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RESUMO

Foram desenvolvidos quatro novos complexos de ruténio(ll) contendo ligantes
mono e bidentados: [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs, [RUCI(MTNZ)(dppb)(4,4'-
Metoxybipy)]PFs, [RuCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFs e [RuCI(MTNZ)(dppb)(fen)]PFs,
onde, MTNZ = metronidazol, dppb = 1,4-Bis(difenilfosfina)butano, 4,4’-Mebipy = 4,4’-
dimetill-2,2’-bipiridina, 4,4’-Metoxibipy = 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina, bipy = 2,2’-
bipiridina e fen = 1,10-fenantrolina; os quais foram caracterizados por analise
elementar, condutividade molar, espectroscopia de absorgdo na regido do
Infravermelho (IV) e Ultravioleta e visivel (UV-Vis), ressonédncia magnética nuclear
(RMN) 3'P{'H}, 'H, 3C{'H} e Dept 135 e voltametria ciclica. Apds as caracterizagbes
foram realizados ensaios da atividade citotoxica usando diferentes linhagens
celulares tumorais (melanoma: SK-MEL-147, figado: Hep G2, mama: MCF-7 e
pulmdo: A549). Os complexos [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4’-Mebipy)|PFs e
[RUCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFs apresentaram promissora atividade frente a células de
cancer de mama (MCF-7) com valores de ICs0o 17,47 + 1,14 com indice de
seletividade 2,7 e 1Cs0 16,88 + 0,97 com IS de 2,9 respectivamente. Os complexos
apresentam-se mais seletivos quando comparados ao farmaco de referéncia a cis-
platna. Além do mais, ensaios de anexina V mostraram que
[RUCI(MTNZ)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFe e [RUCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFs sdo capazes
de induzir apoptose e a analise de progressao do ciclo celular mostrou que os
mesmos alteram a dinamica de progresséo do ciclo celular e causam bloqueio do
ciclo na transigdo G1/S. Os complexos obtidos apresentaram alta afinidade pelo
DNA. Em suma, os dados obtidos no presente estudo suportam investigacdes
adicionais sobre o0os complexos [RUuCI(MTNZ)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs e
[RUCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFs para potencial aplicagdo frente a linhagem de
cancer de mama MCF-7.

Palavras-chave: metronidazol; atividade antitumoral; complexos de ruténio.



ABSTRACT

Four novel ruthenium(ll) complexes containing ligands mono and bidentate were

obtained: [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs, [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4'-
Methoxybipy)]PFs, [RuCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFe and [RuCI(MTNZ)(dppb)
(phen)]PFes, where, MTNZ = metronidazole, dppb = 1,4-

Bis(diphenylphosphino)butane, 4,4’-Mebipy = 4,4’-dimethyl-2,2’-bipyridine, 4,4’-
Methoxybipy = 4,4’-dimethoxy-2,2’-bipyridine, bipy = 2,2’-bipyridine and phen = 1,10-
phenanthroline. The complexes were characterized by elemental analysis, molar
conductivity, infrared and UV-Vis spectroscopy, 3'P{'H}, 'H, '3C{'H} and Dept 135
NMR and cyclic voltammetry. The interactions of complexes with DNA were
evaluated, and the cytotoxicity profiles of compounds were determined using four
different tumor cell lines derived from human cancers (melanoma: SK-MEL-147, liver:
Hep G2, breast: MCF-7, and lung: A549). Higher cytotoxic activity was observed for
compounds [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4’-Mebipy)IPFs and [RuCI(MTNZ)(dppb)(bipy)IPFs
against cell breast cancer (MCF-7), with ICso0 17,47 + 1,14 (Sl 2,7) and I1Cs0 16,88 %
0,97 (SI 2,9), respectively. Furthermore, annexin V assays showed that
[RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4'-Mebipy)]PF6 and [RuCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PF6 can induce
apoptosis in MCF cells -7 and cell cycle progression analysis showed that they alter
the cell cycle progression dynamics and cause cycle blocking in the G1/S transition.
In summary, the data obtained in the present study support further investigations into
molecular targets of the [RUCI(MTNZ)(dppb)(4,4'-Mebipy)]PF6 and
[RUCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PF6 complexes for potential application against the MCF-7

breast cancer lineage.

Keywords: metronidazole; antitumor activity; ruthenium complexes.
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1 INTRODUGAO

A Quimica Bioinorgénica é um ramo da quimica inorganica que estuda as
funcdes e aplicagbes de ions metalicos e seus complexos em sistemas bioldgicos
(BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007). Os avancgos, definicdes e conceitos mais
recentes da Quimica Inorganica Medicinal podem ser datados na primeira década
dos anos 1900, pelos trabalhos de Paul Ehrlich, ao desenvolver um composto de
arsénio para o tratamento da sifilis, denominado Arsfenamina (BERALDO, 2005).

A Quimica Inorganica Medicinal, como ferramenta para o tratamento do
cancer, teve seu inicio a partir da descoberta das propriedades antitumorais do
farmaco cisplatina, em 1965, que é utilizado no tratamento de diversos tipos de
cancer como: ovario, testiculo, pulmao, cabeca, pescogo e bexiga (ALDOSSARY,
2019). Desde entao, a busca por novas formas de tratamento foi alavancada, sendo
desenvolvido analogos a cisplatina e a utilizagao de outros metais, com destaque ao
ruténio (NIKOLAOU; SILVA, 2018).

A utilizacdo de metalofarmacos pode ser beneficiada em contra partida aos
farmacos organicos, visto que os complexos possuem vasta versatilidade na
utilizacdo de diferentes ligantes/substituintes, geometrias, isbmeros e estado de
oxidagao (MJOS; ORVIG, 2014). Relatos na literatura apontam a coordenagéo de
medicamentos organicos a metais, fazendo com que haja modificagbes em suas
propriedades farmacolégicas (JURCA et al., 2017; ROCHA et al. 2011; DIAS et al.,
2020).

Derivados imidazdlicos sdo sistemas promissores por sua versatilidade e
amplo espectro de aplicacdes terapéuticas, principalmente frente ao cancer, devido
as suas atividades antitumorais (SHARMA et al., 2021; ALGHAMDI et al., 2021). O
farmaco metronidazol, disposto na Figura 1, alvo deste trabalho, pertence a uma
série de compostos derivados dos imidazois que apresentam o grupo nitro (NO2) em
sua estrutura, estes sao utilizados como agentes antimicrobianos e estudos mostram
promissora aplicagao frente ao cancer ((ANG et al., 2017; MORETH et al., 2010; LIU;
ZHU, 2011; SHARMA et al., 2021).
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Figura 1 — Estruturas quimicas: imidazol, 5-nitroimidazol e metronidazol
OH

g J iﬁ/mz H3C\§NJ/NOQ

imidazol 5-nitro-imidazol metronidazol

Fonte: do Autor

Aliado as propriedades citadas acima referente aos ligantes imidazdlicos, esta
dissertagcdo de mestrado, centrou-se na sintese de complexos de ruténio contendo o
ligante metronidazol, uma vez que complexos de ruténio se apresentam como
destaque em novos e promissores agentes antitumorais, visto que, exibem uma
melhor seletividade e especificidade frente as células tumorais quando comparados
aos complexos de platina (LEE; KIM; NAM, 2020; THOTA et al., 2018; LIN et al.,
2018).

Ademais, complexos de ruténio contendo ligantes imidazélicos apresentam
promissora atividade anticancer (DIAS et al., 2018; YANG; LIAO; FU, 2018; CHEN et
al., 2016; THOTA et al., 2018).

