anteriormente
através da andlise de Raios-X, para que o fragmento mostrado acima apresente
carga +1 cada um dos ions ruténios deve admitir carga 3*.

Outra informacé&o importante a respeito do espectro mostrado abaixo esta
relacionado a distribuicdo isotOpica caracteristica para dois atomos de ruténio,
gue apresenta sete is6topos (*®Ru(5.51%), ®Ru (1.87%), *°Ru (12.72%),°°Ru
(12.62%), °1Ru (17.07%),'%°Ru (31.61%) e %*Ru(18.58%)).
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Figura 23: Distribuig&o isotdpica obtida para o complexo
[RUzO(CH3COO)2(C5H5N)4(TH|Q)2](PF6)2_
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Fonte: Autor.

Seria interessante observar uma maior fragmentacdo do complexo
binuclear de ruténio. Esperava-se ver a perda dos ligantes, principalmente THIQ
gue estédo trans a ponte -oxo e se apresentam mais labeis que a piridina. Porém,
os dados mostrados acima foram adquiridos utilizando um potencial de voltagem
aplicada no capilar de 1500 V para que ndo houvesse colapso total do complexo.
Entretanto, quando se aumenta o potencial de voltagem aplicada para 2500 V, o
complexo se fragmenta na fonte, impossibilitando assim a analise.

Vale a pena destacar também que antes da purificacdo observou-se um
pico de baixa intensidade com m/z de 911,9047 atribuido ao complexo trinuclear
de ruténio com 3 ligantes piridinicos [RusO(CH3COO)s(CsHsN)s]*, mostrado na
figura 24. Mesmo ap0s o controle rigoroso de diversos parametros durante a
sintese a reacdo apresentou um baixo teor de impureza, felizmente apds a

purificacdo esse problema foi resolvido.
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Figura 24: Espectro de massas do complexo [Ru2O(CH3zCOQ)2(CsHsN)a(THIQ)2](PFe)2,
antes da purificagao.
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Fonte: Autor.

5.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear € uma técnica
amplamente empregada para determinacéo e elucidagao estrutural de moléculas
organicas e inorganicas, simples e complexas. Essa técnica fornece informacdes
importantes sobre o numero de &tomos magneticamente diferentes do isétopo
estudado em determinada molécula, nesse estudo foi realizado medidas de RMN
do H.

A condicdo basica para a andlise de um is6topo é que este apresente
propriedade de spin, ou seja, que apresente massa e/ou numero atémico impar.
A frequéncia da radiacao de radiofrequéncia absorvida pelo atomo de hidrogénio
é totalmente influenciada pelo ambiente quimico adjacente, ou seja, por elétrons
e nucleos proximos [149]. Usualmente, os espectros de RMN s&o ordenados em
termos do deslocamento quimico em parte por milhdo (ppm), com os valores
aumentando da direita para esquerda. Esse fato norteia a analise dos espectros,
uma vez que os prétons mais blindados estardo mais deslocados para direita e
menos blindados serdo encontrados mais a esquerda do espectro [149].

O efeito de blindagem esta intimamente relacionado a carga eletrénica

existente em torno do ndcleo de determinado atomo, que ao sofrer influéncia de
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um campo magnético tera seus elétrons em volta do nucleo forcados a girar na
direcéo oposta ao campo aplicado gerando o efeito de blindagem que apresenta
intensidade diretamente proporcional a densidade eletrénica em volta do ndcleo
[149]. Na auséncia de um campo magnético, todos os estados de spin
apresentam mesma energia.

As atribuicdes dos sinais de 'H foram feitas por comparacdes com
complexos analogos bem como o ligante livre, levando-se em consideracdo os
efeitos magnéticos presentes [3] [150] [151].

Sabe-se que o0s protons ligados diretamente a anéis aromaticos
apresentam maiores valores de deslocamento quimico, ou seja, se apresentam
menos blindados. Isso ocorre devido ao fendmeno chamado “efeito de corrente

de anel’. Esse efeito € muito conhecido e esta representado na figura abaixo:

Figura 25: Correntes de anel e linhas de forca induzidas para a molécula do benzeno.

Bo = Campo Aplicado
B; Bi= Campo Induzido

|lll-

Fonte: Adaptado [152].

Os elétrons © ndo estdo presos fortemente pelo nudcleo quando
comparados aos elétrons o, sendo os elétrons © mais livres para se moverem
em resposta a um campo magnético externo. Quando se aplica um campo
magnético (Bo) em uma molécula que apresenta elétrons n, estes passam a
circular de modo a gerar um campo magnético induzido (Bi), em reposta a
perturbacdo externa. Entdo, em fungcdo do campo magnético induzido, a regido
acima do anel sofre efeito de blindagem, visto que o campo magnético local é
contrario ao Bo. Por outro lado, na regido lateral do anel aromatico ocorre a

desblindagem, nesse casso 0 campo magnético local soma-se ao campo
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magnético externo. Deste modo, os protons aromaticos apresentam-se em
regides de campo baixo, na regido entre 7,0 e 9,0 ppm [153].

A sequir esta representada a molécula do complexo em andlise, figura 26,
destacando-se os hidrogénios que serdo atribuidos em cores diferentes, para
melhor elucidacdo. Em seguida o espectro de 'H-RMN do complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)a(THIQ)2]?*, é apresentado na figura 27.

Figura 26: Complexo [RuO(CH3sCOO)(py)a(THIQ)2]**, com destaque para os
hidrogénios em cores diferentes

Fonte: Autor.
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Figura 27: Espectro de *H-RMN (acima) e COSY (abaixo) do complexo
[Ru2O(CH3COO)2(py)4(THIQ),]?*, obtido de uma solugédo 102 M em acetonitrila-ds.
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Fonte: Autor.
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Devido ao efeito de corrente de anel observa-se, na regido compreendida
entre 7,0 e 9,0 ppm, deslocamentos quimicos caracteristicos de protons ligados
diretamente ao anel aromético.

Para o ligante THIQ, observa-se em 9,11 ppm um singleto bem definido
atribuido ao Ha" (em rosa). Em 9,04 ppm nota-se um dubleto, cuja integral é
2,00, relativo ao Ha (em azul escuro). Por fim, em 7,94 ppm identifica-se um
dubleto atribuido ao HB (azul claro) do ligante THIQ. Vale a pena ressaltar, que
a molécula apresenta um grupo de ponto Czy podendo considerar os dois ligantes
THIQ como equivalentes.

Em valores de deslocamentos quimicos menores observa-se um dubleto

em 3,37 atribuido aos Hu (em roxo) dos ligantes THIQ, em seguida pode-se

observar um dubleto em 3,00 ppm relativo aos Hy. Identifica-se também, um

quintupleto relativo a juncéo de dois tripletos dos He e Hb.

Prosseguindo-se a andlise, observa-se deslocamentos quimicos
caracteristicos de piridinas ligadas na posicéao cis a ponte p-oxo [154] [151] [150].
Em 7,62 ppm atribui-se um tripleto relacionado aos H* na posicdo —para,
representados pela cor marrom. Um dubleto é identificado em 7,55 ppm
atribuidos aos H*** (em laranja) na posi¢do —orto. Por fim, observa-se em 7,22
ppm um tripleto caracteristico de prétons (H**, representado pela cor verde
escura) na posicdo —meta do ligante piridinico. E valido destacar que essa
andlise permite concluir que as piridinas ndo estdo coordenadas na posicao
trans, pois teriam deslocamentos quimicos na regido entre 9,5 e 8,0 ppm [154].

Usando-se como referéncia os artigos mostrados no paragrafo acima,
pode-se caracterizar um singleto intenso, cuja integral foi definida com o valor de
6,0, referentes aos 6 prétons dos ligantes acetatos.

A tabela abaixo resume o que foi dito até agora.
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Tabela 5: Relagao entre os sinais do espectro de RMN e suas atribuicbes

[Ru20(CHsCOO)2(py)a(THIQ)2]?

_ _ Deslocamento quimico o
Hidrogénio Multiplicidade | Integracao
(Ppm)
a’ 9,11 Singleto 2,07
a 9,04 Dubleto 2,00
B 7,94 Dubleto 2,05
* 7,62 Tripleto 3,95
* 7,55 Dubleto 8,06
rkk 7,22 Tripleto 8,07
M 3,37 Dubleto 4,01
Y 3,00 Dubleto 3,90
€,0 2,03 Quintupleto 8,10
CHs 1,55 Singleto 6,00

Fonte: Autor.

A comparacao dos valores tabelados acima com os resultados obtidos
para o complexo [RusO(CHsCOO)s(THIQ)s]* € bastante interessante. Complexos
trinucleares de ruténio apresentam um fendmeno chamado de anisotropia
paramagnética. Esse fenbmeno ocorre devido a presenca de um elétron
desemparelhado — (3Ru®* + 10> = 3x5e” +1x2e” = 17e’) — que modifica as
propriedades magnéticas do sistema, deslocando os sinais de alguns
hidrogénios para campos mais altos ou mais baixos. Em contrapartida o
complexo  [Ru20(CH3COO)2(py)s(THIQ)2]>* ndo  apresenta  elétrons
desemparelhados, sendo assim diamagnético [155].

O efeito de anisotropia paramagnética gera um campo magnético através
da rotacao desse elétron desemparelhado que interage com o campo magnético
aumentando-o ou diminuindo-o. Esse efeito esta diretamente relacionado a
distancia ao nucleo paramagnético e posicdo angular, entdo, nucleos mais
proximos sentem mais o efeito do elétron desemparelhado frente a nlcleos mais
afastados [155] [156].
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Pelo motivo explicado acima, os deslocamentos quimicos dos protons dos
acetatos e dos ligantes THIQ séo bastantes diferentes dos apresentados para o

complexo binuclear analogo, esses valores sdo mostrados na tabela abaixo.

Tabela 6: Comparacao entro os deslocamentos quimicos dos complexos
[RUzO(CHsCOO)z(py)4(TH|Q)2]2+ e [RUzO(CH3COO)6(TH|Q)3]+.

Hidrogénio [Ru20O(CHsCOO)2(py)a(THIQ)2]?* [Ru20(CHsCOO)s(THIQ)a]*
ar - ~a4#4

9,11 -0,16

a 9,04 0,12

B 7,94 5,89

U 3,37 1,46

Y 3,00 1,74
£,0 2,03 1,39 e 3,93
CHs 1,55 4,35

Fonte: Autor e adaptado [3].

Como pode ser visto, 0s hidrogénios mais préximos ao nucleo [RuzOJ*, a
e a’, sdo os que sofrem uma maior influéncia da anisotropia paramagnética e
por isso seus deslocamentos quimicos encontram-se bastante deslocados para
regides de baixo ppm. A diferenga entre os deslocamentos quimicos dos prétons
dos dois complexos diminui conforme os prétons estdo localizados mais
afastados do centro [RuszO]*.

A partir da comparacao entre o complexo binuclear e trinuclear pode-se
concluir que ndo ha sinais com intensidades significativas no espectro mostrado
na figura 27 que pudessem ser atribuidos a presenca de um complexo trinuclear

como contaminante.
5.5 Espectroscopia Eletronica

Geralmente, complexos formados entre dois ions metalicos ruténio unidos
por uma ponte p-oxo, apresentam diagrama de orbitais moleculares construido
em relac&o a contribuicdo dos orbitais dn dos ions ruténio e prt do &nion oxido.
Os dois ions Ru®* (d®) contribuem com 10 elétrons, cada um exibindo um
ambiente pseudo-octaédrico [157]. Weaver e colaboradores [158] propuseram
um diagrama de orbitais moleculares geral para este tipo de compostos, mais

especificamente para o complexo linear [ClsRu-O-RuCls]°.
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Figura 28: Esquema qualitativo dos orbitais moleculares para as interacées Ru-O-Ru.
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Fonte: Adaptado de [158].

A forte interacdo dn(Ru)-pn(u-O) que envolve os orbitais Rudxz € P-Opx,
perpendiculares ao plano do nucleo Ruz(u-0), forma o orbital ligante =1, 0 orbital
nao-ligante n2 e o orbital antiligante m2* . As intera¢des no plano entre os orbitais
u-Opy € Rugyz S&0 mais fracas e produzem o orbital ligante r2, 0 orbital ndo-ligante
ni1 e o orbital antiligane m* O orbital dxy puro do metal permanece
essencialmente nao-ligante (n) no complexo. Essas interagdes estdo resumidas
na figura 29. Visto isso, esses compostos exibem uma banda de absorcao tipica
entre 580-600 nm atribuida a uma transi¢éo de transferéncia de carga centrada
no metal envolvendo orbitais dn(Ru) e pr(u-O) (n1 —m2* or n2 —m2*) [135] [159]
[150] [160] [154].
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Figura 29: Esquema qualitativo dos orbitais moleculares envolvidos nas interacbes
entre Ru(dn)-O-(pr) em relagdo a formacgéo curvada da unidade Ru-O-Ru.
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Fonte: Autor.

Comparando-se o exemplo linear [ClsRu-O-RuCls]® com a classe de
complexos [Ru20(CH3COO)2]", percebe-se diferencas importantes quanto a
conformacao curvada da ligagdo Ru-O-Ru com um angulo de aproximadamente
122° como mostrado pela analise de Raios-X e a presenca das pontes de
acetato. A contribuicdo entre as misturas orbitais dn dos metais e dos orbitais
dos ligantes acetatos € negligenciada pois € considerada pequena demais para
ser relevante. De fato, um trabalho recente focado na modelagem DFT desta
classe de complexos ndo mostrou contribuicéo significativa dos ligantes acetatos
nos orbitais HOMO e LUMO. Mesmo para 0s niveis baixos, a contribuicao
maxima desses ligantes € de cerca de 20 %, para os niveis mais altos essa
contribuicdo chega a ser menor que 4 % [159].

Em relacdo a conformacdo curvada, trabalhos descritos na literatura
simplesmente adotaram um paralelismo entre a estrutura eletrénica de uma
unidade linear e curvada [Ru20], com angulo de ligacdo Ru-O-Ru préximo de
90°, apesar de uma enorme quantidade de dados cristalograficos sobre os

compostos [Ru20(CH3COO)z] mostrando que o angulo da ligacdo Ru-O-Ru esta
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entre 120 e 125°. A ressalva a ser feita nesse ponto é que o esquema de Orbitais
Moleculares, como mostrado na figura 29, considera dois orbitais p puros do
oxigénio interagindo com os orbitais d dos ions metélicos ruténio. No entanto,
para fornecer um angulo de Ru-O-Ru entre 120° e 125°, é preciso considerar o
anion 6xido com uma hibridizacdo sp? [159] [161] [162]. Neste caso, havera
exclusivamente um orbital p puro disponivel para interagir e dois elétrons a
menos para preencher o diagrama de orbital molecular resultante. Portanto,
conclui-se que, embora este esquema qualitativo de OM pareca funcionar
corretamente para atribuir 0 espectro eletrdbnico de compostos
[Ru20(CH3COO)2], ele deve ser usado com cautela.

Feito essa ressalva, a figura abaixo mostra os espectros eletronicos do
complexo [Ru20(CH3COO)2(py)s(THIQ)2](PFe)2 apdés a purificagdo por
cromatografia em coluna (em preto) e [Ru2O(CHsCOO)2(S)e]>* onde S sdo

moléculas do solvente (em vermelho).

Figura 30: Espectro eletronico para o os complexos
[RUzO(CHaCOO)z(py)4(TH|Q)2](PF6)2 (em preto) e [RUQO(CHgCOO)z(S)e]2+ (em

vermelho), em acetonitrila.
08

— [Ru,0(CH,COO0),(py),(THIQ),I(PF,),
_— [Ru20(CH3COO)2(S)6]2+

Absorbancia (u.a.)

0,0

T T T T
400 600 800
Comprimento de ondam (hm)

Fonte: Autor.

Durante o inicio da reacdo com a formacao da unidade [Ru20], observa-
se uma banda caracteristica em 508 nm relacionada as transicdes entre 0s
orbitais n1—m2* ou n2—n2*. Nesta fase, a solugédo apresenta-se vermelha escura.
Ao adicionar o ligante piridinico e o THIQ, a banda em 508 nm é deslocada para

uma regido de menor energia (585 nm). De acordo com Abe e colaboradores
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[150], sabe-se que a unidade [Ru20] é um doador de elétrons n pobre e, pelo
menos para o caso em que os ligantes auxiliares sdo CN-, o nicleo metalico atua
como um receptor r acido. Assim, a mudanca para uma regido de menor energia
pode ser explicada pelo fato dos ligantes que sao o-doadores, tanto a piridina
guanto o THIQ, estarem doando densidade eletrénica a unidade [Ruz20],
desestabilizando o orbital m1* aumentando entéo a repulséo intereletronica entre
este o orbital e o orbital anterior preenchido (nz), reduzindo a diferenca de
energia entre os orbitais m1* e n2*. Em termos de atribuicdo, a forte banda
observada em 585 nm esté relacionada a transicdo de transferéncia de carga
que ocorre predominantemente dentro da unidade [Ru20], entre um orbital n1 ou
nz ocupado e um orbital ©* vazio [151] [96].

A regido abaixo de 400 nm é dominada pelas transicdes de TCLM e IL
(TCLM- transicdo de transferéncia de carga ligante metal e IL — transicé&o
intraligante ou n-n*). A tabela abaixo traz a atribuicio das bandas deste

complexo.

Tabela 7: Atribuicdes tentativas das transicdes observadas no espectro UV-vis do
complexo [Ru2O(CH3COO)(py)4(THIQ).](PFé)-.

Amax (nm) | log € (mol*L*cm) Atribuicéo

244 4,23 Intraligante (IL)
TCLM
283 4,04
THIQ 2>[Ruz20]
TCLM
325 4,02
py-> [Ru20]
585 3,70 Intra [Ru20]

Fonte: Autor.