1.1 OBJETIVOS

Em face das propriedades antitumorais dos derivados nitroimidazdlicos e
complexos de ruténio, o presente trabalho centrou-se na sintese, caracterizacao e
avaliacao da atividade antitumoral de complexos de ruténio(ll) contendo o ligante
metronidazol, a fim de desenvolver moléculas mais seletivas frente ao cancer.

1.1.1 Objetivo especificos

Com base nas informacdes supracitadas, os complexos obtidos foram:



a)

b)

d)
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sintetizados  complexos de  ruténio(ll) de  féormula  geral:
[RuCI(MTNZ)(dppb)(N-N)](PFe) (Figura 2); onde MTNZ = metronidazol,
dppb = 1,4’-bis(difenilfosfina)butano e N-N = ligantes N-heterociclicos
(4,4’ -dimetil-2,2’-bipiridina; 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina; 2,2’-bipiridina e
1,10-fenantrolina);

caracterizou-se por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 3'P{'H}, 'H,
18C{'H}, Dept 135; espectroscopia de absor¢ido da regido do
infravermelho e ultravioleta e visivel, condutividade molar, voltametria
ciclica, andlise elementar e ensaios de estabilidade;

avaliou a atividade citotdéxica dos complexos obtidos frente as linhagens
celulares de mama (MCF-7), pulmao (A549), pele/melanoma (SKMEL-
147), figado (HepG2) e células normais (CCD-1059SKk);

avaliou a interacao dos complexos com ct-DNA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O cancer (outros termos usados séo tumores malignos e neoplasias) € um
termo genérico para diversos tipos de doengas que tem como caracteristica o
crescimento desordenado e/ou descontrolado de células. O crescimento e morte
celular ordenado é algo que acontece com naturalidade nos corpos humanos,
entretanto quando ocorre alguma anormalidade no crescimento celular, as células,
em vez de morrerem, continuam crescendo de forma nao controlada, gerando assim
as celulas cancerosas (INCA, 2020). Essa anormalidade no crescimento celular
pode ser proveniente de mutagdes genéticas na replicagdo do DNA e/ou agentes
cancerigenos (INCA, 2020).

O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, hormonioterapia, terapia alvo, imunoterapia e transplante de medula
0ssea, sendo que em alguns casos € necessario combinar mais de uma modalidade
de tratamento (FALZONE; SALOMONE; LIBRA, 2018).

Cancer esta classificado entre as doengas de maior incidéncia e com maior
dificuldade de tratamento, apresentando altos indices de obito. Os indicadores da
Organizagdo Mundial de Saude mostraram que a ocorréncia de morte proveniente
da enfermidade cancer em todo o mundo foi de quase 10 milhdes de pessoas, no
ano de 2020 (FERLAY et al., 2020). Ja os dados brasileiros apontam uma incidéncia
de morte de 108.318 mulheres e 117.512 homens no mesmo periodo, segundo o
Instituto Nacional de Céancer (INCA, 2022).

O cancer de pulméo é a principal causa de morte, em todo o mundo (THAI et
al., 2021). Somente no ano de 2020, um pouco mais de 1,7 milhdo de novos &bitos
(FERLAY et al., 2020) foram contabilizados. No Brasil o cancer de pulm&o provocou
uma ocorréncia de 30.200 novos casos da doenga (17.760 homens e 12.440
mulheres). Os principais fatores de risco para a incidéncia do cancer de pulmao sao
o tabagismo, poluicdo atmosférica, agentes quimicos (radénio, asbestos e fibras
minerais, silica, crébmio, niquel, arsénico e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos),
agentes hospedeiros e genéticos (THAI et al., 2021; ZAMBONI, 2002).

O céncer de mama é o cancer de maior ocorréncia no mundo (COLES et al.,
2022; SILVA; RIUL; 2011; FERLAY et al., 2020). Em 2020 aproximadamente
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685.000 casos de morte proveniente ao cancer de mama em todo o mundo (COLES
et al., 2022). No Brasil, dados do INCA no ano de 2020, apontaram um total de
66.280 novos casos de cancer de mama somente nas mulheres, e para os homens,
apesar de raro, estimasse que afete 1% do total de casos no Brasil, (INCA, 2022).
Os fatores de risco para o cancer de mama sao a idade avangada, caracteristicas
reprodutivas (menarca precoce, menopausa tardia e gestagdo tardia), histérico
familiar, entre outros (SILVA; RIUL; 2011).

O melanoma €& uma das formas mais agressivas de cancer relacionados a
pele, sendo responsavel por 75% das mortes alistadas a este cancer, devido seu
alto potencial metastatico (SCHADENDORF et al., 2015; INCA, 2022). Entéo a
identificacado precoce € de suma importancia para o sucesso do tratamento. O Brasil
registrou um total de 8.450 novos casos de céncer de pele melanoma no ano de
2020 (INCA, 2022). Os pontos que aumentam o risco de obtengcao do melanoma séo
a exposicao prolongada ao sol (raios ultravioletas), exposicdo as cameras de
bronzeamento, populagdo caucasiana e histérico familiar (DOMINGUES et al., 2018;
INCA, 2022).

O cancer de figado apresenta dados, que apontam um numero superior a 1
milhdo de novos casos por ano em todo o mundo (LLOVET et al. 2021). Sdo sub
classificados em: colangiocarcinoma (inflamagdes biliares provocadas por vermes,
entre outros fatores), angiossarcoma (substéncias quimicas encontradas em
agrotoxicos, como diéxido de torio, cloreto de vinila e arsénicas) e hepatocarcinoma
(INCA, 2022). O hepatocarcinoma & a forma mais comum (90% dos casos), algumas
possiveis causas sdo a contaminagdo pelo virus da hepatite B ou C (50%),
alcoolismo, diabetes mellitus, obesidade e idade avangada (LLOVET et al. 2021;
INCA, 2022). O Brasil registrou no ano de 2020 um total de 10.764 Obitos
provenientes ao cancer de figado (INCA, 2022).

2.2 METRONIDAZOL
O metronidazol (MTNZ), na Figura 2, conhecido quimicamente por 2-(2-metil-

5-nitro-1H-imidazol-1-yl)etanol, possui formula e peso molecular de CsH9N3O3 e

171,15 g.mol, respectivamente.
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Figura 2 — Estruturas quimica do metronidazol

Iy
O,N N)\CH3

OH

Fonte: do Autor

O farmaco metronidazol foi utilizado em 1959 como forma de tratamento para
tricomiase, cuja infeccdo € causada por um protozoario Trichomas vaginalis
(CERUELOS et al., 2019; LAU et al., 1992). Entretanto, nos dias atuais € utilizado
para diversas enfermidades causadas por agentes antimicrobiano, atuando em
bactérias anaerdbicas gram-negativas e gram-positivas, parasitos, amebas,
giardiases, rosacea e doenga de Crohn (TRIVEDI et al., 2015; CERUELQOS et al.,
2019; LAMP et al., 1999; LAU et al., 1992).

Além disso, estudos in vitro mostram que o metronidazol é eficaz na reducéo
da viabilidade celular em linhagens tumorais de cancer colorretal e em cancer de
mama (SADOWSKA et al., 2013 (b); SADOWSKA et al., 2013 (a)).

Sua administracdo é disponibilizada por via oral, intravenosa, vaginal e retal,
sendo a mais comum a via oral (CERUELQOS et al., 2019; LAU et al., 1992). Possui
rapida absorg¢ao e distribuigdo pelo corpo, onde € metabolizado pelo figado, passa
por processos de hidroxilagdo, acetilagdo e/ou conjugagdo com glucuronideos e
posteriormente os metabdlitos sdo excretados pelos rins (CERUELOS et al., 2019;
LAMP et al., 1999; LAU et al., 1992).