De modo geral a maioria dos artigos de complexos binucleares de ruténio
com ponte p-oxo descreve as transi¢cdes na regiao de 350 nm e 250 nm como
transicbes de transferéncia de carga metal ligante (TCML) [96] [98] [151] [151],
Porém, quando se considera o fato da unidade [Ru20], com dois ions ruténio no
estado de oxidacdo +3, possuir um carater n-doador de elétrons pobre,
associado aos ligantes serem o-doadores, espera-se que essas bandas sejam
atribuidas a transicées de transferéncia de carga ligante metal (TCLM). Entéo,

baseando-se no trabalho de Masuda e colaboradores [163] e na explicacao
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descrita acima para esse trabalho assume-se que a transicdo de transferéncia
de carga ocorre do ligante para o metal. A banda em 283 nm esta associada a
transicdo de transferéncia de carga dos ligantes THIQ a unidade [Ru20],
enguanto a banda em 325 nm esta associada a TCLM das piridinas a unidade
[Ru20].

A atribuicdo mostrada acima foi feita baseando-se no fato de que as
bandas de transferéncia de carga envolvem o mesmo nivel metélico e niveis «
cheios dos ligantes piridinicos. De modo geral, por que a conjugag¢do é maior
devido ao sistema n-estendido do ligante THIQ em comparag¢do com a piridina,
os niveis © do THIQ devem ser mais estabilizados do que os niveis 1 da piridina.
Entdo a diferenca de energia n ligante-metal é maior para THIQ do que para
piridina, por isso a transicdo em 283 (maior energia) € atribuida ao THIQ e a de
menor energia para a piridina.

Por fim, a banda 244 nm estd relacionada a uma transicdo de
transferéncia de carga centrada apenas nos ligantes (n-n* (IL)).

E interessante ressaltar que antes da purificacdo, observa-se uma banda
com maximo na regiao de 585 nm, porém ocorre absor¢cao na regiao de 700 nm,
como mostrado na figura 31.

Figura 31: Espectro eletrénico do [Ru2O(CH3COO)2(py)a(THIQ).](PFs)2 antes
purificacdo, em acetonitrila.

0,2

‘ [Ru,0(CH,COO0),(py),(THIQ),I(PF,), - antes purificagdo

Absorbéancia (u.a.)
°
=
1

0,0

T T T T T T
500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor.

A partir da literatura e do que ja foi discutido neste texto, sabe-se que

espécies [Ru20] sado precursoras dos acetatos trinucleares [RuzO][135] [164]. As
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Amax (nm)

espécies trinucleares, por sua vez, apresentam a transicao interna da unidade
[RusO] entre 600 e 700 nm. Assim, a presenca de uma mistura de [Ruz0] e
[RusO] explicaria a ocorréncia do ombro observado. Mesmo com o controle
rigoroso da temperatura bem como o tempo de reacdo, um pouco do equilibrio
€ deslocado em direcdo da formacdo de complexos trinucleares. No entanto, a
purificacdo se mostrou eficaz e tem-se como produto final complexo binuclear
com pureza adequada.

Complexos trinucleares de ruténio apresentam uma banda caracteristica
em aproximadamente 700 nm atribuida a formag&o da unidade [RusO], chamada
de transicdo intracluster (IC). Em relacdo a banda caracteristica da unidade
[Ru20] (585 nm) tem-se um deslocamento para regido de menor energia. Isso
ocorre, pois, a unidade [RusO] apresenta uma menor diferenca de energia entre
os orbitais HOMO e LUMO, necessitando assim de uma menor energia para
promocao do elétron desemparelhado para um nivel mais energético.

As demais bandas atribuidas nao sofrem alteracdes significativas, como
pode ser visto na tabela comparativa abaixo.

Tabela 8: Comparacéo e atribuicbes tentativas das transicoes observadas no espectro
UV-vis do complexo [Ru2O(CH3COO)(py)4(THIQ)2](PFe)2 €

[RuzO(CH3COO)2(THIQ)3](PFe)

log € log €

Atribuicao Amax (Nm)

(mol-2Ltcm)

(mol-2Ltcm)

Atribuicéo

[Ru20(CH3sCOO)2(py)a(THIQ)2] (PFe)2 [RusO(CH3COO)s(THIQ)s] (PFe)
244 4,23 Intraligante (IL) 240 4,33 Intraligante (IL)
Transferéncia
TCLM de Carga do
283 4,04 283 4,31
THIQ 2>[Ruz20] Cluster para o
Ligante (TCCL)
TCLM
325 4,02 - - -
py-> [Ruz20]
585 3,70 Intra [Ru20] 693 3,82 IC

Fonte: Autor.
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5.6 Espectroscopia vibracional na regidao do

infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, técnica baseada
na Lei de Hooke, é uma poderosa ferramenta frente a caracterizacdo estrutural
de determinada molécula de interesse. E amplamente utilizada na andlise de
varios compostos, inorganicos e organicos, fornecendo informacdes sobre a
presencga de grupos funcionais nas estruturas devido a interacdo dos atomos ou
moléculas frente a radiacdo eletromagnética em um processo de vibracdo
molecular. A absorcao de fétons da radiacao eletromagnética incidente por uma
molécula, a promove a um estado vibracional excitado, fazendo com que atomos
e/ou grupos de atomos dessa molécula viborem com amplitude aumentada ao
redor das ligagcbes que 0s une, sendo possivel quantizar esse processo e
analisar os movimentos rotacionais e vibracionais desses atomos e/ou grupo de
atomos.

A primeira informagdo importante retirada do espectro vibracional
mostrada na figura 33, diz respeito aos estiramentos relativos aos carboxilatos
coordenados aos atomos metalicos de ruténio.

Sabe- se que em 1725 cm temos o estiramento referente ao carboxilato
nao coordenado, v(COOH), do acido carboxilico. Esse estiramento bem
caracteristico ndo € observado no espectro apresentado na figura 33, mostrando
gue a purificacdo foi eficiente e eliminou-se totalmente o acido acético em
excesso. Outro ponto interessante, ainda relacionado aos carboxilatos, é
pertinente ao modo de coordenacdo deste aos atomos metalicos centrais. Ha
trés tipos principais de coordenacdo: monodentado, bidentado em ponte ou

guelato bidentado, como mostrado na figura abaixo.

Figura 32: Modos de coordenacao do ion carboxilato.

O—Ru

—

O——Ru O——Ru

Monodentado Bidentado em ponte Quelato bidentado

Fonte: Adaptado [165]

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Pagina 103



Quando coordenado ao metal ou metais, o ion carboxilato apresenta dois
modos vibracionais distintos. Segundo a literatura, para complexos binucleares
de ruténio com ponte p-oxo e ligantes carboxilatos [98], na regido entre 1648 —
1550 cm tem-se 0 estiramento assimétrico  (Vascoo)) e entre 1450 — 1401 cm
1 0 estiramento simétrico (Uscoo).

Segundo Nakamoto [165], quando Av = [Uas(coo’) - Us(coo)] for maior que
164 cm? tém-se carboxilatos monodentados, jA os carboxilatos quelatos
bidentados apresentam valores de Avcooymenor que 164 cm. Os carboxilatos
ibnicos e os bidentados em ponte apresentam Av(cooy em torno de 164cm™.

O espectro vibracional do complexo
[Ru20(CH3COQO)2(CsHsN)4(CoH11N)2](PFe)2, apresentado na figura 33, mostra
em 1613 cm! um banda de intensidade mediana atribuida ao estiramento
assimétrico do acetato e em 1435 cm observa-se uma banda intensa atribuida
ao estiramento simétrico do acetato. Entéo, a diferenca entre esses estiramentos
(Av= 1613 — 1435 = 178 cm™) nesse caso € maior que 164 cm™? e, segundo
Nakamoto, o carboxilato estaria ligado aos ions ruténio de modo monodentado.
No entanto, resgatando o que foi apresentado na espectrometria de massas e
medidas de Raios-X, vé-se que o0 modo de coordenacédo do carboxilato aos ions
ruténios € bidentado em ponte.

No entanto, esse “nimero magico” proposto por Nakamoto, com valor de
164 cm™, é um nimero genérico que nédo leva em consideracdo o(s) metal(ais)
onde ocorre a coordenacao do carboxilato. A simples mudanca do estado de
oxidacdo de um mesmo metal, pode (e vai) mudar o comprimento de ligacdo
entre esse metal e oxigénio do ion carboxilato. Essa variagdo de tamanho de
ligacdo, mesmo que pequena, ird mudar a intensidade da vibracéo dessa ligacdo
guando houver absorcdo da radiacdo, e consequentemente havera
deslocamentos, quanto ao nimero de onda dessas bandas.

Para o complexo analogo usado comparativamente para o0
desenvolvimento dessa tese, [RuzsO(CH3COOQO)s(THIQ)z](PFs), complexo este
muito bem caracterizado, mostra-se carboxilatos coordenados aos metais de
forma bidentada em ponte, com um valor de Av = 189 cm, muito préximo do
valor obtido aqui. Entéo, arrisco-me a dizer que Av é particular para cada metal

e deve ser analisada caso a caso [166].
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Continuando a andlise, a banda de estiramento do anion PFe, usado
como contra-ion, na regido de 840 cm' é observada. Em geral, este anion
apresenta simetria octaédrica (Oh) e seis modos normais de vibracdo, mas
apenas trés estdo ativos na regido IV [167]. Os modos vibracionais do anion
estdo destacados com um *.

Figura 33: Espectro de infravermelho do complexo
[Ru20(CH3COO0)2(CsHsN)4(CeH11N)2](PFs)2 obtido em pastilha de KBr, na regiao de
4000 - 400 cm™. As bandas marcadas pelo (*) referem-se as vibracdes do PFs

100

Transmitancia (%)

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Fonte: Autor.

Observa-se ainda bandas relativas aos ligantes periféricos, 5,6,7,8
tetraidroisoquinolina e piridina. Por terem estruturas muito parecidas € inviavel
tentar fazer a distingdo entre as bandas de um ou outro ligante. Entédo, as
principais bandas atribuidas aos ligantes periféricos sédo: v(C-H) do anel
saturado, na regido de 3000 — 2800 cm™, v(C=C) anel aromatico, na regido de
1500 cmt; dip(=C-H) anel aromatico, entre 1300 — 1000 cm, como mostradas
na tabela abaixo.

E possivel observar também uma banda de intensidade mediana
relacionada ao estiramento assimétrico da ligacdo Ru-O-Ru em 770 cm™.

Comparando-se as atribuicbes do complexo andlogo ao complexo em
estudo aqui, observa-se de um modo geral bandas localizadas nos mesmos
lugares, com pouca ou nenhuma variagdo. A banda em 770 cm ndo aparece

para o complexo trinuclear de ruténio, como esperado, visto que essa banda é
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relativa a unidade [Ru20]. Muito provavelmente a banda relativa a unidade
[RusO], por possuir uma massa reduzida elevada, encontra-se em numeros de

onda menores que 400 cm, que é o limite de deteccdo do equipamento.

Tabela 9: Atribuicao tentativa das bandas do complexo
[Ru20(CH3COO0)2(py)a(THIQ)2](PFs)2 € comparacdo ao complexo analogo
[RusO(CH3COO)s(THIQ)3](PFe).

[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2] (PFe)2 = [RuzO(CH3COO)s(THIQ)3](PFe)

Numero de onda (cm 1) Atribuicao
2938m e 2860m 2936m e 2862m 0(C-H) anel saturado
Vas(COO") acetato
1613m 1616m _
bidentado em ponte
0(C=C) anel
1558br e 1496br 1556br e 1496m .
aromético
0s(COO) acetato
1435s 1427s _
bidentado em ponte
1290w, 1244w, 1200w, Oip(=C-H) anel
1282w, 1216w, 1170w e 1076w .
1170w e1080w aromatico
770m - Vas(Ru20) [98]
Ooop(=C-H) anel
- 708w e 620w o
aromatico

m=medium, intensidade média; br=branched, ramificado; s=strong, muito intensa; w=weak, pouco
intensa; &p= in plane, deformag&o angular no plano; &.0,= out of plane, deformacéo angular fora
do plano; vs= estiramento simétrico. v.s= estiramento assimétrico.
Fonte: Autor e adaptada [3].

5.7 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica, como apresentada a seguir, € uma técnica muito
importante para investigacdo do comportamento eletroquimico de complexos
binucleares de ruténio, sobretudo no estudo de seus processos oxidativos e
redutivos.

A voltametria ciclica foi realizada em acetontrila previamente seca, por
trés principais motivos: primeiramente a solubilidade do complexo é alta nesse
solvente, o que facilita a medida; além disso a janela de trabalho da acetronilia

€ grande, indo de 2,0 a -2,0 V vs EPH, aproximadamente; por fim, o estudo
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cinético de troca de ligantes, que sera discutido adiante, mostra que o complexo
apresenta grande estabilidade frente a esse solvente, ndo havendo substituicdo
dos ligantes trans a ponte p-oxo por moléculas do solvente no tempo e
temperatura em que foi realizado o experimento.

Muitos processos biolégicos importantes ocorrem a partir de reacfes de
transferéncia de elétrons. Por esse motivo € de muita valia o estudo desse
comportamento para complexos com possivel acao farmacolégica [168].

Estudos descritos na literatura para complexos binucleares de ruténio com
ponte p-oxo mostram diferentes perfis nos voltamogramas. De modo geral, o
comportamento eletroquimico mais observado apresenta 3 processos
monoeletrénicos  reversiveis atribuidos aos processos  sequenciais
RU'RURU"RU", RU'"RU"RU"RU" e Ru"Ru"/Ru"Ruv [169] [170] [171]. Ha&
artigos que mostram a existéncia de apenas dois processos monoeletronicos,
sendo um reversivel e um irreversivel [172]. H& ainda sistemas mais complexos,
como descrito por Doppelt e Meyer [173], o complexo
[(bpy)2(py)RuORU"(H20)(bpy)2]** em que a reducéo é um processo bieletrdnico
seguido de um rearranjo estrutural com clivagem da estrutura em ponte e
formacdo de dois equivalentes complexos mononucleares de ruténio.

A  figura 34 mostra o0  voltamograma  do complexo
[Ru20(CHsCOO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 em diferentes velocidades de varredura. A
partir desses voltamogramas observa-se dois processos reversiveis
monoeletronicos  atribuidos aos pares redox RuVRuU"/Ru'"Ru" e
Ru"Ru"/Ru"Ru" [159] [172]. O processo ser reversivel refere-se a cinética de
transferéncia de elétrons entre o eletrodo e o complexo em estudo. Quando a
barreira de transferéncia de elétrons € baixa, o equilibrio de Nernst é
estabelecido imediatamente apds qualquer mudanca no potencial aplicado, ou
seja, sdo processos rapidos. Em contraste, quando a barreira de transferéncia
de elétrons é alta, tem-se um processo irreversivel. Neste caso as reacoes de
transferéncia de elétrons sao lentas e sdo necessarios potenciais mais negativos
(positivos) para observar as reacdes de reducédo (oxidagdo), dando origem a

maiores Ei.
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Os processos estdo mostrados no esquema abaixo:

[Ru"Ru™(u-O)(CH3COO0)2(py)4(THIQ):**+ e =

[Ru"Ru"(u-O)(CH3COO0)2(py)4(THIQ)2]?*
[RU"RU"(u-O)(CH3COO)2(py)4(THIQ)2)? + e =
[RU"Ru"(u-O)(CH3COO)2(py)4(THIQ)2]*

Figura 34: Voltamograma ciclico do complexo [Ru2O(CH3sCOO)2(py)4(THIQ)2] em
acetonitrlia, solugéo 0,1 mol L'* hexafluorofosfato de aménio a temperatura ambiente.

6 J——200mv ~
100 mv /
—50 mv ‘/'
4 - 20 mv
24 anddico
<
3
= 0
=
<
o -
5 -2+ catodico
O

-4

-6 -

_025 0:0 0:5 1:0
Potencial, E/V vs (Ag/AgCI /KCI )

Fonte: Autor.
A tabela abaixo traz os valores de Ei2 para esse complexo.

Tabela 10: Valores de E1,; para o complexo [Ru2O(CH3sCOO)2(py)a(THIQ)2](PFe)-

‘ Ei2 (V vs Ag/AgCl)
Ru"Ru"/Ru"Ru" -0,42
Ru"Ru"/RuRu" 1,01

Fonte: Autor.

Foram realizadas também varreduras apenas no sentido positivo e
apenas no sentido negativo e em todos 0s casos houve o aparecimento do

mesmo perfil, indicando entdo que os processos redox apresentados pelo
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complexo sdo totalmente independentes. Além disso, fixou-se uma velocidade
de varredura e realizou-se 20 ciclos, ap0s nao se observou nenhuma diferenca
gualitativa nos voltamogramas, indicando que o potencial aplicado ndo forma
uma outra espécie quimica, sobretudo ndo ouve perda ou troca dos ligantes na

posi¢cdo trans a ponte U-0xo.

5.8 Cinética de troca de ligantes

Complexos binucleares de ruténio com ponte p-0xo apresentam uma
caracteristica interessante quando se estuda o comportamento dos ligantes
coordenados na posi¢ao trans a ponte p-oxo, o chamado efeito trans.

Esse efeito ocorre quando um atomo com determinada
eletronegatividade, nesse caso o0 oxigénio, ligado ao metal exerce uma influéncia
pronunciada sobre a ligacdo metal-ligante aumentando a labilidade, sobretudo,
dos ligantes trans a essa ligagcédo [174] [175]. De uma maneira mais sucinta o
efeito trans foi definido como “efeito de um grupo (ligante) coordenado na taxa
de reacdo de substituicdo dos ligantes trans a ele mesmo” [174]. Trata-se,
portanto, de um efeito cinético. Nessa sec¢do serdo mostrados estudos cinéticos
de trocas de ligantes em diferentes temperaturas e solventes. Para isso, foram
realizados experimentos de Uv-Vis, HPLC e RMN.

Primeiramente foram realizados experimentos testes em 3 diferentes
solventes (acetonitrila, metanol e 4gua) e um quarto experimento teste foi
realizado utilizando um grande excesso de piridina, para garantir que todos os
testes sejam de pseudo-primeira ordem, esses experimentos foram realizados a
37 °C. O objetivo principal foi inferir por qual mecanismo esta ocorrendo a troca
dos ligantes THIQ por moléculas do solvente e piridina e também para selecionar
os ligantes (acentonitrila, metanol, &gua e piridina) com maior capacidade de se
coordenar na posi¢ao trans a ponte P-0xo, ou seja, substituir o ligante THIQ e

aprofundar esse estudo. As figuras 35 a 38 mostram os resultados obtidos.
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Figura 35: Espectro eletrbnico para o experimento teste de troca do(s) ligante(s) THIQ
a partir do complexo [Ru2O(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 (6,40 x10° mol.L?) em

acetonitrila, a 37 °C.
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Fonte: Autor.