Figura 3 — Redugéao de Ativagéo do Metronidazol
OH OH OH OH OH

YTy -
O,N b = O\N N = ?lhl N > Ho}q N - o NH i
2 s
- RO & S GET2N
(e} OH
Fonte: Adaptado de DINGSDAG; HUNTER, 2018
O mecanismo ocorre geralmente envolvendo algumas etapas como a

entrada da molécula nas células por difusdo, onde o grupo nitro € reduzido a radicais

nitro pelas enzimas redutase tioredoxin redutase (TrxR) ou ferrodoxina, e a agao
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citotoxica ocorre pela formagao dos radicais produzidos como mostrado nas Figuras
3 e 4 (RICE; LONG; KING, 2021; SOARES et al., 2012; CHEIN; LAMBERT;
SANVORDEKER, 1975; ANG et al., 2017; CERUELOS et al., 2019; DINGSDAG,;
HUNTER, 2018; MUSHTAQUE et al., 2016; LAMP et al., 1999; MORETH et al.,
2010).

Figura 4 — Mecanismo de acao do metronidazol

piruvato = : = = =  acetil-CoA
/7 PFOR ™,

Ferrodoxina oxidada Ferrodoxina reduzida

Fonte: Adaptado de ANG et al., 2017

Além disso, pode ocorrer a formagdo de NO (6xido nitrico) através da
formacao do anion NOz (Figura 5), o ion nitrito pode se oxidar e formar o 6xido
nitrico bioativo em condi¢des de hipoxia (auséncia de oxigénio) (SHIVA, 2013). Uma
vez que o NO possui uma alta capacidade citotéxica (MCCLEVERTY, 2004).

2.2.1 Complexos contendo metronidazol

A literatura reporta a complexagdo do metronidazol a varios metais, como por
exemplo, magnésio(ll), estanho(ll), cobre(ll), niquel(ll), cobalto(ll), ferro(ll) (CHEIN;
LAMBERT, SANVORDEKER, 1975). Radio(ll) (GOODGAME et al., 1986). Cadmio(ll)
(AJIBOLA et al., 2021). Platina(ll) (BALES; MAZID; SADLER, 1985). Prata (l)
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(RADKO et al., 2019). Ouro (1) (ATHAR et al., 2005). Ruténio (ll) e ruténio (Ill) (DALE
et al., 1992; BAIRD; SKOV; JAMES, 2019; SASAHARA et al., 2020; BAIRD et al.,
2017; CHAN et al., 1986; KENNEDY et al., 2006; WU et al., 2003). A Figura 5 mostra
a representacdo da coordenacido do metronidazol aos centros metalicos de ruténio

reportados na literatura.

Figura 5 — Representacdo de complexos de ruténio coordenado ao MTNZ

(b)

Fonte: Adaptado de SASAHARA et al., 2020; ATHAR et al., 2005

Como mostrado anteriormente, o0 modo de coordenacido preferencial do
metronidazol aos centros metélicos citados € via nitrogénio imidazdlico, no entanto,
ha algumas pouquissimas ocorréncias da coordenagado pelo grupo hidroxila e/ou
coordenacdo pelo grupo hidroxila e imidazdlico (AL-KHODIR; REFAT, 2017;
SHAMLE et al., 2021). Tal fato pode ser explicado pela teoria de acidos e bases de
Pearson, visto que os metais que ocorrem esse fendbmeno sao acidos intermediarios
e duros, por exemplo Co(ll), e o grupo hidroxila tem uma dureza maior que o

imidazolico .

2.3 COMPLEXOS DE RUTENIO E SUAATIVIDADE ANTITUMORAL

Nos dultimos 30 anos, os complexos de ruténio sido destaque no
desenvolvimento de novos compostos anticancer, apresentando estudos
promissores in vitro, in vivo e ensaios clinicos (LENIS-ROJAS et al., 2021; NEGRETI
et al., 2022).

As principais caracteristicas que tornam os complexos de ruténio uma boa
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ferramenta farmacoldgica para novas formas de tratamento sdo: diversidade de
alvos terapéutico; estados de oxidacao (I, Ill e IV) e processo redox acessiveis em
condigdes fisioldgicas; taxas de trocas de ligantes lentas; geometria octaédrica
(maior diversidade estrutural quando comparado aos complexos de platina
quadrados planares); alta afinidade por pares de elétrons n&o ligantes, como por
exemplo nitrogénio, geralmente ligantes constituintes de biomoléculas; apresentam
alta seletividade e especificidade para células tumorais quando comparados aos
complexos de platina (GIELEN; TIEKINK, 2005; STORR, 2014; LEE; KIM; NAM,
2020; THOTA et al., 2018; LIN et al., 2018).

Até o presente momento, quatro classes de complexos de ruténio sao

destaque frente ao tratamento do cancer, sendo eles iniciados em ensaios clinicos:

(@) Os complexos de Ru(lll) contendo ligantes imidazdlicos ou indazdlicos
e cloretos em sua estrutura, ou também conhecidos como KP. Estes foram iniciados
pelo composto KP418, disposto na Figura 6, com atividade antitumoral para
melanoma e leucemia (KEPPLER; RUPP, 1986). Bem como o complexo
denominado KP1019, Figura 6, de atividade antitumoral compativel com a anterior,
porém com menor toxicidade (ALESSIO; MESSORI, 2019). O KP1019 iniciou em
ensaios clinicos frente a um amplo espectro de tumores primarios (ALESSIO;
MESSORI, 2019). Devido a baixa solubilidade em agua, seu analogo KP1339,

Figura 6, foi continuado.

Figura 6 — Representacao de complexos de ruténio KP 418, KP 1019 e KP 1339
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Fonte: do Autor
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(b) O complexo NAMI-A, representado na Figura 7, contendo em sua
estrutura Ru(lll) e ligantes imidazodlicos e DMSO, foi o primeiro complexo de ruténio
a entrar em ensaios clinicos em humanos em fase | e || (RADEMAKER-LAKHAI et
al., 2004; LEIJEN et al., 2015; THOTA et al., 2018). Em ensaios pré-clinicos (in vitro
e in vivo) o composto apresentou baixa toxicidade, apresentando como
caracteristica atividade antimetastica e antiangiogénica em tumores secundarios
(LEE; KIM; NAM, 2020). Entretanto nos testes clinicos o composto apresentou uma
alta toxicidade (NIKOLAOU; SILVA, 2018; THOTA et al., 2018) sendo entédo

descontinuado.

Figura 7 — Representacédo do complexo NAMI-A
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Fonte: do Autor

(c)  Os compostos conhecidos como RAPTA, sdo baseados em complexos
de ruténio (ll)-areno, que possuem o ligante PTA (1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano)
em sua estrutura (DORCIER et al., 2005; SCOLARO et al., 2005; LEE; KIM; NAM,
2020). O complexo RAPTA-C representado na Figura 8 induz a morte celular em
células de carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC) via p53-JNK e vias mitocondriais e
apresentam uma o6tima seletividade celular e baixa citotoxicidade (THOTA et al.,
2018). Também foi observada inibicdo de metastase pulmonar em camundongos
portadores de carcinoma mamario demonstrando espectro de atividade antitumoral
similar ao NAMI-A (LEE; KIM; NAM, 2020).