Figura 36: Espectro eletrénico para o experimento teste de troca do(s) ligante(s) THIQ
a partir do complexo [Ru2O(CHsCOO)(py)a(THIQ)2](PFe)2 (1,16 x10* mol.L?) pela
piridina em acetonitrila, a 37 °C.
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Figura 37: Espectro eletrbnico para o experimento teste de troca do(s) ligante(s) THIQ
a partir do complexo [Ru,O(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 (1,06 x10™* mol.L ) em

metanol, a 37 °C.
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Figura 38: Espectro eletronico para o experimento teste de troca do(s) ligante(s) THIQ
a partir do complexo [Ru,O(CHsCOO),(py)a(THIQ)2](PFe)2 (1,16 X104 mol.L'Y) em &gua,

a 37 °C.
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Os resultados experimentais mostrados na figura 35 foram realizados

adicionando-se 3,0 ml de acetonitrila em uma cubeta e em seguida adicionou o
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complexo obtendo-se uma concentracéo final de 6,40 x10* mol.L. A cubeta foi
mantida fechada durante todo o experimento e sob temperatura de 37 °C.
Espectros de absorcdo foram registrados de forma automatica de 20 em 20
minutos.

Como pode ser visto, ndo ha diferencas significativas nos espectros de
absorcéao do complexo apds 12 horas de experimento. Observa-se uma pequena
variacao na intensidade da absorcéo da banda na regido de 585 nm, porém, isto
esta relacionado a uma pequena flutuagéo na linha da base. Quando se compara
0 primeiro espectro de absorcao obtido para o tempo zero tem-se um méaximo de
banda em 584 nm, o ultimo espectro obtido, em 720 minutos, apresenta um
maximo em 582 nm. Esse deslocamento de apenas 2 nm ndo pode ser
considerado e nem discutido em termos de mudanca de perfil espectral, pois
esta embutido no erro do equipamento.

Visto a boa solubilidade e que o complexo se mostrou inerte em
acetonitrila ap6s 12 horas a 37 °C, ou seja, ndo houve indicios de que os ligantes
THIQ trans a ponte p-oxo foram substituidos por moléculas de acetonitrila em
até 12 horas, utilizou-se esse mesmo solvente para realizar o experimento teste
envolvendo a piridina. O procedimento foi 0 mesmo descrito acima, porém
adicionou-se um excesso de 200 vezes de piridina em relacdo ao numero de
mols de complexo (1,33 x10* mol.L?).

A figura 36 mostra os espectros obtidos para essa analise. Mais uma vez
nao foi observado mudancas espectrais significativas que sugerissem a
formacdo de um novo complexo com os ligantes piridinicos na posicdo antes
ocupada pelos ligantes THIQ. O espectro eletrdnico inicial apresenta um maximo
de banda em 581 nm e o espectro no tempo de 720 minutos apresenta um
maximo de banda em 583 nm, uma variacdo nao significativa. Na regido de
menores comprimentos de onda observa-se uma mudanca espectral, porém
esta relacionada apenas ao grande excesso de piridina no meio.

A figura 37 traz os resultados obtidos para o experimento realizado
utilizando-se 3,0 ml de metanol adicionados a uma cubeta e uma concentracao
final de complexo de 1,06 x10* mol.L* a 37 °C. Vale a pena ressaltar que a
solubilidade do complexo [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 € baixa em

metanol, por esse motivo solubilizou-se o complexo em acetonitrila e em seguida
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transferiu-se para a cubeta contendo metanol (2,0 % de acetonitrila em metanol
vIV).

Em contraste com os resultados mostrados até agora, quando se utilizou
como solvente o metanol percebeu-se claramente um deslocamento
hipsocrémico. O primeiro espectro obtido no tempo zero apresenta um maximo
de banda em 585 nm, ao final do experimento esse maximo de banda desloca-
se para 572 nm, sugerindo que esta de fato ocorrendo a troca do ligante THIQ
por moléculas de metanol. A solucdo inicialmente se apresentava azul e ao
término do experimento apresenta-se esverdeada.

Por fim, tém-se os resultados obtidos para o experimento realizado em
agua. O complexo também nédo apresenta uma boa solubilidade em agua, por
esse motivo solubilizou-se o complexo [Ru20(CHsCOO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 em
acetonitrila (2,0 % de acetonitrila em agua v/v) e transferiu-se para a cubeta
contendo 3,0 ml de agua. Nesse caso a concentracéo final do complexo foi de
1,16 x10* mol.L, a cubeta foi mantida fechada durante todo o experimento, a
temperatura também foi mantida em 37 °C e o0s espectros adquiridos
automaticamente de 20 em 20 minutos.

A andlise da figura 38 mostra um deslocamento hipsocrémico
pronunciado. O primeiro espectro adquirido apresenta maximo de banda em 581
nm, apds 860 minutos esse maximo avanc¢a para 557 nm, um deslocamento de
guase 25 nm. Ha fortes indicios de que a &gua apresenta capacidade de
substituir 0S ligantes THIQ formando 0 complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)2](PFs)2. A solugéo inicialmente se apresentava azul
e ao término do experimento apresenta-se roxa.

De modo sucinto, os resultados mostraram que a agua apresenta uma
capacidade de substituir os ligantes THIQ consideravelmente mais alta que os
demais solventes, em seguida vem o metanol. Para a piridina e acetonitrila ndo
se observa essa capacidade.

Os experimentos descritos acima permitem a seguinte conclusédo: a
acetonitrila e a piridina tem em comum o fato de se coordenarem a unidade
[Ru20] através do azoto enquanto metanol e agua se coordenam atraves do
atomo de oxigénio. E consolidado que o atomo de oxigénio é mais eletronegativo

gue o nitrogénio, e lembrando-se que a unidade [Ruz0] é acida, é totalmente
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esperado que a ligacdo do oxigénio a esse centro seja favorecida para atomos
mais eletronegativos, explicando os resultados obtidos anteriormente.

Além disso, sabe-se que a unidade [Ru20] é formada por dois atomos de
ruténio no estado de oxidagao +3, considerados &cidos duros. Entre 0s solventes
utilizados sabe-se que a agua e o metanol apresentam uma maior dureza
guando comparados a piridina e acetonitrila. Consultando-se qualquer livro de
guimica da graduacao sabe-se que acidos duros preferem se ligar a bases duras
e acidos moles preferem se ligar a bases moles. Esse comportamento é
observado nos experimentos acima, onde a unidade [Ru20] tem preferéncia em
se ligar as bases duras (dgua e metanol) ao invés de manter o THIQ coordenado,
havendo entdo a troca dos ligantes trans a ponte p-oxo por moléculas de agua e
metanol.

Ainda, sabe-se que o pKa do ligante THIQ é 7,0, enquanto o pKa da
piridina € 5,1. O THIQ apresenta um carater menos acido quando comparado a
piridina. A unidade [Ru20] apresenta um carater acido significativo, tendo uma
maior afinidade por ligantes doadores de elétrons. Entdo, o THIQ apresenta uma
maior capacidade de doacdo de densidade eletronica que estabiliza melhor a
unidade [Ru20] e consequentemente a ligacao [Ru20]-THIQ é favorecida quando
comparada a ligagéo [Ru20]-piridina. Por esse motivo ndo se observa variagoes
espectrais, mesmo em um grande excesso de piridina. A troca dos ligantes é
energeticamente desfavoravel.

Uma outra informacé&o importante diz respeito a natureza dos ligantes que
substituem o THIQ. Como pode ser visto pelos resultados acima diferentes
ligantes apresentam diferentes comportamentos frente a substituicdo dos
ligantes THIQ. Essa informac@o € um forte indicio de que o mecanismo de
substituicdo é do tipo associativo, uma vez que a natureza do ligante de entrada
determina a velocidade de substituicdo dos ligantes THIQ. Os ligantes de entrada
se coordenam ao complexo binuclear de ruténio e s6 apds ocorre a saida do
ligante THIQ.

Como mencionado acima, o complexo metalico apresenta uma 6étima
solubilidade em acetonitrila e por isso este € o solvente utilizado para
solubilizacdo do composto em todos 0s experimentos. Visto isso, realizou-se um

experimento através do RMN que mostra a estabilidade desse complexo em

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Pagina 114



acetonitrila, com o intuito de eliminar o viés de que a substituicdo dos ligantes
THIQ pudessem estar ocorrendo no momento do preparo da amostra.

Dados apresentados nos espectros de *H-RMN abaixo, mostram que em
até 1 hora do complexo em acetonitrila ndo se observa os picos assinalados nos
demais espectros. Entdo, pode-se concluir que o preparo dos experimentos em
acetonitrila ndo acarretara mudancas significativas que impactardo os estudos
em metanol e agua.

Além disso, 0os demais espectros mostram o aparecimento de trés novos

picos. Os picos assinalados por ¢ foram atribuidos aos deslocamentos quimicos

caracteristicos dos hidrogénios a” (8,21 ppm) e a (8,19 ppm) do ligante THIQ
guando livre.

Uma informagdo bastante importante est4 relacionada ao né&o
aparecimento de um pico em aproximadamente 8,6 ppm, este pico é bastante
caracteristico de piridinas livres [150]. Ha também o aparecimento de um singleto
assinalado por * gue néao foi possivel sua atribuicéo

Os dois paragrafos apresentados acima nos permitem uma concluséo,
mesmo que parcial, importante que corrobora com o que foi dito até agora: os
ligantes THIQ estdo sendo substituidos por moléculas do solvente por estarem
ligados trans a ponte p-oxo, evidenciando a labilidade da posi¢éo trans a ponte
H-0x0. J& as moléculas de piridina que estdo coordenadas nas demais posi¢coes

nao estdo sendo substituidas.

Figura 39: Espectro de *H-RMN do complexo [Ru2O(CHzCOO)2(py)a(THIQ)2](PFe)2,
obtido de uma solugdo 10 mM em acetonitrila-ds em diferentes tempos de analise.
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Em vista dos bons resultados apresentados para a troca dos ligantes por
moléculas de agua e metanol, foram realizados estudos que relacionam a
dependéncia da cinética de troca dos ligantes THIQ com a temperatura para
esses dois solventes.

Primeiramente serdo mostrados os dados obtidos para o metanol. A figura

40, apresenta os resultados para as 5 diferentes temperaturas.
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Figura 40: Estudo da influéncia da temperatura na troca dos ligantes THIQ, em
metanol. A. 25 °C (1,07 x10* mol.L}), B. 31 °C (1,16 x10*“ mol.L%), C. 37 °C (1,06 x10*
mol.L ), D. 43 °C (1,26 x10 mol.LY), E. 49 °C (1,10 x10“ mol.L%).
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Antes de prosseguir com as analises dos espectros apresentados na
figura 40, vale a pena dedicar um espaco para 0s espectros eletrénicos obtidos
para 49 °C. Como pode ser visto esses espectros ndo apresentam
deslocamentos hipsocrémico para 554 nm caracteristico como nas demais
temperaturas (para 25 °C esse deslocamento é bastante discreto). Observa-se
um efeito de hipocroismo da banda na regido em 585 nm e o surgimento de uma
nova banda na regido de 415 nm. Muito provavelmente, devido a elevada
temperatura, a unidade [Ru20] esteja sofrendo colapso e sendo desmontada
formando uma mistura de complexos mononucleares, vide o surgimento da
banda em menores comprimentos de onda caracteristico de complexos
mononucleares de ruténio [176].

Além disso, observa-se claramente um ponto isosbéstico em 466 nm e
outro em 381 nm. Extrapolando-se as ideias desenvolvidas até aqui,
possivelmente o isosbético em 466 nm esteja relacionado a mistura de
complexos mono e binucleares de ruténio.

Visto isso, a partir desse ponto o estudo sera realizado utilizando-se
apenas as temperaturas de 25, 31, 37 e 43 °C.

Muito provavelmente, a troca dos ligantes ocorre através de duas reacdes
sucessivas de substituicdo, onde o produto da primeira etapa da reacédo é

consumido para a reagao subsequente, como pode ser visto na equacao abaixo:

Equacéao 52
[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ)2](PFs), + MeOH

k—1> [Ru,0(CH3C00),(py)+(THIQ)(MeOH)](PFs), + THIQ

[Ru,0(CH3;C00),(py),(THIQ)(MeOH)|(PF,), + MeOH

k2
— [Ru,0(CH3C00),(py)+(MeOH),](PFs), + THIQ
Reacao Global:

[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ),](PFg), + 2 MeOH

kob
= [Rup0(CH;C00),(py) 4 (MeOH),](PFs), + 2 THIQ

Através dos experimentos realizados e descritos adiante, ndo sera

possivel calcular as constantes cinéticas k1 e k2 de modo independente, porém
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a constante cinética da reacéo global (kobs, constante de velocidade observada)
gue é a resultante dessas duas constantes foi interpretada e calculada.

Os espectros eletrénicos mostrados na figura 40, apontam uma tendéncia
de diminuicdo de intensidade da banda na regiao em 590 nm juntamente com
um deslocamento hipsocrémico. Com 0 aumento da temperatura essa tendéncia
€ pronunciada. O decaimento da absorc¢ao na regido de 590 nm esta diretamente
relacionada a diminuicao da concentracao da espécie
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 e formacao das espécies
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)(MeOH)](PFs)2 e/ou
[Ru20(CH3COO)2(py)4(MeOH)2](PFs)2.

Infelizmente, ndo foi possivel isolar as espécies formadas apos
substituicdo dos ligantes THIQ, por isso ndo se sabe exatamente onde
encontram-se seus maximos de absorcdo. Porém, em busca de refinar os
resultados obtidos atribuiu-se o comprimento de onda de 550 nm (comprimento
de onda com maior intensidade de absorcéo encontrado para temperatura de 43
°C apos 12 horas de experimento) como 0 maximo de banda para a nova espécie
formada, pois pensa-se que o maximo de banda obtido nesse caso seja 0 mais
proximo possivel para o complexo [Ru20(CH3COO)2(py)s(MeOH)2](PFe)2. Nao
pode-se esquecer do complexo intermediario
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)(MeOH)](PFs)2 que ao que tudo indica, apresenta
um maximo de banda em 570 nm.

Visto isso, foi realizada a deconvolucédo do espectro inicial e final (ap6s 12
horas), para todas as temperaturas, com o intuito de verificar uma tendéncia de
consumo do complexo inicial e formagao dos novos complexos. A deconvolucéo
€ uma ferramenta interessante que permite evidenciar bandas que estdo
sobrepostas por serem energeticamente parecidas, como o caso das bandas na
regidao de 590, 570 e 550 nm.

Como esperado a deconvolucao para o espectro obtido no tempo inicial,
em todas as temperaturas, apresenta o mesmo perfil. O espectro em vermelho
mostra que a banda com maximo na regido de 590 nm € quase que
exclusivamente responsavel pela intensidade da banda deconvoluida,
mostrando que o complexo [Ru20(CHsCOOQO)z(py)4(THIQ)2](PFe)2 €
predominante nessa etapa. Em verde esta evidenciada a banda com maximo na

regido de 570 nm, atribuida ao  complexo intermediario
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[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)(MeOH)](PFs)2 que nesse caso esta contribuindo
de forma pouco significativa, porém percebe-se que troca dos ligantes, mesmo
gue discreta, ocorre desde o tempo zero. A banda na regido de 550 nm atribuida
ao complexo [Ru20(CHsCOO)2(py)a(MeOH):](PFs)2 no tempo inicial nédo
apresenta contribuicdo relevante para formacédo da banda, uma vez que para
ocorrer a formacdo deste complexo é necessario que exista uma quantidade
significativa do complexo intermediario que funcionara como reagente para a
formacgé&o do complexo final.

Optou-se por mostrar apenas a deconvolugao para a temperatura de 37
°C, pois para o tempo zero todos 0s espectros apresentam o mesmo perfil de

deconvolucéao.

Figura 41: Deconvolucéo do espectro obtido para o complexo
[Ru20(CH3COO0O)2(py)a(THIQ)2](PFe)2, em metanol, tempo zero, a 37 °C.
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Fonte: Autor.

Prosseguindo-se as andlises, serdo mostradas a seguir a deconvolugéo
apos 12 horas de experimento para as temperaturas de 25, 31, 37 e 43 °C.

As deconvolucgdes apresentadas na figura 40 mostram uma evolucéo de
formacéao dos produtos, tanto intermediario
([Ru20(CHsCOO)2(py)4(THIQ)(MeOH)](PFe)2) quanto final
[Ru20(CHsCOQO)2(py)4(MeOH)2](PFs)2.
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Apoés 12 horas de reacdo a 25 °C nao houve a formacdo do complexo
final, porém observa-se a banda caracteristica do complexo intermediario. Esse
fato comprova que para haver a formacédo do complexo final obrigatoriamente
deve haver a formacéo de determinada quantidade do complexo intermediério.
Apbés 12 horas de experimento ndo observou-se a formacdo da espécie
[Ru20(CH3COO)2(py)4(MeOH)2](PFs)2, mostrando que a reacédo de substituicdo
do primeiro ligante THIQ por metanol € bastante lenta.

Com o aumento da temperatura nota-se uma diminuicdo gradativa da
banda do complexo inicial (em vermelho) até quase sua extingdo para
temperatura de 43 °C. Consequentemente, as bandas assinaladas em verde e
azul estdo aumentando sua contribuicdo para intensidade da banda formada.

Devido a limitagdes experimentais, os resultados foram obtidos em 12
horas de reacédo, talvez em tempos maiores a banda sinalizada pela cor
vermelha pudesse ser totalmente extinta, existindo apenas a banda relativa ao

novo complexo formado.
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Figura 42: Deconvolucdo do espectro obtido para o complexo formado apds 12 horas
de experimento, em metanol, A. 25 °C, B. 31 °C, C. 37 °C e D. 43 °C.
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Visto isso, a figura 43 estdo as curvas de intensidade de absorbancia da

banda em 585 nm em funcé&o do tempo, em 4 diferentes temperaturas.
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Figura 43: Variacao da intensidade de banda em 585 nm em funcao do tempo, em
diferentes temperaturas.