24

Figura 8 — Representagdo do complexo RAPTA-C
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Fonte: do Autor

(d) O composto denominado TLD-1433, disposto na Figura 9, um
complexo de Ru(ll) polipiridinico, € o primeiro complexo de ruténio (ll) a entrar em
ensaios clinicos pela terapia fotodinadmica (identificador NCT03053635) (MONRO et
al., 2019). Encontra-se em ensaios clinicos fase Il, para o tratamento de cancer de
bexiga ndo musculo invasivo de alto risco através da terapia fotodindmica na luz
verde (CHAMBERLAIN et al, 2020). A incidéncia da radiacdo de luz verde
(aproximadamente 520-530 nm) faz com que haja excitagdo dos elétrons do
complexo e ao retornar ao seu estado fundamental interage com oxigénio tripleto,
produzindo assim espécies reativas de oxigénio (CHAMBERLAIN et al., 2020; CHEN
et al.,, 2020; MONRO et al., 2019). Ha relatos também para a aplicagdo deste
composto em céncer de pulmao, melanoma, entre outros (CHAMBERLAIN et al.,
2020; CHEN et al., 2020).

Figura 9 — Representacéo do complexo de ruténio TLD-1433

27— Cl,

Fonte: do Autor

Além do mais, outros exemplos de complexos de ruténio que apresentam

promissora atividade in vitro para as linhagens celulares de cancer de pulmao (A549)
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(DIAS et al., 2018; SILVA et al., 2021; GRAWE et al., 2022; COSTA et al., 2020;
FERREIRA-SILVA et al., 2017). E também mama (MCF-7) (LEITE et al., 2021;
MUTHNA et al., 2016; MORAES et al., 2020; PUJANTE-GALIAN et al., 2020).

2.3.1 Complexos contendo ligantes N-N heterociclicos e fosfinicos

O carater basico da piridina concentrado no par de elétrons isolado do
nitrogénio, a qualifica como um ligante para coordenagdo em metais, capaz de
formar diversos complexos (PAL; NANDI; MUKHERJEE, 2018). A bipiridina e a
fenantrolina, Figura 10, tém sido extensivamente utilizadas como ligantes quelantes
devido sua estabilidade redox e facilidade de funcionalizagdo, além do mais, é
possivel obter uma diversa gama de substituintes/derivados da bipiridina, como
exemplificado na Figura 10, com a substituicdo na posigdo 4 do anel da piridina, e,
com isso modificar algumas propriedades eletrénicas do ligante e as interagbes o e
T apos coordenacgdo (SANTIAGO, 2004).

Figura 10 — Estruturas quimica da fenantrolina, bipiridinas e dppb
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Fonte: do Autor

As caracteristicas estruturais desta classe, seus derivados e dos complexos
obtidos, tém como capacidade mimetizar estruturas de moléculas bioldgicas: acidos
nucleicos, proteinas e enzimas que possuem propriedades importantes no
metabolismo humano (OLIVEIRA, 2014).

Com relacéao as fosfinas, pode-se mencionar que o orbital molecular ocupado
de mais alta energia (HOMO) da fosfina, que contém um par de elétrons isolado,
interage com o orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO) do centro
metalico (VALLE et al., 2008).

Desta maneira, ligantes fosfinicos conseguem combinar propriedades da

ligacdo o doadora forte como as aminas, com as ligagdes 1 receptoras, tornando-se
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ligantes muito versateis, capazes de estabilizar as valéncias mais altas e as mais
baixas de metais de transi¢ao (VALLE et al., 2008).

O uso de ligantes volumosos com propriedades hidrofobicas pode produzir

impedimentos estéricos e ser a causa do aumento da citotoxicidade, por isso as

fosfinas, representada pela dppb na Figura 10 sdo um bom grupo para projetar
potenciais metalofarmacos (ECHEVERRI et al., 2018).

Ademais, complexos contendo ligantes fosfinicos, bipiridinicos e fenantrolina

apresentam grande destaque na quimica inorganica medicinal nos ultimos tempos. A

Tabela 1, sumariza alguns exemplos de complexos contendo esses ligantes.

Tabela 1 - Complexos de ruténio com ligantes fosfinicos, bipirdinas e fenantrolina e suas aplicagdes

em linhagens celulares tumorais

Linhagens o
Complexos ICs0 (UM) Referéncia
celulares
[Ru(pipe)(dppb)(bipy)]PFs 17,99 £ 0,39  FERREIRA-SILVA, 2017
[RuCI(1-im)(dppb)(5-bipy)]PFs 14,65 + 0,90 DIAS et al., 2018
[Ru(dppm)2(lap)]PFs A549 0,063 + 0,018 OLIVEIRA et al. 2021
[Ru(DPEP)(benzoil)(bipy)]PFs 0,009 + 0,003 GRAWE et al., 2022
cis-platina 59,54 + 5,26
[RuCI(CO)(dppb)(4-bipy)]PFs 7,95+ 0,22 SILVA et al., 2018
RuCl(py)(dppb)(4-bipy)]PF 9,18 + 0,30 SILVA et al., 2018
[RuCl(py)(dppb)(4-bipy)IPFe MDA-MB-231
[Ru(dppm)2(lap)]PFs 0,130 £ 0,010 OLIVEIRA et al., 2021
cis-platina 49,17 + 5,00
Ru(CF3-cin)(dppb)(bipy)]PF 2,95+ 1,12
[Ru( Nppb)(bipy)IPFs CHL-1 NEGRETI et al., 2022
cis-platina > 200
Cis-[Ru(bi Hind)](PF 72+1,1
[Ru(bipy)z(Hind)}(PFe): Hep G2 SALES et al., 2021
cis-platina 16,20 £ 0,71

Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

Legenda: dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano
dppm = 1,4-bis(difenilfosfina)metano
DPEP = bis(2-(difenilfosfina)fenil)éter

fen = 1,10-fenantrolia
bipy = 2,2’-bipiridina

5-bipy = 5,5-dimetil-2,2’-bipiridina
4-bipy = 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina

Hind = Indazol
lap = lapachol

pipe = acido piperonilico

1-im = 1-metil-imidazol

CF3-cin = acido 4-trifluormetil-cinamico
benzoil = N,N-dimetil-N’-(benzoil)tioureia
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3 MATERIAIS E INSTRUMENTAGAO

3.1 SOLVENTES

Os solventes utilizados nas sinteses procedentes das empresas Synth ou
Exodo foram empregados como recebidos, sem tratamento prévio, sendo utilizados:
diclorometano, etanol, metanol, tolueno, hexano e DMSO. Para a espectroscopia de
RMN utilizou-se os solventes deuterados DMSO-ds € D20 provenientes da Aldrich.

3.2 REAGENTES

Os reagentes de pureza analitica foram empregados como fornecidos, sem
tratamento prévio, sendo eles: tricloreto de ruténio hidratado; hexafluorfosfato de
amoénio; trietilamina; trifenilfosfina; 1,4-bis(difenilfosfina)butano; 2,2’-bipiridina; 4,4’-
dimetil-2,2’-bipiridina; 4,4’-dimetodxi-2,2’-bipiridina; 1,10-fenantrolina, pela Aldrich e o
metronidazol foi obtido junto ao Laboratério de Controle de Qualidade UNIFAL-MG.

3.3 ATMOSFERA INERTE (ARGONIO)

Os complexos foram sintetizados sob atmosfera inerte, através de um sistema
de secagem de gas arg6nio montado no Laboratério Quimica Estrutural e Novos
Materiais da UNIFAL-MG. A atmosfera inerte foi obtida pela passagem de fluxo de
argdnio por uma coluna de purificagdo composta de camadas alternadas de anéis de
vidro (0,5 cm de didmetro x 0,5 cm de altura) e catalisador do tipo BTS-R - 3 - 11
(Fluka Chemika), mantida a 60 °C para o catalisador permanecer ativado, seguindo

entdo para colunas contendo silica gel e cloreto de calcio, respectivamente.
3.4 INSTRUMENTACAO
3.4.1 Analise elementar
As medidas do percentual de CHN foram realizadas no analisador elementar

ThermoScientific de modelo FlashSmart pertencente a CAQUI-USP (Central de
Analises Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica de Sao Carlos).
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3.4.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 3'P{'H}, 'H, 3C{'H} e
Dept 135 foram realizados no espectrdbmetro BRUKER modelo AC-300, operando
pra 'H a 300 MHz, na Universidade Federal de Alfenas. Todos os experimentos
foram realizados em tubos de quartzo na presenga de solventes deuterados. Os
espectros de RMN de 'H, "®C{'H} e dept 135 das amostras, foram obtidos em
DMSO-ds. Para os espectros de 3'P{'H} as amostras foram solubilizadas em

diclorometano e adicionou-se um capilar contendo D20 no interior do tubo de RMN.

3.4.3 Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho

Os espectros de absor¢ao na regidao do infravermelho, IV, foram através do
espectrofotdbmetro Shimadzu - Prestige 21, atuando na faixa de 4000 - 400 cm™', com
64 scans, no Laboratorio Interdisciplicar de Quimica (Labic) da UNIFAL-MG. As
amostras foram preparadas pela maceracdo com brometo de potassio (KBr) e

posterior pastilhamento em prensa hidraulica.

3.4.4 Condutividade molar

As medidas de condutividade foram realizadas na prépria instituicio em um
condutivimetro MS Tecnopon modelo mCA-100, equipado com cela de platina e
constante igual a 1TMICRONAL modelo B 330, equipado com cela de platina com
constante igual a 0,089 cm™'. Utilizou-se solugdes com concentragdo de 1,0 x 103

mol.L".

3.4.5 Espectroscopia de absorgao na regiao do ultravioleta e visivel

Os espectros de absorgao na regidao do ultravioleta-visivel (UV-vis)
foram obtidos utilizando-se um espectrofotdbmetro SHIMADZU UV-1800 pertencente
ao Laboratério de Analise e Caracterizagdo de Farmacos (UNIFAL-MG). As solugdes
dos compostos estudados foram preparadas em diclorometano, nas concentracoes
C3MTNZ 7 (5,64 x 10 mol.L"), C3MTNZ 8 (5,02 x 10-°* mol.L"), C3MTNZ 9 (6,76 x
105 mol.L-") e C3MTNZ 10 (4,25 x 10° mol.L"). As medidas foram realizadas
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utilizando-se cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1cm na regido entre 200 a
800 nm.

3.4.6 Voltametria

As medidas eletroquimicas foram obtidas em um potenciostato Autolab®
PGSTAT 128N (Eco Chemie) do Laboratdrio Interdisciplinar de Quimica (Labic) da
UNIFAL-MG e os dados foram processados utilizando o software GPES (General
Purpose Electrochemical System). O sistema foi composto por uma célula
eletroquimica de vidro, com capacidade para 10 mL e trés eletrodos: um de
referéncia Ag/AgCl e os eletrodos de trabalho e auxiliar, ambos de platina. Solugbes
eletroliticas 0,1 mol-L-' de perclorato de tetrabutilamonio (PTBA) em diclorometano

para os complexos e em DMSO para o metronidazol.
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4 METODOLOGIAS
4.1 SINTESES DOS COMPLEXOS PRECURSORES
4.1.1 [RuCl2(PPhs)s]

O precursor [RuCl2(PPhs)s], Figura 11, foi obtido pela redugéo do tricloreto de
ruténio com trifenilfosfina (PPHs), a partir de modificagées do procedimento descrito
na literatura por Stephenson e Wilkinson (1966), no qual, 1,00 g de RuCls.xH20
(4,80 mmol) foi dissolvido em 200 mL de metanol previamente desaerado, sob
refluxo e atmosfera inerte, por aproximadamente 15 minutos. Em seguida 5,75 g de
PPhs (21,90 mmol) foram adicionados. A solu¢do permaneceu sob refluxo e
atmosfera inerte por trés horas. O precipitado marrom escuro formado foi filtrado a
quente, utilizando-se um funil de placa porosa, lavado com metanol e hexano
desaerados, para a retirada de excesso de fosfina livre e seco a vacuo. Rendimento:
83% (3,839).

Figura 11 — Estrutura quimica do precursor [RuCl2(PPh3)s]
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Fonte: do Autor

4.1.2 [RuzCls(dppb)s]

O precursor [RuzCls(dppb)s], Figura 12, foi preparado segundo procedimento
descrito na literatura por Bressan e Rigo, (1975). Adicionou-se [RuClz(PPhs)s3] (1,0 g;
1,04 mmol) e 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb) (0,53 g; 1,24 mmol) em hexano
(130 mL) previamente desaerado. Deixou-se em refluxo por 6 horas; posteriormente
o precipitado verde formado na solucdo foi filtrado e lavado com metanol para a
retirada de excesso de bifosfina livre e em seguida lavado com hexano, logo depois
seco sob vacuo. Rendimento: 85% (0,42 g).
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Figura 12 — Estrutura quimica do precursor [Ru2Cls(dppb)s]

Fonte: do Autor

4.1.3 cis-[RuClz(dppb)(N-N)]

O complexo cis-[RuCl2(dppb)(N-N)], dispostos na Figura 13, foi sintetizado
como descrito na literatura (QUEIROZ et al., 1998). Inicialmente (0,620 mmol) de
[Ru2Cla(dppb)s] foram dissolvidos em 40 mL de tolueno previamente desaerado.
Logo em seguida adicionou-se o ligante (N-N) (bipy; 4,4-metil-bipy; 4,4-metdxi-bipy e
1,10-fenantrolina)) (1,550 mmol) na proporgao de 1:2,5 (precursor/ligante). Fez-se
vacuo no schlenk fechado e a reagao permaneceu sob refluxo em atmosfera inerte
por 72 horas. A solugdo com o precipitado vermelho formado foi filtrada, utilizando-se
um funil de placa porosa, lavado com tolueno e seco a vacuo. Rendimento

aproximadamente 83,0 %.

Figura 13 — Estruturas quimicas dos precursores [RuClz2(dppb)(N-N)]
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Fonte: do Autor

4.2 SINTE DOS COMPLEXOS COM METRONIDAZOL

A sintese dos complexos de ruténio (ll) com o ligante metronidazol foram
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realizadas utilizando-se uma proporgao de 1:3 (precursor/ligante). Primeiramente, 10
mL de diclorometano e 1 mL de etanol foram desaerados em um schlenk em
temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 0,0315 g (0,184 mmol) de
metronidazol (MTNZ), e logo em seguida adicionou-se o = 0,05 g (0,061 mmol) do
precursor [RuCl2(dppb)(N-N)] e subsequentemente adicionou-se o contra-ion
(NH4PFs) em pequeno excesso, rota sintética encontra-se na Figura 14. Fez-se
vacuo no sistema e manteve-se agitacdo por dez minutos. O volume foi reduzido
para aproximadamente 1 mL, e em seguida 20 ml de H20 destilada previamente
desaerada foram adicionados, e a formagado de um precipitado de cor laranja foi
observado. Em seguida filtrou-se sob vacuo em funil de placa porosa, lavado com

agua destilada e seco sob pressao reduzida. Rendimento 60-70%.

Figura 14 — Esquema quimico da sintese do Ru-MTNZ
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Fonte: do Autor

Os complexos precursores apresentam coloragao avermelhada, assim que ha
a coordenacado do metronidazol, as cores obtidas dos complexos variam em tons
alaranjados, conforme Figura 15, sendo identificados da esquerda a direita
([RUuCI(MTNZ)(dppb)(4,4-Metil-bipy)]PFe  (C3MTNZ 7), [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4-
Metoxi-bipy)]PFs  (C3MTNZ 8), [RuCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFe (C3MTNZ 9),
[RuCI(MTNZ)(dppb)(fen)]PFs (C3MTNZ 10).