° e 25°C
0,56 n :
juste exponencial
g 0,54
=]
N—r
3
c 0,524
Lo
0]
0
N—r
o 0,50
o
jom ]
g Model Exponential
5 0,48 i Eq_uation y =y0 + A*exp(RO*x)
[%2] Adj. R-Squar 0,98786
f,!: 1 Value Standard Error
yo 1,04108 0,33796
0,46 |A -0,46755 0,33661
RO 5,44456E-6 3,51567E-6
T T T T T T
4 4 4 4
0 1x10 2x10 3x10 4x10
Tempo (segundos)
Model Exponential
Equation y = y0 + A*exp(R0O*x)
Reduced Chi-Sqr 1,2018E-5
Adj. R-Square 0,99707
0’5 . Value Standard Error
- yo 0,08799 0,03533
© A 0,44403 0,03419
=) RO 1,59853E-5 1,73613E-6
~
IS
c
Yo}
00}
Lo
N—r
S 0,41
(8]
c
«@
o]
P
o
(2]
Q0
< o]
e 31°C
Ajuste exponencial
013 T T T T T T
0 1x10* 2x10" 3x10* 4x10*
Tempo (segundos)
Model Exponential
0,54 Equation y = y0 + A*exp(R0O*X)
Adj. R-Squar 0,99705
— Value Standard Error
(-5: 0.4 yo 0,0309 0,00479
=) ’ A 0,5005 0,00485
— RO 7,05128E-5 2,07306E-6
£
L0 0!3 N
00}
Lo
N—’
@
S 0,2-
«©
o]
S
2
2 0,1
37°C
Ajuste exponencial
0,0 - . - . T T
4 4 4 4
0 1x10 2x10 3x10 4x10

Tempo (segundos)

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado

Pagina 123



0,5

Model Exponential
Equation y = y0 + A*exp(R0O*X)
Adj. R-Square 0,99559

0,4 Value Standard Error
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Fonte: Autor.

Dentro do tempo limite de monitoramento do experimento de cinética (12
horas) ndo ocorreu troca significativa dos ligantes THIQ por moléculas de
metanol nas duas temperaturas mais baixas. Entdo, embora tenha sido possivel
obter um ajuste exponencial dos valores de absorbancia em fungcéo do tempo, a
reacdo ndo se completou e, por isso, ndo serdo apresentados valores de
constante de velocidade e tempo de meia vida para essas duas temperaturas.

Em contrapartida, para as duas temperaturas mais altas observa-se que
a reacdo ocorreu com praticamente todo o consumo do complexo inicial,
chegando a um platé. Por esse motivo as constantes cinéticas, bem como os
tempos de vida, s6 serdo calculadas para as temperaturas de 37 e 43 °C.

E interessante destacar que as duas etapas de substituicdes dos ligantes
THIQ por moléculas de metanol sdo tratadas como pseudo-primeira ordem, uma
vez que o ligante substituinte € o solvente e encontra-se em grande excesso

podendo ser considerada sua concentragdo como constante.

Tabela 11: Valores das constantes de velocidades observadas para diferentes

temperaturas.
Temperatura
Kobs (S_l)
(°C)
37 7,05 x10°°
43 1,76 x104

Fonte: Autor.
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Os valores das constantes mostrados acima sdo baixos, corroborando
gue a reacao de substituicdo dos ligantes THIQ por moléculas de metanol &
lenta.

Em posse dos valores das constantes de velocidade global, p6de-se
calcular os valores de tempo de meia vida (t12) mostrando sua dependéncia com

a temperatura. A equacao que permite esse calculo é mostrada a seguir:

Equacéo 53
- In2
12 kobs

Os valores obtidos estao tabelados abaixo:

Tabela 12: Valores do tempo de meia vida (t12) para diferentes temperaturas.

Temperatura
(°C)
37 2,73
43 1,09

Fonte: Autor.

O tempo de meia vida indica, quando 50 % do complexo inicial foi
consumido formando determinado produto. Os valores encontrados para ti2 séo
bastante altos. Apesar do complexo se mostrar labil frente a substituicdo de seus
ligantes THIQ, provavelmente a energia necessaria para que essa troca de
ligantes ocorra seja bastante alta.

Os valores apresentados na tabela acima indicam que os valores de tu2
sdo consideravelmente menores que o tempo total do experimento,
evidenciando que grande parte do complexo inicial foi realmente consumido. O
consumo do complexo inicial d4 origem ao complexo intermediario que
posteriormente forma o complexo final, e como pode ser visto nos dados de
deconvolugéo a contribuicdo desses dois complexos para formacao da banda na
regido de 585 nm é bem mais acentuada que a do complexo inicial.

A partir desse ponto, serdo apresentados os dados obtidos utilizando-se
como o solvente a agua. Além dos experimentos mostrados abaixo, foram
realizados experimentos utilizando HPLC em 3 diferentes temperaturas, em

busca de elucidar a formagcdo do complexo intermediario
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[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)(H20)](PFe)2 que sera consumido para formagao
do complexo final [Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)2](PFe)2.

Assim como mostrado para o metanol, a troca dos ligantes ocorre através
de duas reacdes sucessivas de substituicdo do tipo associativa, onde o produto
da primeira etapa da reacdo se torna o reagente para a reacdo subsequente,
como pode ser visto na equacao abaixo:

Equacao 54

[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ),] (PFs), + H,0

& [Ruy0(CH;C00),(py) o (THIQ)(H,0)](PFs), + THIQ

[Ru,0(CH3C00),(py)1(THIQ)(H,0)] (PFs), + H,0

k2
= [Ru,0(CH3C00),(py)4+(H,0),](PFg), + THIQ
Reacao Global:

[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ),](PFg), + 2 Hy0

8 [Rus0(CH;C00);(py)4(H>0),](PFs), + 2 THIQ

Os resultados mostrados na figura 44, mostram uma significativa
diminuicdo da banda em 580 nm concomitante a um deslocamento hipsocromico
para todas as temperaturas. Como esperado, esses efeitos sao mais
pronunciados para temperaturas mais elevadas.

A diminuicdo da absorcdo em 580 nm esta diretamente ligada a
diminuicédo da concentracdo da espécie [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 €
formacdo do complexo intermediario [Ru2O(CH3COO)2(py)4(THIQ)(H20)](PFs)2
gue apresenta um maximo de banda na regido de 570 nm. Como ja dito, é
complicado mensurar exatamente onde seria 0 maximo de onda para essa
espécie, pois € inviavel o isolamento da mesma. Além disso, em todo tempo em
que a reagdo esta ocorrendo tem-se, mesmo que em alguns momentos em
concentracfes muito baixas, a existéncia das trés espécies simultaneamente.
Porém, para uma melhor anélise dos dados obtidos adota-se o valor de 570 nm
como 0 maximo da espécie intermediaria.

Prosseguindo-se a analise, vé-se o deslocamento maximo da banda para
550 nm, que foi atribuido a espécie [Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)2](PFs)2. Nesse
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ponto da reacao, quase que 100 % do complexo inicial e intermediario foram
convertidos a [Ru20(CH3COOQO)2(py)a(H20)2](PFs)2.

Figura 44: Estudo da influéncia da temperatura na troca dos ligantes THIQ, em
agua. A. 25°C,B. 31°C,C.37°C,D.43°C,E. 49°C
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Fonte: Autor.
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Absorbancia (u.a.)

Absorbancia (u.a.)

Prosseguindo-se as analises, abaixo estdo mostradas as deconvolucdes

dos espectros eletrénicos apos 720 minutos de experimento em 5 diferentes

temperaturas.

Figura 45: Deconvolugdo do espectro obtido para o complexo formado apds 12 horas
de experimento, em metanol, A. 25 °C, B. 31 °C, C. 37 °C. D. 43 °C. E. 49 °C.
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Para as temperaturas de 25 e 31 °C é possivel observar uma contribuicéo
bastante  significativa da banda relatva ao complexo inicial
([Ru20(CH3COO0)2(py)4(THIQ)2](PFe)2), assinalado em vermelho, indicando que
0 tempo de experimento néo foi suficiente para que todo complexo inicial fosse
convertido em complexo intermediario. Para as demais temperaturas observa-
se que o complexo inicial foi totalmente consumindo gerando o complexo
intermediario, assinalado em verde, que posteriormente foi consumido formando
o complexo final, indicado em azul.

Abaixo esta sendo mostrado a variacdo da intensidade da banda em 580
nm em funcdo do tempo, ou seja, as curvas mostradas a seguir retratam o
consumo da espécie [Ru20(CHsCOO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2, em diferentes
temperaturas.

Figura 46: Variacdo da intensidade de banda em 580 nm em func&o do tempo, em
diferentes temperaturas.
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Model Exponential
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Os dados mostrados na figura 46 corroboram com o que foi discutido para
as deconvolugdes. Assim como discutido anteriormente para o caso do metanol,
as curvas apresentadas para as temperaturas de 25 e 31 oC ndo seréao
aproveitados pelo fato do tempo de experimento nao ter sido o suficiente para o
célculo da constante cinética mais proxima do valor real, uma vez que as curvas
nao atingiram um platé. Para a temperatura de 37 °C o experimento comeca a
atingir o platd caracterizando que o complexo inicial esteja quase totalmente
consumido. Quando a observacéao é feita para as temperaturas de 43 e 49 °C
pode-se concluir que o complexo com dois ligantes THIQ foi praticamente
consumindo por completo.

Com base nas curvas apresentadas na figura 46 foi possivel determinar a
constante de velocidade global em diferentes temperaturas como mostrado na

tabela abaixo.

Tabela 13: Valores das constantes de velocidade observadas para diferentes
temperaturas.

Temperatura
Kobs (s
(°C)
37 9,55 x10°
43 1,75 x10*
49 2,27 x10*4

Fonte: Autor.
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Assim como os valores encontrados para 0 experimento realizado em
metanol, no caso da agua as constantes de velocidades observadas também
sdo baixas, porém mais altas quando comparadas as constantes de velocidade
em metanol. Essa afirmac&o € um indicativo de que a reagéo de substituicdo dos
ligantes THIQ por moléculas de agua também é lenta.

Em seguida, utilizando-se a equacéo 53, calculou-se os valores de tempo
de meia vida em relagédo ao aumento da temperatura.

Tabela 14: Valores do tempo de meia vida (t12) para diferentes temperaturas.

Temperatura
(°C)
37 2,02
43 1,10
49 0,88

Fonte: Autor.

Apesar de menores que os valores obtidos para o experimento realizado
em metanol, os valores aqui apresentados também s&o substancialmente altos,
assinalando que a reacao de troca de ligantes é bastante lenta. Com o aumento
da temperatura tem-se uma diminuicdo dos valores de t12 devido ao aumento de
energia do sistema, facilitando entdo que a Ea necessaria seja atingida para que
a reacdo ocorra. Ainda, com o aumento da temperatura aumenta-se também a
energia cinética do sistema aumentando a probabilidade de ocorréncia de
choques efetivos entre o produto e os ligantes em um intervalo mais curto de
tempo.

Em 1889, apds diversos experimentos, Arrhenius descreveu uma
equacao capaz de calcular ke para determinados sistemas,

Equacéo 55

—-Eq4
k. = Ae /T

onde, A e Ea s@o constantes caracteristicas da reacdo, R € a constante dos
gases e T é a temperatura. Ea € chamado de energia de ativacdo de Arrhenius,
geralmente expresso em KJ/mol ou Kcal/mol e A é o fator pré-exponencial [177].

Em busca de mensurar os valores de Ea e A, linearizou-se os valores de

Kobs €m fungéo do inverso da temperatura, obtendo-se o gréfico abaixo:
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Figura 47: Grafico de Arrhenius do In(keps) versus 1/T, para a reacdo em estudo.
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Fonte: Autor.

A patrtir do grafico de Arrhenius, calculou-se os valores de Ea € A com as
seguintes equacoes [177]:
Equacéo 56

Eq

slope = =o303%

Equacéo 57

intercept = InA

Seguindo-se a equacao 56 obteve-se para o0 sistema um valor de Ea de
182,64 KJ.mol . Sabe-se que o valor de Ea esta diretamente ligado a velocidade
dareacdo. Como pode ser visto para a rea¢cao em estudo o valor de Ea € bastante
alto, indicando que a velocidade da reacdo seja baixa por motivos de que a
barreira de energia a ser vencida antes que 0s reagentes se tornem produtos é
bastante alta e dificil de se transpor, assim como proposto anteriormente. 1sso
corrobora também com os altos valores de ti.

O fator pré-exponencial (A) foi determinado através da equacéo 57 e seu
valor é 1,71x10° st, como esperado, é um valor bastante alto também. Esse
fator pré-exponencial esté relacionado com a frequéncia de colisdes (incluindo a
orientacao) que ocorre entre o complexo e as moléculas do solvente para que
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seja formado o produto. Como visto, a Ea é bastante alta entdo para que a reacéo
ocorra é necessario que um grande numero de choques efetivos ocorra,
lembrando que boa parte dos choques entre o complexo e moléculas do solvente
nao resultam em troca dos ligantes.

Quando se compara a agua ao metanol, sabe-se que a agua por ser uma
base mais dura tem maior afinidade pelos ions metalicos Ru3* que também séo
duros. Além disso, o momento de dipolo da agua é (1,87 D) maior que 0 momento
de dipolo do metanol (1,70 D) [178], 0 que aumenta a sua reatividade. Os dados
apresentados acima corroboram com o que foi dito até aqui.

Em busca de resultados mais confiaveis, a troca dos ligantes THIQ por
agua também foi investigada através de HPLC e os resultados serdo mostrados
abaixo

Os cromatogramas obtidos para as trés temperaturas apresentam o
mesmo perfil. Em aproximadamente 5,8 minutos ocorre a eluicdo do pico
relacionado ao complexo [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2, apos
determinado tempo (esse tempo varia em fungdo da temperatura) ocorre a
diminuicdo da intensidade do pico no tempo de 5,8 minutos e concomitantemente
ocorre 0 aparecimento de um novo pico atribuido ao complexo intermediario
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)(H20)](PFs)2 em 5,2 minutos, por fim, observa-se
um novo pico em 49 minutos  atribuido ao  complexo
[Ru20(CHsCOO)2(py)4(H20)2](PFs)2. E interessante salientar que o0 pico
relacionado ao complexo [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2 desaparece
guase que completamente, restando no fim um pico de baixissima intensidade e
um outro pico bastante intenso relacionado a troca total dos ligantes THIQ por
moléculas de agua formando o complexo [Ru20(CH3COO)2(py)s(H20)2](PFs)-.
Abaixo esta apresentado 0s cromatogramas sobrepostos para diferentes
tempos, evidenciando o consumo do complexo inicial e formacdo do complexo
intermediario e final. E importante ressaltar que o mesmo perfil € observado para
todas as temperaturas, diferem apenas em relacdo ao tempo em que a reacéo

leva para chegar ao produto final.

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Pagina 134



Figura 48: Acompanhamento da troca de ligantes do complexo

[Ru20O(CH3COO),(py)4(THIQ)2](PFs)2 em agua, a 25 °C.
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Fonte: Autor.

Através dos experimentos mostrados utilizando-se apenas dados de UV-
vis ndo foi possivel determinar qual a etapa da rea¢éo de substituicao de ligantes
gue determina a velocidade da reacéo, ou seja, qual a etapa lenta. Quando se
analisa o perfil cromatografico mostrado para o tempo 0 € possivel dizer que a
troca do primeiro ligante ndo seja a etapa lenta, uma vez que ja é possivel
observar um pico com intensidade significativa do complexo intermediério.

Mostrando que a troca do primeiro ligante THIQ por molécula de agua comeca
instantaneamente.
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Visto isso, foram plotadas curvas que relacionam a area dos 3 picos
mostrados na figura acima em relacéo ao tempo em trés diferentes temperaturas.

Os resultados sdo mostrados na figura 49:
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Figura 49: Curva cinética da reacdo de troca de ligantes da area do pico em relacdo
ao tempo, em 3 diferentes temperaturas.
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De um modo geral, os resultados apresentados na figura acima mostram
um comportamento de troca de ligante bastante interessante. A curva em azul
mostra o consumo do complexo [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2,
concomitantemente percebe-se que a concentracdo do complexo intermediério
aumenta até uma concentracdo maxima. Essa concentracdo apresenta a mesma
intensidade para todas as temperaturas, porém ocorre em tempos diferentes.
Para a temperatura de 25 °C o maximo de concentracdo do complexo
intermediario ocorre em 520 minutos, jA a temperatura de 37 °C mostra um
maximo de concentracdo da espécie intermediaria em aproximadamente 120
minutos, quando a reacdo ocorre em 49 °C a essa concentracdo ocorre em
apenas 25 minutos. Além disso, observa-se que em praticamente todo tempo de
reacdo encontra-se uma mistura das trés espécies, o que pode (e provavelmente
ocorreu) ter levado a algumas conclus@es precipitadas em relacdo aos maximos
de onda que caracteriza cada complexo (inicial, intermediario e final) conforme
apresentado nos experimentos de UV-vis.

Em busca de elucidar qual a etapa da reacdo é a lenta, ou seja, a que
determina a velocidade da reacao calculou-se as constantes ki e k2, mostradas
na equacdo 57. Onde ki € a constante cinética de velocidade de consumo do
complexo inicial e velocidade de formacdo do complexo intermediario e k2
corresponde a constante cinética de velocidade de consumo do complexo
intermediério e velocidade de formacao do complexo final.

Tabela 15: Valores das constantes de velocidade para diferentes temperaturas.

Temperatura
°C)
25 0,853 x103
37 9,99 x103 4,75 x103
49 49,0 x10°3 23,9 x10°®

Fonte: Autor.