Figura 15 — Coloragao obtida dos complexos Ru-MTNZ
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4.3 ESTUDO DA INTERAGAO DOS COMPLEXOS COM O CT-DNA

Uma solugdo de DNA foi preparada adicionando-se 0,0200 g de ct-DNA em
10,0 mL de tampé&o Tris-HCI (4,50 mM de Tris HCI; 0,50 mM de Tris base e 50,0 mM
de NaCl) com pH de 7,40.

Posteriormente, determinou-se a concentracdo de DNA por espectroscopia de
UV-vis, através da Lei de Lambert-Beer. Foram adicionados em uma cubeta de
quartzo 2000,0 yL de tampéao, 80,0 pL da solucao de ct-DNA. Sabendo que o ct-DNA
absorve em 260 nm e possui uma absortividade molar de 6600 L.mol-'.cm™" aplicou-
se os valores conhecidos na lei de Lambert-Beer.

Para realizar o experimento de interagdo complexo-DNA, utilizou-se duas
cubetas para as titulagcbes feitas, de modo que na cubeta 1 uma solugao padréao foi
preparada com 1800,0 uL de tampéo e 200,0 uL de DMSO atuando, portanto, como
referéncia, enquanto na cubeta 2 empregou-se 1800,0 uL de tampao, 80,0 uL de
DMSO e 120,0 pL da solugdo do complexo em DMSO (1 mmol). Em seguida
sucessivas titulagdes foram realizadas adicionando-se 20,0 uL de ct-DNA em ambas
cubetas; as solugbes foram entdo homogeneizadas e a leitura foi adquirida.

Por fim, a constante de ligacdo intrinseca de ligagdo dos complexos com o
DNA (Kb) foi calculada utilizando-se a analise de regress&o, considerando as
alteracdes na intensidade de absorcdo de acordo com o aumento da concentracéo
de ct-DNA.

A intensidade da interacdo entre um complexo e o DNA pode ser conhecida
através da equacédo de Benesi-Hildebrand (BARRA; NETTO, 2015) (Eqg.1):

[DNAJ/(ea - £F) = [DNAJ/(s - €F) + 1/Kb (€8 - €F) Eq. 1

onde:

[DNA] é a concentracéo adicionada de DNA,;

€A = Aobs/[complexo]

eF é o coeficiente de absortividade molar do complexo livre
s € o coeficiente de absortividade molar do complexo-DNA

Assim, a constante Kb é a razao entre os coeficientes angular e linear de um
grafico [DNA]/(ea — €F)] versus [DNA].
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4.4 ESTUDO DAATIVIDADE CITOTOXICA

A avaliagdo da atividade antiproliferativa e citotoxica dos complexos
sintetizados foi realizada no Laboratério de Avaliagdo de Protétipos Antitumorais
(LAPAN), Instituto de Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG, sob a supervisdo da

Profa. Dra. Marisa lonta e do Dr. Bruno Zavan.

4.4 .1 Linhagens celulares e condi¢cdes de cultivo

Os ensaios foram realizados nas linhagens de células tumorais humanas:
HepG2 (carcinoma hepatocelular - figado), A549 (adenocarcinoma de pulmao),
MCF-7 (adenocarcinoma de mama), SK-MEL-147 (pele melanoma). Para avaliagdo
do perfil de citotoxicidade frente células normais foi utilizada a linhagem CCD-
1059Sk. As referidas linhagens foram obtidas por meio do Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em meio DMEM/F12 (Meio Minimo
de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma, CA, USA) suplementado com 10 % de
Soro Bovino Fetal (FBS, Cultilab, SP, Brasil), mantidas em atmosfera controlada (37
°C e 5 % de COy).

4.4 2 Esquema de tratamento

Os complexos foram solubilizados em DMSO, sendo que a concentragao da
solugao-estoque foi de 20 mM. As diluigdes foram realizadas em meio de cultura,
prontamente antes do uso. A quantidade de DMSO (v/v) nao foi superior a 0,1%.

As células foram semeadas em placas com diferentes areas de crescimento.
Apos aderéncia (24h), as células foram tratadas por 12, 24 ou 48 h com os
complexos sintetizados. Curvas dose-resposta foram realizadas utilizando diferentes

concentracdes.
4.4.3 Viabilidade celular
A viabilidade celular relativa foi avaliada por ensaio colorimétrico usando a

sulforrodamina B (SRB) (Vichai; Kirtikara, 2006) para quantificar o conteudo proteico

das amostras (Skehan et al., 1990). As células foram semeadas em placas de 96
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pogos, utilizando inéculo de 1 x 10* (MCF-7, HepG2, SK-MEL-147, CCD-1059Sk) ou
5 x 103 células (A549) por pogo. Apos o tratamento, as células foram fixadas com
acido tricloroacético (4 °C) (proporcédo 1:2 em meio de cultura, concentracao final de
5%). As amostras foram lavadas e, apds secas, coradas com SRB (0,4%) por 1 hora
(temperatura ambiente). Na sequéncia, as amostras foram lavadas com acido
acético 1% e, apds secas, a SRB foi solubilizada em Tris-NaOH (pH:10,0) por 30
minutos. As culturas foram, inicialmente, tratadas com as substancias de interesse
na concentragédo de 40 uM (screening) por 48 horas e, posteriormente, curvas dose-
respostas foram obtidas a partir do tratamento (nas concentrag¢des de 0,2; 2,0; 20,0;
100,0 e 200,0 yM) por 48h para os complexos ativos. A andlise foi realizada em
espectrofotometro (540 nm com referéncia de 690 nm). Os experimentos foram
realizados em quadruplicata e os dados apresentados representam a média £ o
desvio padrdao (DP) de 3 experimentos independentes. Os valores de IC50 foram
obtidos utilizando o software GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA).

4.4.4 Analise da progressao do ciclo celular

A linhagem celular MCF-7 escolhida para a analise do ciclo celular. As células
foram semeadas em placas de 35mm de didmetro, utilizando indculo de 1 x 10°
células por placa. Apds 48h de tratamento com os complexos C3MTNZ 7 e C3AMTNZ
9 nas concentragbes de 7,5 e 15 uM, as células foram coletadas por digestao
enzimatica (Trypsin-EDTA solution/Sigma Aldrich LTDA, Brasil) e transferidas para
tubos Falcon. O precipitado de células foi obtido por centrifugagcéo (5 minutos a 1500
rpm) e na sequéncia as células foram fixadas com etanol gelado (75% em PBSA-
Salina fosfato tamponada) por 30 minutos. Apds nova centrifugacdo, as células
foram coradas por 1 hora em uma solugédo contendo PBSA, RNAse (2,5 mg.mL") e
lodeto de Propidio (90 ug.mL") (Guava Technologies, Merck Millipore). As amostras
foram analisadas no citdbmetro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT) utilizando-se o
software GuavaSoft 2.7. Os dados foram apresentados como média + DP de 3

experimentos independentes.
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4.4.5 Ensaio de Anexina V

A externalizagdo da fosfatidilserina foi avaliada utilizando-se o Kit Guava
Nexin® (Merk Millipore, Massachusetts, EUA) de acordo com as instru¢gdes do
fabricante. Células foram semeadas em placas de 24 pocos a uma densidade de 1 x
10° células por pogo. As culturas celulares (MCF-7) foram tratadas com os
complexos C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9 nas concentragbes de 7,5 e 15,0 uM por 48 h
coletados por digestao enzimatica (Tripsin/EDTA, Sigma).

As amostras foram centrifugadas a 1.000 rpm por 5 min a 4 °C, lavadas com
PBS frio, e entdo 2 x 10* células foram suspensas em 100 uL de DMEM. Em seguida,
foi adicionado 100 pL de solugao de mistura contendo tampéo V-PE e 7-AAD. As
amostras foram lidas apds 20 minutos de incubacdo a temperatura ambiente em
uma camara escura. A analise foi realizada por citometria de fluxo utilizando
GoiabaSoft 2.7 Software.

Os experimentos foram realizados em triplicatas e repetidos duas vezes. Os
dados foram apresentados como média £ SD.

4 4.6 Analise Estatistica

Os dados apresentados representam a média + desvio padrao (DP) de, pelo
menos, 3 experimentos independentes. Diferengas significativas foram evidenciadas
de acordo com a ANOVA, seguido de pos-teste de Dunnet usando o software
GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).



37

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
As estruturas propostas para os complexos obtidos neste trabalho est&do
representadas na Figura 16, sendo também identificados pelos seguintes codigos

C3MTNZ 7, CBMTNZ 8, C3MTNZ 9 e C3MTNZ 10.

Figura 16 — Estrutura propostas para os complexos obtidos
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Fonte: do Autor

C3MTNZ 7 = [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4-Metil-bipy)]PFs
C3MTNZ 8 = [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4-Metdxi-bipy)]PFe
C3MTNZ 9 = [RuCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFs

C3MTNZ 10 = [RuCI(MTNZ)(dppb)(fen)]PFs

Nas secbes subsequentes serdo abordadas apresentados os dados das
caracterizagdes obtidas através das técnicas supracitadas na metodologia e os

resultados dos ensaios bioldgicos e interagdo com o ct-DNA.
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5.1 CONDUTIVIDADE MOLAR

Os dados de condutividade molar para os complexos obtidos estdo dispostos
na Tabela 2, de acordo com esses resultados, os complexos obtidos apresentam-se
como eletrdlitos 1:1, como esperado, uma vez que ocorre a substituicdo do ligante
Cl- da esfera de coordenagao pelo nitrogénio imidazdélico do metronidazol, e para
estabilizacdo dos complexos indica-se a presenga de um contra-ion. Ademais os
compostos enquadram-se na faixa reportada na literatura, 12 a 77 ps.cm™ para
eletrélitos 1:1, em diclorometano (GEARY, 1971).

Tabela 2 - Dados de condutividade molar (us.cm™) dos complexos em diclorometano

Complexos Condutividade (us.cm™) Temperatura (°C)
C3MTNZ 7 34,87 23,1
C3MTNZ 8 33,07 23,1
C3MTNZ 9 40,35 22,9
C3MTNZ 10 34,66 23,0

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

5.2 ANALISE ELEMENTAR
Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos complexos calculados e

tedricos encontram-se na Tabela 3, e estao de acordo com as férmulas esperadas.

Tabela 3 - Dados de analise elementar dos complexos

Complexos % C Erro (%C) % H Erro (%H) % N Erro (%N)

52,13 4,48 6,40

C3MTNZ 7 0,33 % 3,44 % 2,88 %
(51,96) (4,64) (6,59)
50,95 4,41 7,00

C3MTNZ 8 1,00 % 2,22 % 9,56 %
(50,44) (4,51) (6,39)
51,20 4,34 6,82

C3MTNZ 9 0,29 % 0,91 % 0,89 %
(51,05) (4,38) (6,76)
52,45 4,31 6,34

C3MTNZ 10 0,56 % 0,71 % 4,08 %
(52,16) (4,28) (6,61)

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
Legenda: valores calculados em parénteses
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5.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
5.3.1 Ressonancia magnética nuclear *'P{'H}

Os complexos precursores de formula cis-[RuClz(dppb)(N-N)] apresentam no
RMN de 3'P{'H} dois dubletos, referente a um atomo de fésforo apresentar-se tfrans
ao atomo de nitrogénio (& 45/42 ppm), e outro atomo de fosforo frans ao atomo de
cloro (& 31/30 ppm), conforme exemplo na Figura 17. Tal fato é explicado em fungéo
do atomo de fésforo trans a nitrogénio estar mais desblindado em relagao ao fosforo
trans a cloro (SANTIAGO, 2004). Os deslocamentos quimicos dos precursores estao

disponiveis na Tabela 4.

Figura 17 — Comparativo de RMN de 3'P{'H} do complexo precursor e C3MTNZ 8
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Fonte: do Autor

Ja os complexos contendo o MTNZ apresentaram no espectro de RMN 3'P{'H}
dois dubletos proximos em aproximadamente & 44/42 e O 43/41 ppm, dados
encontram-se na Tabela 4, mais desblindados que o precursor, indicando assim a

substituicdo de um cloreto e a coordenagao do MTNZ pelo nitrogénio imidazdlico.



40

Um espectro representativo (C3MTNZ 8) para os complexos obtidos é disposto na
Figura 17, e os demais em anexo (Figuras S1-S3). Além disso, observou-se em
todos os espectros um multipleto em 0 -144 ppm referente aos sinais do contra ion
(PFs), acoplamento fésforo fluor como apresentado na Figura 18.

Sugere-se que as aproximacgdes dos deslocamentos quimicos dos fésforos
foram promovidas pela similaridade quimica em que os atomos de nitrogénio se
encontram apos a troca do ligante Cl- pelo nitrogénio imidazolico do MTNZ, como
reportado na literatura (DIAS et al., 2018; SILVA et al., 2018). Desta forma os
resultados indicam que um dos atomos de fosforo estd trans a um nitrogénio
piridinico e o outro, trans ao nitrogénio do anel imidazélico do metronidazol, levando-

nos a propor a estrutura representada na Figura 16.

Tabela 4 - Deslocamento quimico e constante de acoplamento no RMN 3'P{'H} dos complexos

precursores € dos complexos obtidos

Complexo 0 3'"P{'H} (ppm) 2Jp-p (HZ)
cis-[RuCl(dppb)(4,4-Mebipy)] 43,61 30,1 32,8
C3MTNZ 7 43,2/42,3 36,4
cis-[RuCly(dppb)(4,4’-Methoxybipy)] 45,3/31,0 34,0
C3MTNZ 8 44,3/429 36,4
cis-[RuClx(dppb)(bipy)] 42,2/30,4 32,8
C3MTNZ 9 42,9 /41,1 36,4
cis-[RuClx(dppb)(phen)] 44,0/ 30,3 35,2

C3MTNZ 10 (CH,Cl) 42,3 (s) -

C3MTNZ 10 (DMSO-de) 43,5/ 40,4 34,6

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

O complexo C3MTNZ 10 apresentou no RMN de 3'P{'"H} um singleto em &
42,3 ppm, (Figura 18), em virtude da coalescéncia dos sinais, fato observado em
funcdo da similaridade quimica e estrutural dos atomos de nitrogénio coordenados
frans aos atomos de fosforo. Comportamento similar foi observado na literatura
(DIAS et al., 2018; VALLE et al., 2008).

As mudancas de temperatura e solvente podem explicar este efeito
observado, uma vez que sdo capazes de alterar as caracteristicas fisicas dos
atomos de fosforo, como o angulo de cone e a solvatagdo, modificando assim o

tempo de relaxagao de spin do fésforo (VALLE et al., 2008). O que foi confirmado
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quando este mesmo complexo foi submetido a andlise de RMN de 3'P{'H} em

diferentes solventes, conforme Figura 18.