A partir dos dados apresentados na tabela acima verifica-se que os
valores de ki s80 maiores que 0s a constante k2. Sendo assim, a etapa lenta é a
substituicdo do segundo ligante THIQ pela molécula de agua, ou seja, a etapa
gue determina a velocidade da reacdo é a de consumo do complexo

intermediario. E possivel ainda, perceber que o valor da constante ki €
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praticamente o dobro de k2, permitindo a relagéo k; = 2k,, ou seja, a etapa de
formacg&o do complexo final &€ duas vezes mais lenta que a taxa de consumo do
complexo inicial.
Visto isso, pode-se escrever a equacao da lei cinética de velocidade
como:
Equacéao 58
v = k3 [[Ru,0(CH3C00),(py) 4 (H,0)(THIQ)].(PFe).]. [H,0]]

Dando continuidade calculou-se os valores de ti2 para as duas etapas da
reacao (etapa 1 = substituicdo do primeiro ligante THIQ); etapa 2 = substituicao

do segundo ligante THIQ), os valores sdo mostrados abaixo.

Tabela 16: Valores do tempo de meia vida (t12) para diferentes temperaturas.

Temperatura ty2 (Minutos) ‘
(°C) etapa 1 etapa 2
25 13,5
37 1,17 2,43
49 0,23 0,48

Fonte: Autor.

Os resultados obtidos aqui, tanto os valores das constantes quanto os de
tu2, n&o reforcam os valores obtidos anteriormente.

Em vista disso, abaixo sera demonstrado a lei cinética da reacdo em
termos da concentracdo do reagente inicial e das constantes, sendo possivel a
determinacao do Kobs.

A lei de velocidade da etapa lenta descrita na equacgao 58 esta em termos
do complexo intermediério, porém para uma melhor interpretacdo fez-se
necessario reescrevé-la em termos dos reagentes iniciais da equacao global
(complexo inicial e agua), entdo (para acompanhamento da deducao a seguir
olhar equacéo 54):

Equacéo 59
formacado do complexo intermediario
= k1[[Ru;0(CH3C00),(py)4(THIQ),].(PFs)]. [H20]
Equacéao 60
consumo do complexo intermediario

= ky[[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ)(H,0)] (PFs),]. [H,0]
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Portanto,
Equacéao 61
[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ)(H,0)] (PF¢),
= k1 [[Ru;0(CH3C00),(py) 1 (THIQ)2].(PFs)-]. [H0]
— k2[[Ru20(CH3C00),(py)+(THIQ)(H,0)].(PFe)-]. [H,0]

Rearranjando-se a equacéao 61, tem-se:
Equacéo 62
[[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ)(H,0)] (PFs)-]

_ k1[[Ru,0(CH3C00),(py)(THIQ),] (PFs),][H,0]
B 1+ k,[H,0]

Sendo,
Equacéo 63
formacao do complexo final

= k;[[Ru,0(CH3C00),(py)+(THIQ)(H,0)] (PFs),]. [H,0]

Substituindo-se a equacao 62 na equacao 63, tem-se
Equacéo 64
formacao do complexo final

_ kiky[[Ru,0(CH;C00),(py)a(THIQ) ] (PFs),]. [H, 0]
- 1+ k,[H,0]

Sabe-se que, k,; = 2k,, entao:

Equacéo 65
formacao do complexo final

_ 2k3[[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ),] (PF)]. [H;0]
B 1+ k,[H,0]

Portanto,

Equacéo 66
. = 2k2[H,0]?
°bS ™1 + ky[H,0]

Entdo a equacao 64 pode ser escrita como:

Equacéo 67
formacgio do complexo final = k,ps[[Ru,0(CH3C00),(py)4(THIQ),] (PFe),]
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Entdo, uma possivel explicacao para as grandes diferencas de valores de
t12 para a andlise feita em Uv-vis e HPLC esté relacionada a aproximacoes feitas
para a constante kobs quando se utiliza a técnica de Uv-vis que impossibilita a
distincdo das contribuicbes de cada espécie, bem como o calculo de cada

constante (ki e kz) de modo independente.

59 Estudo da interagdo entre o complexo

[Ruz0(CH3C00):(py)+(THIQ):z](PFe)2 e a HSA

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia é largamente utilizada para
se entender como e por onde ocorre a interacdo entre proteina e determinada
molécula. A HSA apresenta trés residuos de aminoacidos que absorvem na
regiao do UV emitindo fluorescéncia, séo eles: fenilalanina, tirosina e triptofano.

Comumente, o residuo de triptofano (Trp-214) € o mais estudado quando
se deseja elucidar o processo de supresséo de fluorescéncia, pelo fato de estar
localizado em uma regido da HSA com caracteristicas tanto hidrofébicas quanto
hidrofilicas. Quando a excitacdo € em 280 nm observa-se a emissdo dos
residuos de triptofano e tirosina, ja a excitacdo em 295 nm mostra a fluorescéncia
emitida referente somente ao residuo Trp-214. Para os dois comprimentos de
onda de excitacdo a emissao de fluorescéncia ocorre em aproximadamente 340
nm [179].

Na figura 58 estdo apresentados os espectros de fluorescéncia obtidos
para a titulacdo com complexo [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 de uma
solugcéo tampéao contendo HSA, em 5 diferentes temperaturas com excitagdo em
280 nm e 295 nm.
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Figura 50: Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na presenca do
complexo [Ru2O(CH3COO0)2(py)a(THIQ)2](PFe)2 em 25 °C; Aexc=280 (A) Nm € Aexc = 295
nm (B); [HSA]=1,0x10°mol.L! e [complexo]= 0,0 mol.L*- 6,25 x 10> mol.L™.
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Fonte: Autor.
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Figura 51: Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na presenca do
complexo [Ru20O(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2 em 31 °C; Aexc=280 nm (A) € Aexc = 295
nm (B); [HSA]=1,0x10°mol.L"* e [complexo]= 0,0 mol.L*- 6,25 x 10° mol.L?.
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Figura 52: Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na presenca do
complexo [Ru2O(CH3COO0)2(py)a(THIQ)2](PFe)2 em 37 °C; Aexc=280 Nm (A) € Aexc = 295
nm (B); [HSA]=1,0x10°mol.L"* e [complexo]= 0,0 mol.L2- 6,25 x 10° mol.L?.
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Figura 53: Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na presenca do
complexo [Ru2O(CH3sCOO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2 em 43 °C; Aexc=280 nM (A) € Aexc = 295
nm (B); [HSA]=1,0x10°mol.L"* e [complexo]= 0,0 mol.L*- 6,25 x 10° mol.L™.
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Figura 54: Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na presenca do
complexo [RuzO(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 em 49 °C; Aexc=280 Nm (A) € Aexc = 295
nm (B); [HSA]=1,0x10°mol.L"* e [complexo]= 0,0 mol.L2- 6,25 x 10° mol.L?.
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A partir dos espectros mostrados nas figuras 50 a 54, nota-se claramente
uma diminui¢cdo da intensidade de fluorescéncia com as adi¢des sucessivas do
complexo supressor, 0 mesmo perfil € observado para todas as temperaturas,
sugerindo fortemente que esta ocorrendo algum tipo de interacdo entre a HSA e
complexo [Ru20(CHsCOO)2(py)4(THIQ)2](PFs)-.

Utilizando-se a equacéo de efeito filtro mostrada pela equacéao 3, foi
possivel determinar as intensidades de fluorescéncia reais. Em seguida plotou-
se graficos de Fo/F versus [Ru20 - complexo] para as 5 temperaturas, a fim de
se obter os valores da constante de Stern-Volmer, Ksv. Os valores de Ksv séo

obtidos através do valor de inclinagéo da reta.
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Figura 55: Curvas de Fo/F versus concentracdo do complexo
[Ru20O(CH3COO)2(py)a(THIQ)2](PFs)2 com Aexc = 280 € 295 nm em diferentes
temperaturas de incubacao (25, 31, 37, 43 e 49°C).
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Fonte: Autor

Mas qual reta? Em muitos casos, a supressao de fluorescéncia pode
ocorrer através de colisdes (mecanismo dindmico) juntamente com formacao de
novos complexos com o supressor (mecanismo estético). A caracteristica
principal desse tipo de mecanismo combinado de supressao de fluorescéncia
sdo as curvas de Stern-Volmer apresentarem uma curvatura ascendente,
cOncava em relacdo ao eixo y. Esse comportamento € observado acima para o

sistema em estudo.
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Em vista disso, adaptacdes devem ser feitas para o calculo da constante
bimolecular de supressdo de fluorescéncia. Resgatando-se a equacgao 4,
descrita anteriormente nota-se uma unica constante que descreve o mecanismo
de supressao de fluorescéncia. Porém, qguando se observa uma mistura dos dois
mecanismos de supressdo essa equacdo pode ser reescrita da seguinte
maneira:

Equacéao 68

% = (1+Kp[@D( + Ks[QD)

onde, Fo e F representam a intensidade de fluorescéncia na auséncia e na
presenca do agente supressor, respectivamente; [Q] € a concentracdo do agente
supressor; Kp é constante de supressdo de fluorescéncia dindmica e Ks é
constante de supressao de fluorescéncia estatica [139].
Essa forma modificada da equacéo de Stern-Volmer é de segunda ordem
em relacéo [Q], o que explica a curvatura ascendente observada.
Multiplicando-se os termos entre parénteses da equacgao 68, tem-se:
Equacéo 69

F
FO =1+ (Kp + K9)[Q] + KpKs[Q]?

A equacdo acima pode ser reescrita em termos de uma Unica constante
de supresséo de fluorescéncia que sera a soma das constantes Ks e Kp:
Equacéo 70

F
FO =1+ Kap[Q]

onde, Kap € constante de supresséo de fluorescéncia aparente do sistema.
Em termos matematicos, Kap € definido como:
Equacéo 71

F 1
Koo = | = 1] 7= & + K5) + Kok (0]

Segundo a literatura, um grafico de Kap versus [Q] produz uma reta que
intercepta o eixo y no ponto que corresponde a soma das constantes Kp e Ks e
a inclinacéo dessa reta corresponde ao produto das constantes Kp.Ks.

A sequir estdo representadas as curvas linearizadas para o sistema em

estudo
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Figura 56: Curvas de supressao de fluorescéncia estatica e dindmica em diferentes
concentragdes do complexo [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2 com Aexc = 280 e 295
nm em diferentes temperaturas de incubacao (25, 31, 37, 43 e 49°C).
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Fonte: Autor.

Mesmo tendo em vista que a supressao de fluorescéncia seja do tipo
estético e dinamico, vale a pena prosseguir com as analises do modelo de Stern-
Volmer.

A magnitude da constante de supressao Kap, tanto para excitagdo em 280
guanto para excitacdo em 295 nm, sdo substancialmente mais altas quando
comparadas aos valores comumente encontrados na literatura para compostos
metdlicos de ruténio [180] [181] [182], sugerindo que a presenca do complexo

causa alteracdes na estrutura secundaria da HSA.
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Quando se analisa os valores da constante Kap obtidos para excitacdo em
280 nm, nota-se claramente um aumento de Kap com 0 aumento da temperatura,
indicando que o mecanismo predominante de supressao de fluorescéncia € o
dindmico. O mesmo comportamento € encontrado quando o comprimento de
onda de excitacdo € 295 nm. O aumento da eficiéncia de supressdo de
fluorescéncia com a elevacdo da temperatura ocorre devido a maior
movimentacdo das moléculas (tanto supressor quanto fluor6foro) em solucéo,
conseguentemente ha uma maior probabilidade de ocorrer choques efetivos que
ocasionem a supressao de fluorescéncia [183]. Além disso, em temperaturas
mais elevadas o complexo sofre uma maior dissociacéo facilitando a ocorréncia
de ligacdes covalentes entre a espécie dissociada e a HSA, além disso tem-se
uma conformacdo menos enovelada da HSA, deixando os residuos de triptofano
e/ou tirosina mais expostos e suscetiveis a interagdo com o complexo supressor.

Sabe-se da literatura [138] [184], que o tempo de vida do estado excitado
da HSA é de aproximadamente 10® s. Para um mecanismo de supressao
dindmico a relacdo entre os valores de Kap € kq se d4 como representado na
equacgao abaixo:

Equacéo 72

Kap = kq. 70

onde, Kap € constante supressao de fluorescéncia; kq € a constante de velocidade

bimolecular de supresséo e 1 € o tempo de vida do estado excitado da HSA.
Como os valores de Kap ja estdo calculados e o valor de 1o € dado, fica

facil o calculo da constante de velocidade de supressdo molecular, esses valores

estao apresentados na tabela:
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Tabela 17: Constante de supressao de fluorescéncia (Kap) € constante de velocidade
de supressao bimolecular de fluorescéncia (kq), para diferentes temperaturas de
incubacao.
[Ru20(CH3COO0)2(py)4(THIQ)2] (PFs)2 (x10° mol.L™?)

Temperatura

¢0) Kap (ML) (x10%) kq (M1s1) (x101°)

280 nm 295 nm 280 nm 295 nm
25 3,09 2,60 3,09 2,60
31 4,86 4,26 4,86 4,26
37 4,70 S8l 4,70 3,99
43 6,31 5,79 6,31 5,79
49 16,1 14,5 16,1 14,5

Fonte: Autor.

As tendéncias dos valores de kq S0 as mesmas observadas para Kap.
Nesse ponto a andlise a ser feita diz respeito a comparacdo da ordem de
grandeza da constante kq com a constante difusional (kdif = 2 x10'° M1.s1) que
limita o processo bimolecular [185] [186] [187], comparacao essa que possibilita
indicar qual mecanismo predominante de supresséao de fluorescéncia.

Observa-se que os valores de kq sdo significativamente maiores (cerca de
1.000.000 vezes maior) que o valor da constante difusional. Essa relacéo indica
gue o mecanismo predominante de supressao € o estatico [186].

A andlise dos valores de kq mostra que o encontro entre a molécula
supressora e o fluoroféro € mais rapido do que a constante difusional do meio,
ou seja, o encontro entre o fluoréforo e supressor dura tempo suficiente para
haver uma interacdo ou ligacdo suficientemente forte que resulte na formacéao
de uma nova espécie ndo-fluorescente [186].

Além disso, a investigacdo das mudancas dos valores de kq com a
temperatura € uma ferramenta importante a respeito do tipo de processo de
supressdo de fluorescéncia. Uma vez que a supressdo de fluorescéncia
dindmica depende da difusdo das moléculas (supressor e fluoréforo), espera-se
gue as constantes de velocidade de supressao bimolecular aumentem com o
aumento da temperatura. Portanto, temperaturas mais altas resultam em
maiores velocidades de difusdo. Em suma, os valores de kq precisam aumentar
com o aumento da temperatura para um mecanismo de supressao do tipo
dindmico, concordando com o que foi dito anteriormente quando feita a anélise

dos valores de Kap [188].
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Interessante nesse ponto ressaltar que o valor da constante difusional
utilizada para esse sistema foi um valor genérico utilizado para sistemas
analogos. Sabe-se que muitas aproximacgdes sao feitas a fim de se determinar
essa constante. Além disso, o valor de kdif tem uma relagdo direta com a
temperatura, os experimentos foram realizados em uma faixa de temperatura
muito grande e provavelmente os valores de kdir embutem erros que podem
comprometer a analise de distincdo do mecanismo de supressdo de
fluorescéncia.

E relevante notar também, que Kap tem valores muito parecidos quando
comparadas entre 280 e 295 nm em uma mesma temperatura. Esse
comportamento permite dizer que a interacdo entre o complexo e a HSA deve
estar ocorrendo preferencialmente no sitio relativo ao triptofano.

O experimento de estudo da fluorescéncia da HSA dura aproximadamente
75 minutos para cada temperatura. Segundo 0s experimentos de cinética
mostrados acima, para a temperatura de 49 °C ndo ha mais o complexo inicial
interagindo antes do término do experimento, ou seja, a HSA esta interagindo
com o complexo intermediario e final, além de ligantes THIQ livres. Para as
demais temperaturas é possivel observar a coexisténcia das trés espécies de
complexos. Visto isso, observa-se que para a temperatura de 49 °C o valor da
constante é significativamente mais alto que para as demais temperaturas, o que
pode estar ligado aos complexos com ligante aquo (intermediério e final) terem
uma maior afinidade pela HSA em relagcdo ao complexo com dois ligantes THIQ.
Esse mesmo comportamento € observado na cis-platina que passa a ter
atividade apenas quando ocorre a substituicdo do(s) ligante(s) cloreto(s) por
molécula(s) de agua [16].

E importante nesse ponto, recuperar a ideia de que esta ocorrendo
supressao de fluorescéncia do tipo estatico e do tipo dindmico, e as analises
mostradas até agora indicam que essa relacao € realmente verdadeira.

Quando as moléculas se ligam de forma independente a um conjunto de
sitios equivalentes em uma macromolécula, o equilibrio entre as moléculas livres

e as moléculas ligadas € dado pela equacao:
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Equacéo 73

log( OF ) = logK} + n.log[Ru,0 — complexo]

onde, F e Fo sdo as intensidades de fluorescéncia na presenca e na auséncia do
supressor, respectivamente; Kp é a constante de ligacdo aparente do [Ru20 —
complexo] a HSA; n é o numero de potenciais sitios de ligacdo a HSA e [Ru20 —
complexo] é a concentracao do supressor.

Figura 57: Gréfico do log[(Fo-F)/F] versus log [Ru.O(CH3COO)(py)a(THIQ)2](PFé)2,
para Aexc = 280 e 295 nm em diferentes temperaturas de incubagéo.
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Fonte: Autor.
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Tabela 18: Constantes de ligacdo (Ky) € nimeros de sitios de ligacdo do supressor
(n), para diferentes temperaturas de incubagéao.

[Ru20(CH3CO0)2(py)a(THIQ)2].(PFs)2 (x10° mol.L?)

Temperatura

C0) 280 nm 295 nm

Kb (M) (x106) n Kb (M) (x10°) n
25 4,07 1,01 4,68 1,03
31 9,33 1,05 9,55 1,05
37 4,57 1,07 4,57 1,07
43 14,8 1,58 26,9 1,65
49 549,5 1,89 891,3 1,94

Fonte: Autor.

Segundo a literatura, os valores de Ky para sistemas em que a HSA esta
presente encontram-se entre 10* Mt e 10 M- [189], mais comumente proximos
de 10* ML, Com base nos valores apresentados na tabela acima, nota-se que
os resultados obtidos s&o consideravelmente mais altos para as temperaturas
mais elevadas do que diz a literatura.

Em busca de uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos para as
constantes de ligacdo vale a pena retomar a ideia discutida no capitulo de
cinética de troca de ligantes THIQ por moléculas de agua utilizando-se HPLC.
Como pode ser visto a partir da tabela 16, o tempo de vida diminui com o
aumento da temperatura. Os valores de Ky encontrados para as temperaturas
de 25, 31 e 37 °C séo bastante semelhantes, sobretudo devido ao fato de em
menores temperaturas haver uma maior quantidade do complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 em relacdo as temperaturas mais altas. Em
contrapartida, para a temperatura de 49 °C o tempo de meia vida do complexo é
muito menor por esse motivo o valor da constante de ligacdo aumenta
abruptamente. Nesse caso, ocorre a existéncia majoritaria dos complexos
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)(H20)](PFe)2 € [Ru20(CH3COO)2(py)a(H20)2](PFs)2
em concentragdes maiores que o complexo inicial, o que explica a diferenga na
tendéncia dos valores da constante de ligacdo com a HSA. Peter J. Sadler e
colaboradores [190], mostraram que a cis-platina interage em diferentes regides
da HSA conforme ocorre a substituicdo dos ligantes cloretos por moléculas de
agua. O altissimo valor de Kp para a temperatura de 49 °C esté relacionado a
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maior afinidade do complexo com ligantes aquo por outras regifes além do
triptofano e tirosina.

Voltando a analise do mecanismo de supressdo de fluorescéncia e
seguindo o raciocinio exposto até agora, a tendéncia dos valores obtidos para a
constante de ligacdo, induz a um mecanismo predominantemente estatico, uma
vez que o aumento da temperatura esta aumentando também os valores da
constante de ligacdo permitindo concluir que esteja sendo priorizado fortes
ligagBes do complexo a HSA em relacéo a interacfes de naturezas mais fracas.

O numero de sitios de ligacdo (n) para as trés temperaturas mais baixas
estdo proximos de 1, o que sugere que o complexo esta se ligando a HSA na
proporcdo de 1:1. Ao que tudo indica a supressdo de fluorescéncia esta
ocorrendo apenas na regiao dos residuos de triptofano. A pequena flutuacao de
valores observados para o numero de sitios de ligagdo pode ser explicada pela
mudanca de conformacéo da albumina que provavelmente modifica o0 modo de
interacdo entre o fluoréforo e o supressor. O supressor pode nao penetrar o
interior hidrofébico da proteina, e somente os fluor6foros localizados na
superficie da proteina terdo sua fluorescéncia suprimida.

Quando a andlise é feita para as duas temperaturas mais altas percebe-
se que esse valor chega proximo de 2. Provavelmente os novos complexos
formados, estejam conseguindo acessar e se coordenar a HSA em outros sitios
gue o complexo inicial ndo consegue.

Foi dito acima que, “Ao que tudo indica a supresséo de fluorescéncia esta
ocorrendo apenas na regiao dos residuos de triptofano”. Esta davida pode ser
respondida a partir da comparacao de graficos que relacionam F/Fo com [Ru20
— complexo]/[HSA] em determinada temperatura, nos dois comprimentos de

onda de excitagcdo, como mostrado nas figuras 58.
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FIF,

Figura 58: Curvas da intensidade da fluorescéncia (F/Fo) em fun¢éo da razdo molar
[supressor]/[HSA]para os dois comprimentos de excitacao (Aexc= 280 € 295 nm), para
as temperaturas de incubacédo de 25 (A), 31 (B), 37 (C), 43 (D) e 49 °C (E).
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Fonte: Autor.

[Ru,O - complexo]/[HSA]
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Como ja dito, quando a excitacdo é 280 nm registra-se a emissao de
fluorescéncia dos residuos de triptofano e tirosina, ja a excitacdo em 295 nm é
referente apenas ao residuo de triptofano. Através da comparacao entre os
comprimentos de onda de excitacdo em uma mesma temperatura, pode-se
verificar se o supressor esta interagindo em apenas uma regido da HSA ou em
mais regides. Quando ha sobreposicdo entre as curvas da intensidade de
fluorescéncia para 280 nm e 295 nm significa que o supressor esta se ligando
apenas a regido do triptofano (residuo Trp-214); ao contrario, quando as curvas
nao se sobrepdem, o supressor pode estar interagindo em outras regiées além
daquela onde esta situado o triptofano [191]. Isso porque, quando ocorre
sobreposicdo das curvas pode-se inferir que o residuo de tirosina ndo esta
participando da emissao de fluorescéncia quando excitado.

Pela figura 58, conclui-se que a interacdo da HSA com o complexo esteja
ocorrendo apenas na regido do triptofano. De fato, esse comportamento era
esperado para as 3 temperaturas mais baixas, porém para 43 e 49 °C esperava-
se um desvio entre as curvas. Uma possivel explicacdo é de que os complexos
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)(H20)](PFs)2 € [Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)2](PFe)2
estejam interagindo na regido do Trp-214 e também podem estar acessando
regides da HSA que nado apresentam fluorescéncia na regido em que o estudo
foi realizado e que os complexos ndao consigam, por esse motivo os valores de
n sao diferentes de 1.

Em geral, quatro tipos de forcas sdo responsaveis por unir uma molécula
a uma proteina, sao elas: forcas eletrostaticas, forcas de van der Waals, forcas
hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio [183] [192] [193]. O estudo de fluorescéncia
em diferentes temperaturas permite o calculo dos parametros termodinamicos,
como a variagao de energia livre (AG), variagdo de entalpia (AH) e variagao de
entropia (AS). AG descreve a espontaneidade do processo, enquanto AH e AS
caracterizam as forcas ou tipos de ligacbes que estdo sendo formadas [194].
Valores de AH e AS > 0 indicam forgas hidrofébicas, AH e AS < 0 sugerem forgas
de van der Waals e ligagbes de hidrogénio e AH < 0 e AS > 0 refletem forgas
eletrostaticas [195].

Conforme descrito no paragrafo acima, as Interacdes Hidrofébicas
ocorrem quando AH e AS > 0. Quando AH > 0 temos um processo endotérmico,

ou seja, a somatoria da energia da quebra das ligacdes € maior que a somatoria
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da energia necessaria para formacdo das mesmas. Valores positivos de AS
indicam um aumento da “desordem” do sistema em estudo. Quando uma
molécula hidrofdbica € inserida em um meio aquoso, ocorre quebra das ligacdes
de hidrogénio entre as moléculas de agua. Em seguida as moléculas de agua
irdo se ligar novamente para formar uma esfera de solvatacdo ao redor da
molécula hidrofébica. Quando essa esfera de solvatacédo € formada ocorre um
rearranjo entre as moléculas de H20, que diminui a “desordem” do sistema (AS
<0).

A mudanca de entalpia do sistema podera ser positiva, negativa ou igual
a zero, porém esta mudanca € insignificante para determinacdo da
espontaneidade da ligacao, visto que o valor de AS é grande, entdo AG > 0.

Porém, para que haja interacdo entre duas moléculas hidrofébicas é
necessario que as esferas de solvatacdo dessas duas moléculas sejam
desfeitas, ou seja, ocorrerd a quebra das ligacdes de hidrogénio entre as
moléculas de agua que as formam. A aproximacdo entre duas moléculas
hidrofébicas promove o colapso da estrutura organizada da esfera de
solvatagdo, permitindo assim a interagao entre elas. O colapso da esfera de
solvatacdo causa um aumento da desordem do sistema, portanto, AS > 0.

A soma da entalpia da quebra das ligacfes entre as moléculas de agua é
maior que a soma das entalpias da interacdo entre as moléculas hidrofébicas,
entdo temos, AH > 0 (o valor de AH é maior que zero, porém apresenta valor
baixo).

No caso das ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals a formacéo
das ligagdes de hidrogénio (AH < 0), entre as moléculas de agua e também entre
moléculas de 4gua e outras moléculas, diminuem a entalpia do sistema, pois a
formacdo dessas ligacGes é um processo exotérmico. A0 mesmo tempo esta
ocorrendo uma organizacao entre as moléculas que estéo se ligando, diminuindo
assim a entropia do sistema, tem-se AS < 0.

O mesmo ocorre com as interagcdes de van der Waals, a ligacéo/interacéo
entre moléculas polarizadas é entalpicamente negativa, pois se trata de um
processe exotérmico. A ligacdo/interacdo entre essas moléculas, de certa forma,
organiza o sistema, diminuindo assim a desordem do mesmao.

Por fim, para ocorrer interacdo eletrostatica € necessario que ocorra a

guebra da esfera de solvatacdo dos ions (cations e/ou anions), o que provoca
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uma desorganizacdo das moléculas de agua que constituiam essa esfera e
consequentemente AS sera positivo. A entalpia tera valores negativos (processo
exotérmico), pois a somatéria das interacOes/ligacbes formadas entre as
espécies carregadas é maior que a somatoria das ligacbes rompidas entre as
moléculas de agua da esfera de solvatacéo.

Para o calculo dos parametros termodinamicos, usa a equacao de van't

Hoff, descrita abaixo:

Equacéo 74
k. = _AH A4S
W= TR TR

onde, Ky é a constante de ligacdo; T é a temperatura em Kelvin; R é a constante
dos gases (8,31447 Jmol*K1); AH é a variagdo de entalpia e AS a variagao de
entropia do sistema.

A partir desta equacdo, constréi-se o grafico de van't Hoff (figura 59). Por
meio de seus coeficientes angular e linear foram obtidos os parametros
termodinamicos. A variacdo de energia livre foi calculada de acordo com a
equacao abaixo:

Equacéo 75
AG = —RTInK,

onde, T é a temperatura em Kelvin, R a constante dos gases e Ky € a constante

de ligacéao.
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Figura 59: Grafico de van’t Hoff, para excitacdo em Aex=280 e 295 nm, em diferentes

temperaturas de incubacéo (25, 31, 37, 43 e 49 °C).
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Fonte: Autor.

Os valores dos parametros termodinamicos estdo mostrados na tabela
abaixo. Os valores de AG sao todos menores que zero, mostrando que a
interacd@o entre o complexo supressor e a HSA é espontanea. Ademais, percebe-
se gue, tanto para excitagdo em 280 nm quanto para excitagcdo em 295 nm, os

valores de AS sdo maiores que zero e os valores de AH sdo menores que zero.
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Os valores obtidos mostram que a interacdo predominante entre o
complexo supressor e HSA é do tipo eletrostatico. Era de se esperar esse
comportamento uma vez que o complexo supressor, quando em solucgéao,
apresenta carga positiva e biomoléculas, como a HSA, apresentam carga
resultante negativa, o que explica muito bem a atracdo eletrostatica existente
entre esses dois grupos de moléculas.

E interessante notar que os valores dos parametros termodinamicos s&o
todos maiores quando a analise é feita em 295 nm, indicando que o complexo
interage com maior facilidade e forgca na regido especifica do triptofano. Ha
interacdes em outras regides, porém nédo sao tao significativas quanto esta.

Os valores de AS séo positivos uma vez que é necessaria quebrar toda a
rede de solvatacdo que envolve as moléculas de HSA, causando assim uma
grande perturbacdo no sistema. Em contrapartida, valores negativos de AH
sugerem que o ganho de energia nas interacfes entre as espécies carregadas
(complexo supressor e HSA) € maior do que a somatoria das ligagcdes rompidas

entre as moléculas de agua da esfera de solvatacao.

Tabela 19: Pardmetros termodindmicos da interagdo entre 0 complexo supressor e a
HSA, para Aexc = 280 e 295 nm.

S — AH AS AG
(°C) (KImolY) | mol*K?Y) | (KImol?) | (KImol?) | (Jmolik?) | (KImol?)
25 -37,7 -38,0
31 -40,6 -40,6
37 -134,9 574,0 -39,5 -151,3 628,8 -39,5
43 -43,4 -44.9
49 -53,9 -55,2

Fonte: Autor.

Os resultados apresentados acima indicam com clareza que o mecanismo
de supresséao de fluorescéncia é do tipo dindmico e estatico. Medidas do tempo
de vida do estado excitado da HSA foram realizadas para melhor investigacéo

desses mecanismos.
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5.10 Tempo de vida

O estudo de supressao de fluorescéncia através do modelo matematico
de Stern-Volmer determinou que a supressao de fluorescéncia est4 ocorrendo a
partir do mecanismo estatico e dinamico de supressao da fluorescéncia.

O tempo de vida do estado excitado da HSA é sensivel a interagcdo HSA-
complexo e é comumente utilizada para a determinacdo do mecanismo de
supressdo de fluorescéncia. Segundo esse método, quando a supressado de
fluorescéncia é predominantemente do tipo estatica, observa-se que uma fracao
dos fluoréforos sao “removidos” do sistema em estudo, pois ha a formacao de
adutos entre a HSA e o complexo de binuclear de ruténio, formando um novo
complexo. Esses novos complexos ndo apresentem fluorescéncia, entdo a
fluorescéncia medida esta totalmente relacionada aos fluoroforos livres. Como a
fracao livre ndo é perturbada, o tempo de vida do estado excitado da HSA néo
sofre alteracédo alguma. Em contrapartida, quando se trata de um mecanismo de
supressao predominantemente dindmico observa-se alguma alteragdo no tempo
do estado excitado da HSA quando se varia a concentragédo do supressor [139]
[136] [196].

Abaixo estédo representados os perfis de decaimento da fluorescéncia da
interacdo da HSA com o complexo supressor em 3 diferentes temperaturas (25,
37 e 49 °C) em 5 diferentes concentra¢cdes do complexo binuclear de ruténio. O
comprimento de onda de excitacdo foi de 295 nm, garantindo a excitacao apenas
do residuo Trp-214. Para as trés temperaturas analisadas, observa-se um
expressivo decaimento do tempo de vida da HSA com o aumento da

temperatura.
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Contagem

Figura 60: Perfil de decaimento da fluorescéncia da interacdo HSA-
[Ru20(CH3COO0)2(py)a(THIQ)2](PFe)2 em tampéo tris (pH=7,2), Aexc = 295 nm, a 25 °C
(A), 37 °C (B) e 49 °C (C).
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Como pode ser visto pela figura acima, o tempo de vida do estado

excitado da albumina diminui com o aumento da concentragdo do complexo

supressor em todas as temperaturas. Esse fato caracteriza que o modo de

supressao de fluorescéncia predominante é do tipo dinamico, porém devido ao

modelo de Stern-Volmer discutido anteriormente sabe-se que o mecanismo de

supressdo de fluorescéncia do tipo estatico também tem uma relevante
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influéncia. Quando o mecanismo de supressao € predominantemente dinamico
nao ha formacédo de um novo complexo entre a HSA e o supressor, 0 que ocorre
séo interagbes colisionais suficientemente fortes entre a HSA e o complexo
supressor que extingue a fluorescéncia do fluoroféro da HSA [196].

A figura mostrada abaixo mostra o perfil do decaimento do tempo de vida
médio do estado excitado da HSA com o aumento da concentracdo do complexo
supressor [Ru20(CHzCOO)2(py)4(THIQ)2](PFs)-.

Figura 61: Dependéncia do tempo de vida do estado excitado da HSA com o aumento
da concentracdo do complexo [Ru2O(CH3zCOO)2(py)a(THIQ)2](PFs)2, para trés
diferentes temperaturas.

5,4

52
5,0
481
461
44

4,2 1

Tempo de vida (ns)

4,0

3,8

3,6

A 49°C

T T T T T
0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,5x10°

[Complexo] (mol.L™)

Fonte: Autor.

A figura 61, mostra uma relagéo direta entre a temperatura e o tempo de
vida do estado excitado da HSA. Nota-se que com o aumento da temperatura
tem-se uma diminuicdo consideravel do tempo de vida do estado excitado da
HSA, sobretudo devido ao fato de em altas temperaturas o complexo sofrer maior
dissociacdo e consequentemente interagir mais com a HSA e também em
decorréncia do sistema apresentar maiores entropias em temperaturas mais
altas possibilitado mais interacfes colisionais suficientemente fortes entre a HSA
e 0 complexo supressor.

Abaixo estdo tabelados todos os valores obtidos para o experimento

realizado em 3 temperaturas diferentes.
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Tabela 20: Resultado dos ajustes feitos do decaimento de fluorescéncia do
complexo [Ru2O(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2, onde T1, T» e T3 sS&0 0s tempos de
vida do estado excitado da HSA; P1, P2 e P3 sdo as contribuicdes percentuais de cada
tempo de vida para o decaimento total da fluorescéncia.

[Ru20(CH3COO)2(py)a(THIQ)2] (PFe)2

25°C
[Complexo] T1 (ns) T2 (ns) T3 (ns) Tmeédio P1 (%) P2 (%) P3 (%)
0 6,85 2,61 0,30 5,21 62,8 34,4 2,80
3,01 x10° 6,77 2,53 0,29 5,05 61,2 35,6 3,19
6,03 x10° 6,82 2,59 0,33 4,95 57,8 38,4 3,81
9,05 x10° 6,63 2,40 0,28 4,82 59,0 37,3 3,70
1,21 x10° 6,57 2,34 0,26 4,69 57,6 38,5 3,85
1,81 x10° 6,49 2,27 0,25 4,47 54,2 41,5 4,29
37°C
[Complexo] T1 (ns) T2 (ns) T3 (ns) Tmédio P1 (%) P2 (%) P3 (%)
0 6,49 2,49 0,32 4,75 58,4 38,0 3,57
3,01 x10° 6,38 2,34 0,27 4,68 58,4 38,0 3,59
6,03 x10© 6,34 2,33 0,28 4,52 56,8 39,1 4,10
9,05 x10° 6,30 2,29 0,27 4,39 54,7 40,9 4,33
1,21 x10°° 6,19 2,16 0,23 4,27 54,3 41,5 4,19
1,81 x10° 5,99 1,99 0,18 4,03 53,1 42,8 4,13
49 °C
[Complexo] T1 (ns) T2 (ns) T3 (ns) Tmédio P1 (%) P2 (%) Ps (%)
0 5,90 2,17 0,26 4,21 56,5 39,9 3,60
3,01 x10° 5,99 2,21 0,29 4,18 54,4 41,4 4,22
6,03 x10° 5,88 2,13 0,27 4,09 54,3 41,4 4,30
9,05 x10° 5,88 2,10 0,24 3,98 52,0 43,4 4,65
1,21 x10°° 5,74 1,99 0,22 3,80 50,4 449 4,72
1,81 x10° 5,46 1,79 0,16 3,56 50,3 45,1 4,58

Fonte: Autor.

E interessante ressaltar que as medidas de tempo de vida do estado
excitado da HSA geram trés valores de tempo de vida, que juntos geram o valor

de tempo de vida médio através da equacao 76:
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Equacéo 76
Ty.Py+ Ty. Py + T5. P,
Timedio = 100

onde, T1, T2 e T3sao os tempos de vida do estado excitado da HSA e P1, P2 e P3
sao as contribuicbes percentuais de cada tempo de vida para o decaimento total
da fluorescéncia.

Apesar de existir apenas um residuo de triptofano em cada HSA observa-
se 3 diferentes tempos de vida, o que esta de acordo com a literatura [197] [198]
[199]. Os dados séo interpretados como resultados de uma emisséo que ocorre
através de 3 subestruturas do Trp-214 resultando no estado excitado de emisséo
de fluorescéncia total. Duas dessas estruturas sdo inerentes ao residuo de
triptofano, sendo encontradas mesmo para o triptofano livre em solucédo e a
terceira é resultado da interacdo entre o residuo Trp-214 e o microambiente
circundante [198].

Os valores encontrados para cada subestrutura do Trp-214 sao diferentes
entre si, ou seja, essas subestruturas estdo em diferentes orienta¢cdes no espaco
dentro da HSA, provavelmente circundadas por microambientes de diferentes
polaridades. Um cuidado conceitual deve ser tomado aqui, essa informac¢ao ndo
esta dizendo que uma subestrutura do Trp-214 esteja localizada em uma regido
hidrofébica e outra em uma regido polar. As trés subestruturas estéo localizadas
em um ambiente hidrofébico da HSA, mas provavelmente estdo em
microambientes diferentes, ou seja, entdo em contato levemente diferente com
as moléculas do solvente, apresentando subestruturas mais ou menos
hidrofilicas [198].

Por fim, como mencionado anteriormente, através da analise dos
espectros de absorcdo do complexo supressor em solucdo e andlise dos
espectros de absorcdo do complexo supressor juntamente com a HSA pode-se
inferir qual mecanismo de supressao predominante.

Como pode ser visto na figura 62, a comparacdo entre o espectro
eletrénico do complexo e os espectros da solugdo complexo + HSA séo bastante
semelhantes. Os maximos de onda relacionados a banda da unidade [Ru20]
variam muito pouco para quase todas as temperaturas (apenas 5 nm) em relacéo
ao complexo puro. Para temperatura de 49 °C a variacdo € de 16 nm, porém,
esse comportamento deriva da rapida troca dos ligantes THIQ trans a ponte p-
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oxo por moléculas de dgua em temperaturas elevadas e ndo da formacao de um
novo complexo entre HSA e complexo supressor.

De um modo geral, para as demais temperaturas tem-se um perfil muito
parecido entre todos 0s espectros eletrbnicos, esse comportamento é um
indicativo de um mecanismo de supressao predominantemente dinamico. Caso
houvesse a formacdo de um novo complexo o perfil do espectro mudaria e o
mecanismo seria definido como estético.

Figura 62: Comparacao entre 0 espectro eletrbnico do complexo puro e 0os espectros
eletrdnicos do sistema [HSA-Ru,0O-complexo], em diferentes temperaturas.
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Fonte: Autor.

Apoés toda a discussdo sobre a interagdo da HSA com o complexo
binuclear de ruténio, percebe-se que os dados apresentados apontam que tanto
0 mecanismo dinamico quanto o estatico estejam ocorrendo, porém muito
provavelmente o mecanismo que mais esteja contribuindo com a supressao de

fluorescéncia seja o dinamico.

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Pagina 165



5.10.1 Espectroscopia Eletronica de Dicroismo Circular -

Analise conformacional da HSA

Em busca de obter mais informacfes a respeito da interacdo existente
entre a HSA e o complexo binuclear de ruténio, medidas de dicroismo circular
foram realizadas.

A espectroscopia de dicroismo circular ou CD (Circular Dichroism) é uma
técnica fundamentada na absorbéancia diferencial entre as duas rota¢des (horaria
e anti-horéaria) de luz circularmente polarizada por uma molécula assimétrica.
Quando macromoléculas opticamente ativas, como o caso da HSA, interagem
com a luz circularmente polarizada, provocam certa alteragcéo na luz incidente,
produzindo um espectro da frequéncia de onda (nm) pela variacdo Otica em
miligraus (mDeg), possibilitando o estudo da estrutura secundaria da HSA [142].

Os espectros mostrados a seguir foram adquiridos na regido de 190-250
nm, pois nessa regido é possivel analisar a variagdo conformacional da estrutura

secundarias de proteinas.

Figura 63: Espectro de CD para monitoramento da estrutura secundaria da HSA em
tampao tris, em diferentes concentracdes do complexo
[Ru20O(CH3COO0)2(py)a(THIQ)2](PFs)2, 25 °C.
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Fonte: Autor.
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Para facilitar a visualizacdo dos dados obtidos através da figura acima,
tabelou-se os valores da % de a-hélice para as diferentes concentracdes do

complexo.

Tabela 21: Porcentagem estimada de a-hélice da HSA, através das curvas de
Dicroismo Circular

[Ru20(CH3COO)2(py)a(THIQ)2] (PFe)2

[Complexo] (10° mol/L) | % a-hélice
0 79,8
5,09 78,8
19,7 77,8
27,9 78,3
47,3 77,8

Fonte: Autor.

Na regido de 260 nm ndo se observa nenhuma mudanca significativa
mostrando que ndo houve alteracdes na estrutura terciaria da HSA. Além disso,
analisando-se os valores tabelados acima percebe-se uma reducéo de apenas
2,0% do contetdo da a-hélice da HSA, mesmo em concentra¢fes elevadas do
complexo binuclear de ruténio [200]. Os dados apresentados acima corroboram
com os dados encontrados quando se analisou a interacdo da HSA ao complexo
binuclear de ruténio.

Em suma, os dados de dicroismo circular mostraram estar ocorrendo
interacOes fracas entre o complexo e a HSA. Muito provavelmente essas
interacdes inespecificas estdo ocorrendo na superficie da proteina. Mesmo em
concentracdes altas do complexo, a estrutura da proteina ndo sofre quase que
nenhuma alteracdo, mantendo sua funcdo. Mesmo sem garantias, apenas
casando-se resultados obtidos para o tratamento de Stern-Volmer com os dados
apresentados nessa secéo, essas interacoes inespecificas na superficie da HSA

séo do tipo eletrostatica.
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5.11 Titulagcao espectrofotométrica na regiao do UV-

visivel

5.11.1 Estudo da interacao do fs-DNA com o complexo
[Ruz0(CH3C00)2(py)+(THIQ)2] (PFs)2

A titulagdo espectrofotométrica € um estudo muito utilizado na tentativa
de identificacdo do modo de interacdo que ocorre entre o complexo de interesse
e 0 DNA, utilizando-se o modelo matemético de Benesi-Hildebrand. Através
desse modelo extrai-se a constante de ligagao da interagao entre DNA/complexo
e realizando-se o experimento em temperaturas diferentes € possivel determinar
parametros termodinamicos utilizando-se a equacao da van’t Hoff.

Antes de iniciar-se 0 experimento calculou-se a relacdo entre as
absorbancias em 260 e 280 nm, com o intuito de saber se o fs-DNA encontrava-
se livre de proteinas. O valor encontrado foi de 1,78, o que indica que o fs-DNA
estd livre dessas proteinas e pronto para ser utilizado [144].

A macromolécula de fs-DNA apresenta grupos croméforos em suas bases
nitrogenadas que apresentam uma banda de absor¢ao intensa na regido de 260
nm. O complexo binuclear apresenta banda tipica em 580 nm, caracteristica
vantajosa uma vez que sua intensidade de absor¢do ndo sofrera interferéncia da
absorcai caracteristica do fs-DNA. As alteracdes espectrais podem ser
acompanhadas tanto na regido de absorcédo do fs-DNA quanto nas bandas do
préprio complexo, caso sejam observadas mudancas significativas [201].

Nos estudos que serdo mostrados em seguida nota-se que nao ha
alteracOes significativas nas bandas relativas ao complexo binuclear de ruténio,
por isso a analise serd toda pautada em relacdo a banda de absorcéo
caracteristica do fs-DNA, as figuras abaixo mostram essa tendéncia.

E importante ressaltar que os complexos apresentam pouca solubilidade
em agua, por isso foi necessario utilizar a acetonitrila para solubilizacdo total
desse complexo. Em nenhum dos experimentos a porcentagem de acetonitrila

passou de 2% em relagéo ao volume total contido na cubeta.
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Figura 64: Titulacao espectrofotométrica, em 25 °C (A), 31 °C (B), 37 °C (C), 43 °C (D)
e 49 °C (E) do complexo [Ru2O(CH3COO).(py)4(THIQ)2](PFe)2 (4,2 x10° mol.L'Y) com
fs-DNA acompanhada por espectros de absorcdo na regiao do UV-visivel.
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Absorbéncia (u.a.)

Nota-se que, com o0 aumento da temperatura had uma tendéncia
hipsocrémica na variacdo da banda em 580 nm. Porém, esse fato pouco tem a
ver com a interacdo entre o fs-DNA e o complexo binuclear de ruténio. Este
fenbmeno esta ocorrendo, sobretudo em temperaturas mais elevadas, devido a
troca dos ligantes THIQ trans a ponte p-oxo por moléculas de agua presentes no
meio reacional.

Antes de prosseguir com a andlise é importante ressaltar que com
adi¢cBes sucessivas de aliquotas de fs-DNA, obviamente a banda em 260 nm ira
ter sua intensidade aumentada uma vez que a concentragdo de fs-DNA também
estd aumentando dentro da cubeta. Entdo, com o intuito de saber se 0 que esta
sendo observado é um aumento da intensidade de emisséo devido somente ao
aumento da concentracdo de fs-DNA ou que esta intensidade esteja variando
devido alguma interacédo entre o fs-DNA e o complexo binuclear de ruténio foi
realizado um experimento baseado na comparacao entre concentracfes iguais
de fs-DNA na presenca e auséncia do complexo binuclear de ruténio. Esses
resultados estdo mostrados abaixo:

Figura 65: Comparacao entre a intensidade da ultima curva da titulagédo
espectrofotométrica e a concentracdo equivalente de fs-DNA livre (3,2 x10° mol.L?),
em 25 °C (A) e 49 °C (B).
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Fonte: Autor.

Optou-se por ndo mostrar 0s espectros eletrbnicos em todas as
temperaturas pois todos apresentam o mesmo comportamento. De modo geral,

nota-se que a intensidade da banda na regido de 260 nm é consideravelmente
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maior para o experimento contendo complexo binuclear de ruténio e fs-DNA do
gue contendo apenas o fs-DNA. Esse fato induz a ideia de que realmente esta
ocorrendo algum tipo de interacdo entre o fs-DNA e o complexo binuclear de
ruténio, porém ndo se deve esquecer o fato de que o complexo também
apresenta uma banda intensa nessa regido que pode estar influenciando na
intensidade da banda relativa apenas ao fs-DNA.

Visto isso, e buscando-se resultados mais confiaveis foi realizado um
outro experimento em 25, 37 e 49 °C. Em uma cubeta contendo solucéo tampéo
tris (a mesma utilizada para realizar o experimento de fs-DNA que vai ser
mostrado posteriormente) foram adicionadas aliquotas de fs-DNA e medidas de
espectroscopia eletronica foram realizadas apos cada adicdo. O objetivo desse
experimento € “descontar” o valor da intensidade de absorcéo relativo apenas a
concentracéo do fs-DNA do valor observado quando a mesma concentracao de
fs-DNA é adicionada em uma cubeta contendo o complexo binuclear de ruténio.
Esse tratamento matematico foi aplicado nos dados que serdo discutidos
adiante.

Em primeiro lugar vale a pena destacar que o espectro eletrbnico do
complexo ndo apresenta mudancas espectrais além da banda na regido de 260
nm, mostrando que os orbitais do complexo ndo foram perturbados pela
interacdo com o DNA, o que esta intimamente ligado ao tipo de interacdo
complexo-DNA. Vale a pena destacar nesse ponto que a pequena diferenca
encontrada nos espectros nas temperaturas mais altas na regido de 580 nm esta
completamente ligado ao fato da troca de ligantes THIQ por molécula de agua e
ndo por possiveis interacbes do complexo com o DNA, isso é comprovado no
topico sobre a cinética de troca de ligantes.

E sabido que as interacBes que ocorrem entre o DNA e complexos
metéalicos podem ser covalentes ou ndo-covalentes e a magnitude da constante
de ligacdo é o que permite distinguir qual tipo de interacdo esteja ocorrendo.
InteragOes covalentes sdo aquelas que ocorrem entre a cis-platina e o DNA,
onde a platina coordena-se fortemente aos azotos livres das bases nitrogenadas,
causando danos irreversiveis nas fitas do DNA.

Quando a interacao entre o complexo e o DNA se da por intercalacéo,
observa-se o efeito hipocromico e deslocamento da banda para comprimento de
ondas maiores, chamado de deslocamento batocromico, onde a reducao da
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banda é proporcional ao cubo da reducéo da distancia entre o complexo e as
bases nitrogenadas do DNA. Para interacOes eletrostaticas — interacdes
realizadas externamente as a-hélice por ligacbes aos grupamentos fosfatos do
DNA — ocorre o feito hipercrébmico. Esse efeito também pode ocorrer para
complexos que interagem de modo nédo-covalente ao DNA ou ainda para
complexos causadores de danos a estrutura secundaria do DNA [144] [202]
[203].

A partir da interpretacdo da figura 64, nota-se um comportamento
hipercrébmico da banda na regido de 260 nm, em todas as temperaturas, 0 que
pode ser associado a uma atracao eletrostatica entre o complexo binuclear de
ruténio e o fs-DNA. Nesse tipo de interacdo ocorre mudancas na conformacao e
estrutura do fs-DNA. As duas cadeias do fs-DNA sdo mantidas juntas por
interac6es de empilhamento (n-stacking) somadas a ligacbes de hidrogénio e
efeitos hidrofébicos entre bases complementares. Quando ocorre determinada
atracao eletrostatica entre fs-DNA e o complexo binuclear de ruténio a forca de
interacdo que sustenta a estrutura helicoidal da dupla hélice diminui fazendo com
que essa estrutura colapse. Surgem entdo, duas estruturas de cadeia simples
enoveladas de modo aleatério que obviamente, apresentam pouca interacéo
entre as bases complementares de fitas adjacentes. Essas bases, em sua forma
livre, irdo apresentar cerca de 40% maior intensidade de absorbancia do que
quando ligadas a bases complementares. Devido a carga positiva do complexo
binuclear de ruténio quando em solugdo, pode estar ocorrendo atracao
eletrostéatica ao grupo fosfato do esqueleto no fs-DNA, que causa uma contracéo
e danos a estrutura secundaria do DNA [144] [204] [205] [203].

Pode-se observar também que a banda na regido de 260 nm muda de
forma, sugerindo a formacao de adutos (fs-DNA)-complexo. Porém, infelizmente,
através dos dados obtidos por titulacdo espectrofotométrica na regido do UV-
visivel € impossivel determinar-se qual mecanismo esta ocorrendo. Uma
observacgéo importante: os experimentos foram todos realizados em duplicatas.

Prosseguindo-se as analises utilizando-se o0 modelo matematico de
Benesi-Hildebrand, foram plotadas as curvas de 1/AA versus 1/[DNA] que
permitem mensurar os valores das constantes de ligacdo entre o fs-DNA e
complexo binuclear de ruténio para cada temperatura e de posse desses valores

calcular os parametros termodinamicos envolvidos nesse sistema.

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Péagina 172



Figura 66: Curvas obtidas pelo modelo de Benesi-Hildebrand para a variacdo
espectral em 260 nm do complexo [Ru,O(CH3zCOO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 durante a
titulacdo com o fs-DNA, em diferentes temperaturas.
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Fonte: Autor.

Figura 67: Grafico de van’'t Hoff para o complexo [Ru2O(CH3COO)2(py)a(THIQ)2](PFe)2
em 260 nm.
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Fonte: Autor.

Os valores obtidos estédo apresentados na tabela 22:
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Tabela 22: Valores da constante de ligacéo (Ky,) e dos parametros termodindmicos
para interagéo do complexo [Ru.O(CHsCOO)2(py)4(THIQ)2](PFs). com o fs-DNA

[Ru20(CH3COO)2(py)a(THIQ)2](PFe)2

Temperatura IGRUD) AH AS AG
0 (x103) -il Ape-1 1
(°C) (KImol™) | (dmol*K?) | (KImol™)
25 0,981 -17,1
31 1,06 -17,6
37 13,9 -93,6 370,0 -22,0
43 7,53 -23,5
49 12,4 -25,3

Fonte: Autor.

Esperava-se que o complexo [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 por
apresentar relevante labilidade de seus ligantes, assim como a cis-platina,
apresentasse constantes de ligacdo da ordem de 10%10° caracteristica de
interacdes covalentes, porém foram observadas constantes substancialmente
mais baixas.

Diferentemente do que se pensava a magnitude de Ky para o complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2 sdo0 as mesmas encontradas para o
complexo trinuclear [RusO(CH3COOQO)s(THIQ)3](PFs), caracterizando interages
do tipo nédo-covalentes. Esses dois complexos citados acima, apesar de
anélogos, apresentam propriedades bem diferentes frente a substituicdo de seus
ligantes, sendo o complexo trinuclear inerte em solugcao e o binuclear bastante
labil. O fator comum entre eles diz respeito a carga positiva existente nos dois
complexos quando em solucéo, que pode estar governando o tipo de interacéo
(eletrostatica) existente entre DNA e complexo para os dois casos.

Além disso, nota-se que todos os valores de AG s&o negativos indicando
gue o processo de atracdo entre o complexo binuclear de ruténio (carga total
positiva) e a molécula de DNA (que apresenta regiées com carga negativas) €
um processo espontaneo. Assim como a analise feita para a H SA, o valor de
AH é menor que zero e AS apresenta um valor positivo, caracterizando uma
predominancia de interacfes/atracdes do tipo eletrostatica, fato esse que

concorda com o que foi dito anteriormente.
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5.12 Avaliacao do potencial citotoxico em células

tumorais

O potencial citotoxico do complexo binuclear de ruténio foi avaliado em
duas diferentes linhagens de células tumorais — a B16F10, conhecida como
melanoma murino e a MCF7, adenocarcinoma de mama humano — e uma
linhagem de célula ndo tumoral — L929, fibroblasto murino. Esse experimento foi
realizado no intuito de investigar a influéncia da unidade [Ru20] frente a atuacéo
com células tumorais.

Com esse obejtivo em mente utilizou-se o ensaio colorimétrico de MTT —
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio) — o qual compde uma
série de compostos de tetrazdlio utilizados para detectar células viaveis, através
da avaliacdo do metabolismo/atividade enzimética celular. Esse método é
baseado na capacidade das células viaveis converterem o MTT de coloracao
amarela em formazan que apresenta-se violaceo. Essa conversao ocorre,
sobretudo, devido ao metabolismo ativo e enzimas mitocondriais presentes nas
células viaveis [206]. No qual a intensidade de coloracdo observada é
diretamente proporcional a quantidade de células viaveis. Este esquema esta
mostrado na figura abaixo. Cabe destacar que o formazan resultante da reducao
do MTT é um produto insoltvel, sendo necesséaria uma etapa de solubilizacao
em DMSO para realizacdo da leitura da absorbancia em 490 nm.

Figura 68: Representacdo da reacdo de reducdo do MTT a formazan.

N H’
Reducio 7 H

—

celular

MTT - amarelo

formazan - violaceo

Fonte: Imagem de dominio publico coletada da internet, adaptada.

Para realizacdo desses experimentos as células foram cultivadas e

semeadas conforme descrito anteriormente. Apos 24 horas de incubacao, o meio
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foi trocado e as células foram tratadas com o complexo em diferentes
concentracdes e novamente incubadas, totalizando 24 horas de experimento.

Para cada experimento, além do controle constituido apenas pela
linhagem celular em estudo, foram avaliados os controles contendo o solvente
no qual as amostras foram preparadas (1% de DMSO), todos os experimentos
foram realizados em triplicata. As figuras mostradas a seguir ilustram o
experimento.

Figura 69: Viabilidade celular apds o tratamento com o complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)a(THIQ)2](PFe)2 (A) e o ligante THIQ (B), em diferentes
concentracoes frente as células B16F10. Os dados
apresentados representam as meédias £ S.E.M. de todos os experimentos realizados.
As diferencas foram consideradas com significancia de 0,05 com p < 0,05; * (diferente
do grupo controle).
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Fonte: Autor.
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Figura 70: Viabilidade celular apds o tratamento com o complexo
[Ru20O(CH3CO0).(py)4(THIQ)2](PFs)2 (A) e o ligante THIQ (B), em diferentes
concentragdes frente as células MCF7. Os dados
apresentados representam as médias + S.E.M. de todos 0s experimentos realizados.
As diferencas foram consideradas com significancia de 0,05 com p < 0,05; * (diferente
do grupo controle).
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Fonte: Autor.

Figura 71: Viabilidade celular apds o tratamento com o complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)a(THIQ)2](PFe)2 (A) e o ligante THIQ (B), em diferentes
concentracdes sob as células L929. Os dados
apresentados representam as médias + S.E.M. de todos 0s experimentos realizados.
As diferencas foram consideradas com significancia de 0,05 com p < 0,05; * (diferente
do grupo controle).
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Fonte: Autor.
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[Ru20O(CH3CO0O),(py)4(THIQ)2](PFs)2 € 0 ligante THIQ em diferentes linhagens de

Tabela 23: Valores de viabilidade celular para o complexo

célula.
‘ [Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2 THIQ
Concentracao Viabilidade Celular (%)
(10 mol/L) B16F10 MCF7 L929 B16F10 MCF7 L929
2 96,7 98,1 - 100,3 99,8 102,1
5 95,3 92,1 101,3 99,1 96,0 99,6
10 91,5 83,8 98,3 96,5 95,0 96,0
25 81,6 75,6 90,9 91,8 89,6 92,0
50 67,1 66,5 66,5 83,9 81,4 88,4
100 46,5 62,7 53,2 78,8 71,8 75,0
200 - - 43,9 - - -
Fonte: Autor.
De um modo  geral, reconhece-se que 0 complexo

[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 apresenta uma atividade citotoxica mais
significativa em relacéo ao ligante livre sob as diferentes linhagens de células
tumorais e nao tumoral, sobretudo para maiores concentracdes. Destaca-se que
0 aumento da concentragdo ocasionou uma diminuicdo da viabilidade mais
expressiva frente as células sadias para o complexo do que para o ligante. Entéo,
tais dados permitem avaliar que o processo de coordenacao do ligante THIQ a
unidade [Ru20] parece influenciar de forma significativa sua atividade

Embora preliminares, os resultados obtidos permitem inferir que o
complexo apresenta uma atividade citotoxica ligeiramente mais pronunciada
frente a linhagem tumoral B16F10 do que sob as células fibroblasto murino,
ocasionando na concentracdo de 100 pM uma morte celular de
aproximadamente 53 % e 47 %, respectivamente. Quando comparados sob as
linhagens tumorais observa-se que o complexo fora mais citotéxico sob as
células de melanoma para as maiores concentragdes testadas (50 e 100 uM), ja
nas concentracfes de 10 e 25 pM é evidenciado um maior potencial sob a
linhagem de mama. Estudos posteriores poderdo ser conduzidos a fim de se

avaliar melhor esse comportamento.
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Em busca de melhores resultados comparacdes com complexos analogos
ao apresentado nessa tese serdo feitas a seguir. A tabela abaixo traz um

comparativo frente a diferentes complexos e suas respectivas viabilidade celular.

Tabela 24: Comparativo da viabilidade celular dos complexos binucleares e trinuclear
de ruténio frente as células tumorais B16F10.

[Ru20(CH3CO0)2(py)s(THIQ)] (PFe). [Ru20(CH3COO)2(py)s](PFs)2 [RusO(CH3COO)s(THIQ)3]PFs THIQ

Concentragédo Viabilidade Celular (%)
(105 mol.LY) B16F10

5 95,3 94,1 - 99,6
10 91,5 91,9 80 96,0
15 - - - -
20 - - - -
25 81,6 90,2 55 92,0
50 67,1 86,4 45 88,4
100 46,5 82,8 40 75,0

Fonte: Autor e adaptado de [3].

Os resultados apresentados acima mostram que, de modo geral, o ligante
THIQ livre apresenta uma citotoxicidade mais baixa que 0s complexos,
mostrando que sua coordenacdo ao centro metalico influencia sua atividade
frente as células tumorais B16F10.

Analisando-se as concentragées de 5 e 10 x10® mol.L observa-se que o
complexo trinuclear apresenta uma maior citotoxicidade em relagdo aos dois
complexos binucleares de ruténio, mostrando nesse caso que a unidade
metalica [RusO] tem uma influéncia grande frente a atividade citotoxica do
complexo. Sendo os complexos trinucleares mais inertes frente a substituicdo
dos ligantes THIQ em relacdo aos compostos binucleares, acredita-se que 0s
ligantes THIQ mantém-se totalmente coordenados ao centro metalico quando
ocorre a interacdo com as células tumorais. Diferentemente, os complexos
binucleares devem estar perdendo ligantes THIQ que estdo sendo substituidos
por moléculas de &gua. Como visto o ligante livre ndo apresenta boa
citotoxicidade e esse fato pode explicar a grande diferenca entre complexos
binucleares e trinucleares. Além disso, quando se analisa os dois complexos
binucleares mostrados na tabela acima, percebe-se que o complexo com

ligantes THIQ apresenta uma maior atividade quando comparado ao complexo
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com 6 ligantes piridinicos. A conclusdo nesse ponto é de que quando ocorre a
substituicdo dos ligantes THIQ por moléculas de &agua o complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)2](PFs)2. passa a apresentar uma menor
citotoxicidade, pois a mesma esta relacionado ao ligantes THIQ coordenado.
Resumindo, complexos trinucleares sdo inertes e mantém os ligantes THIQ
coordenados por isso apresentam uma alta citotoxicidade, os complexos
binucleares perdem ligantes quando em contato com agua e provavelmente uma
grande parcela do complexo inicial foi convertida ao complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)2](PFs)2, 0 que explica sua menor atividade.

5.13 Atividade Antialérgica

@] potencial antialérgico do complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)2](PFs)2 foi avaliado através da degranulacdo de
mastocitos, parte crucial envolvida nas doencas alérgicas [207].

A exocitose — fendmeno de degranulacédo dos mastécitos — ocorre quando
as células sdo expostas a um alérgeno/antigeno através do reconhecimento
deste por um imuno-complexo FceRI-IgE especifico presente na membrana
celular. Inicia-se entdo uma série de reacdes bioquimicas, em que o ultimo
estagio esta relacionado a fusdo entre a membrana plasmatica e os granulos
secretorios produtores de secre¢cdes de mediadores quimicos vesiculares que
sao expulsos para 0 meio extracelular causando os sintomas caracteristicos de
doencas alérgicas [208]. Dentre as secrecdes produzidas esta a enzima [3-
hexosamidase [207] [208], por esse motivo essa enzima sera objeto de estudo
nessa secao.

A % B-hexosamidase pode tanto aumentar quanto diminuir frente a um
novo potencial farmaco. Quando ocorre um aumento da % B-hexosamidase o
farmaco apresenta potencial alergénico e estimulam as células liberando o
contetdo granular dos mastdcitos para o meio extracelular levando as reacdes
alérgicas [209].

A diminuicdo da % [(-hexosamidase ocorre quando um complexo
apresenta propriedades antialérgicas, inibindo a degranulagdo mastocitaria,
podendo ser usado no tratamento de alergias. Porém, esse perfil inibitério pode
estar diretamente ligado & morte celular pelo mecanismo de apoptose. Entéo, o
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experimento realizado nesse trabalho para quantificagdo da enzima -
hexosaminidase [209] sinaliza tanto a inibicAo da degranulacdo (potencial
antialérgico) quanto o estimulo celular (potencial alergénico), sendo que ambos
podem ser indicativos de morte celular o que explica todo o cuidado com a
citotoxicidade dos mastocitos tratados por potencias novos farmacos.

Quando comparado ao controle, os resultados do efeito inibitério do
complexo [Ru20(CHsCOO)2(py)4(THIQ)2](PFe)2 ndo mostra resultados
conclusivos. Percebe-se que para algumas concentragcdes do complexo ocorre
uma diminuigdo pouco significativa da % de -hexosaminidase (5, 50, 100 e 200
HM) e em outras um pequeno aumento da % de (B-hexosaminidase (2, 10 e 20
uM). Esse comportamento indica que o complexo ndo apresenta potencial
alergénico, nem potencial antialérgico. Essa flutuacdo de comportamento pode
estar atrelada a mistura de complexos existentes devido a troca dos ligantes
THIQ por molécula de agua.

E interessante ressaltar que estudos anteriores com outros complexos
binucleares de ruténio mostraram comportamentos diferentes. O complexo
[Ru20(cetoprofeno)z(py)s](PFe)2 [97], por exemplo, reduziu significativamente a
% de B-hexosaminidase, apresentando uma interessante atividade antialérgica.
Em contrapartida, o complexo analogo [Ru20(ibuprofeno)z(py)s](PFe)2, diferente
apenas em relacdo ao acetato coordenado aos dois &tomos de ruténio
apresentou comportamento oposto.

Outros estudos mostraram que o complexo [Ru20(CH3zCOO)2(py)s](PFs)2,
também apresentou uma discreta reducdo da % de B-hexosaminidase em todas
as concentracfes, apresentando um discreto potencial antialérgico. Em
compensacdo o complexo [Ru20(CHsCOO)2(5-metil-1,10-phen)2(py)2](PFs)2
mostrou forte inibicdo da degranulacdo, apresentando 6timo potencial
antialérgico (5-metil-1,10-phen € o 5-metil-1,10-fenantrolina, ligante bidentado).

Visto isso, percebe-se que a atividade antialérgica ou potencial alergénico
nado esta relacionado a unidade [Ru20] mas sim ao ligante coordenado a essa
unidade.

Felipe Costa Claro Reis — Tese Doutorado Pagina 181



Figura 72: Efeito inibitério do complexo [Ru2O(CHsCOO)2(py)4(THIQ)2](PF¢)2 sobre a
desgranulagdo de mastdcitos induzida por antigeno. Células RBL foram tratadas com
diferentes concentracdes do complexo, seguido de estimulo celular com antigeno
(DNP-BSA, 0,1 pg/mL). Apés incubacao a 37 °C por 1 h, as células foram incubadas
com MUG 3,6 mM por subsequentes 30 minutos e a degranulacéo foi quantificada
através de medidas de fluorescéncia da metilumbeliferona, produto da clivagem do
MUG pela enzima B-hexosaminidase. Nesta curva representativa, as barras de erro
representam os desvios padréo para amostras em triplicata de um Unico experimento.
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[Ru,0(CH,COO0),(THIQ),(py),] (uM)

Fonte: Autor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A sintese do complexo binuclear de ruténio foi bastante complicada, visto
gue em duas etapas € imprescindivel utilizar como solvente a dgua e como
mostrado acima o complexo se apresenta labil frente a substituicdo de seus
ligantes THIQ em agua. Apesar desse inconveniente foi possivel a purificacéo e
obtencédo do complexo desejado com um rendimento alto.

A espectroscopia eletronica da regido do visivel é muito importante no
monitoramento do processo da reacdo. A banda na regido de 580 nm é
caracteristica da formacao da unidade [Ru20] e sem a formagdo da mesma nao
€ possivel continuar a reacao.

A analise de Raios-X mostrou que o comprimento das ligacdes dos
ligantes trans a ponte p-0xo sédo realmente maiores, 0 que origina caracteristicas
muito interessantes quanto a cinética de troca desses ligantes frente a diferentes
solventes. Esse estudo foi bastante explorado e mostrou que dentre os solventes
estudados a agua é o que apresenta a maior capacidade de substituir o ligante
THIQ no complexo, formando a espécie [Ru20(CH3COO)2(py)a(H20)2](PFs)-.

Através de dados obtidos através de HPLC, mostrou-se que a formacéao
do complexo [Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)2](PFe)2 ocorre em duas etapas.
Primeiramente ocorre a formacdo de um complexo intermediario
[Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)(THIQ)](PFe)2 que € entdo utilizado como produto e
consumido para formacdo da espécie [Ru20(CH3COO)2(py)4(H20)2](PFs)z2,
sendo a etapa lenta a substituicdo do segundo ligante THIQ.

Quanto a interacdo do complexo com a HSA, observou-se uma que a
supressédo de fluorescéncia ocorre através do mecanismo estatico e dinamico,
porém o mecanismo dindmico tem uma maior influéncia. As constantes de
ligagdo do complexo a HSA é bastante alta mostrando uma grande afinidade
entre o complexo e a HSA. Os valores de AG sdo menores que zero, mostrando
que a interagao entre o complexo e a HSA ¢é espontanea. Os valores de AS sao
maiores que zero e os valores de AH sdo menores que zero, caracterizando
interagdes predominantemente eletrostaticas.

Assim como na analise descrita no paragrafo anterior, o estudo da

interacdo do complexo binuclear de ruténio com o DNA mostrou que a interacéo
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predominante € do tipo eletrostatica. Esta ocorrendo mudancgas na conformacao
e estrutura do fs-DNA. Essa interacéo forca uma mudanca na estrutura do DNA,
surgindo duas fitas simples enoveladas de modo aleatdrio, danificando o DNA
permanentemente.

De um modo  geral, reconhece-se que 0 complexo
[Ru20(CH3COO)2(py)4(THIQ)z].(PFe)2 apresenta uma atividade citotéxica mais
significativa em relacdo ao ligante livre sob as diferentes linhagens de células
tumorais e nao tumoral, sobretudo para maiores concentragdes. Destaca-se que
0 aumento da concentragdo ocasionou uma diminuigcdo da viabilidade mais
expressiva sob a célula sadia para o complexo do que para o ligante. Entéo, tais
dados nos permitem avaliar que o processo de coordenacao do ligante THIQ a
unidade [Ru20] parece influenciar de forma significativa sua atividade.

Embora preliminares, os resultados obtidos permitem inferir que o
complexo apresenta uma atividade citotdxica ligeiramente mais pronunciada sob
a linhagem tumoral B16F10 do que sob as células fibroblasto murino,
ocasionando na concentracdo de 100 pM uma morte celular de
aproximadamente 54 % e 47 %, respectivamente. Quando comparados sob as
linhagens tumorais observa-se que o complexo fora mais citotdéxico sob as
células de melanoma para as maiores concentragcdes testadas (50 e 100 uM), ja
nas concentracées de 10 e 25 uM é evidenciado um maior potencial sob a
linhagem de mama. Estudos posteriores poderao ser conduzidos a fim de se
avaliar melhor esse comportamento.

O estudo de potencial alérgico mostrou que a atividade dos complexos
binucleares de ruténio esta associada, sobretudo, ao ligante coordenado. Pode-
se dizer que unidade [Ru20] pouco influencia sua atividade frente a
degranulacao dos mastdcitos.

Como Uultima informacédo, vale a pena escrever que o complexo se
apresenta bastante labil em presenca de agua, o que pode acarretar algumas
conclusdes nem tao exatas. A discrepancia nos valores encontrados para os
experimentos cinéticos realizados em UV-vis e o experimento utilizando HPLC,
mostraram que h& a coexisténcia do complexo inicial, intermediario e final e
através da espectroscopia eletrénica é impossivel determinar o quanto cada um

esta influenciando na formagao da banda em determinado tempo de reacao.
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