Figura 18 — RMN 3'P{'H} do complexo C3MTNZ 10 em diferentes solventes
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Fonte: do Autor
Legenda: (A) RMN de 3'P{'H} do complexo C3MTNZ 10 em CH2Cl:
(B) RMN de 3'P{"H} do complexo C3MTNZ 10 em DMSO-de

5.3.2 Ressonancia magnética nuclear de '>*C{'H} e dept 135

A atribuigdo dos espectros de RMN de "*C{'H} dos complexos obtidos foi feita
comparando-se 0s espectros do ligante metronidazol livre e complexos contendo o
metronidazol (C3MTNZ 7, C3MTNZ 8, CAMTNZ 9 e C3MTNZ 10).

O espectro de RMN de "8C{'H} do ligante (MTNZ) encontra-se disposto na
Figura 19. Em & 152,02 ppm pode ser observado o carbono C1 que se refere ao
carbono do fragmento N-C=N. Em & 138,44, & 133,04, & 59,80 e & 48,32 ppm séo
observados os atomos de carbonos C2 (C-NOz2z), C3 (CH-N), C4 (CH2-O) e C5 (N-
CH2) respectivamente, por fim, um singleto em & 14,30 ppm referente ao grupo

metila, referente ao C6 (CHs-imid).
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Figura 19 — RMN "3C{'H} do ligante metronidazol, em DMSO-ds
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Fonte: Do autor

Um espectro representativo de RMN de '*C{'H} dos complexos Ru-MTNZ
esta representado na Figura 20 (C3MTNZ 7) e uma tentativa de atribuicdo na Tabela
5, os demais espectros encontram-se em anexo (Figuras S4-S6). Analisando os
deslocamentos quimicos do espectro da Figura 21, observa-se que C1 e C3
apresentam deslocamento para regido mais desblindada como esperado apds a
coordenacdo, Tabela 5, e uma blindagem do C6, como observado também no
espectro de RMN "H. Em & 14,01 ppm encontra-se o sinal do grupo metila CHs (C6)
do metronidazol, seguido pelos deslocamentos entre d 19,25 e & 25,86 ppm
referentes ao grupo CH2 da dppb. E em & 20,04 e 20,18 ppm os atomos de carbono
do CHs do grupo metil da bipiridina. Os demais sinais sao atribuidos ao ligante
metronidazol, sendo o atomo de carbono C5 (N-CH2) observado em & 48,71 ppm e d
60,20 ppm C4 (C-OH). Um overlap de sinais é encontrado entre & 124,50 — 135,47
ppm referentes aos atomos de carbono aromaticos da dppb, 4,4-metil-bipy e o C2 do
metronidazol. O sinal em 0 139,12 ppm pode ser atribuido ao atomo C3 do
metronidazol e em & 158,71 o C1 do metronidazol. Um overlap de sinais é

encontrado entre & 148,65 — 157,58 ppm referentes aos atomos de carbono



aromaticos da 4,4-metil-bipy.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos & (ppm) de RMN de '®C{'H} para os Ru-MTNZ

43

O (ppm O (ppm
Complexo Carbono (ppm) (ppm) A D (ppm)
MTNZ Complexo
C1 152,02 158,71 6,69
C3 133,04 139,12 6,08
C4 59,80 60,20 0,40
C3MTNZ 7
C5 48,32 48,71 0,39
C6 14,30 14,01 0,29
C1 152,02 160,01 7,99
C3 133,04 139,11 6,07
C4 59,80 59,75 0,05
C3MTNZ 8
C5 48,32 48,27 0,05
C6 14,30 14,01 0,29
C1 152,02 155,39 3,37
C3 133,04 - -
C4 59,80 59,73 0,07
C3MTNZ 9
C5 48,32 48,25 0,07
C6 14,30 14,16 0,14
C1 152,02 149,36 2,66
C3 133,04 146,36 13,32
C3MTNZ 10 C4 59,80 59,75 0,05
C5 48,32 48,27 0,05
C6 14,30 14,25 0,05

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

O experimento de dept 135 auxiliou na identificagdo dos carbonos dos

complexos obtidos, visto que o sinal produzido possui fases diferentes, ou seja,

carbonos com numeros impares de hidrogénio (CH ou CHs) apresentam sinal em

fase positiva e carbonos com dois hidrogénios (CH2) apresentam sinal em fase
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negativa. Para os carbonos sem hidrogénio, ha a auséncia deste sinal.

Para o complexo C3MTNZ 7, disposto na Figura 21, os demais em anexo, 0s
sinais do ligante MTNZ C1 e C2 nao foram visualizados no espectro de dept 135,
uma vez que ndo apresentam hidrogénios ligados. Sendo possivel identifica-los,
mesmo estando em uma regido com diversos sinais do espectro. Os sinais em fase
negativa foram identificados e confirmados, sendo os atomos de carbono C4 e C5

do metronidazol e os C alifaticos da dppb.

Figura 20 — Espectro de RMN dept 135 do Complexo C3MTNZ 7, em DMSO-ds

r T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
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Fonte: do Autor

Um espectro comparativo apresentado na Figura 21 entre o ligante livre
(MTNZ), e o complexo Ru-MTNZ (C3MTNZ 7) esta disposto. E possivel observar os
deslocamentos dos sinais prevenientes da coordenacdo do MTNZ ao centro

metalico e também a identificacdo dos respectivos atomos de carbono.



Figura 21 — RMN '3C{'H} e dept 135 comparativo entre MTNZ e CBMTNZ 7
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5.3.3 Ressonancia magnética nuclear de 'H

A atribuicdo dos espectros de RMN de 'H dos complexos obtidos foi feita
comparando-se 0s espectros do ligante metronidazol livre e complexos contendo o
metronidazol (C3MTNZ 7, C3MTNZ 8, C3MTNZ 9 e C3AMTNZ 10). Na Figura 22 esta
apresentado o espectro do ligante livre, que apresenta um singleto em & 8,02 ppm
atribuido ao hidrogénio Ha, um tripleto em 6 5,03 ppm referente ao grupo OH (Hb),
um tripleto e um quadrupleto em aproximadamente 0 4,34 e & 3,67 ppm atribuidos
aos hidrogénios Hc e Hd, respectivamente. Em & 2,45 ppm sdo observados os
hidrogénios do grupo metila, a Tabela 6 sumariza os deslocamentos quimicos e
constantes de acoplamento para o metronidazol. Os deslocamentos quimicos
observados em 0 3,37 e 0 2,50 ppm sao atribuidas aos sinais de agua e solvente

DMSO-d6 respectivamente.

Figura 22 — Espectro de RMN 'H do metronidazol, em DMSO-ds
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Tabela 6. Bandas atribuidas em RMN 'H ao metronidazol

Hidrogénio 0 (ppm) Multiplicidade JH-H (Hz)
Ha 8,02 ] -
Ho 5,03 t 6,0
Hec 4,34 t 6,0
Ha 3,67 q 6,0
He 2,45 s -

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
Legenda: s = singleto
t = tripleto
g = quadrupleto
Os espectros de RMN de 'H dos complexos Ru-MTNZ s&o similares, desta
forma um espectro representativo do complexo C3MTNZ 9 esta disposto na Figura

23, e os demais no anexo (Figuras S7-S9) e as tentativas de atribuicdo na Tabela 7.

Figura 23 — Espectro de RMN 'H do complexo C3MTNZ 9, em DMSO-ds
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Na regidao de 0 9,5 a 0 6,0 ppm sao observados 29 atomos de hidrogénios
referentes aos atomos dos anéis aromaticos da bifosfina, bipiridina e do atomo Ha (o
9,07 ppm) do ligante metronidazol, que se encontra desblindado quando comparado
ao ligante livre, como esperado.

Um tripleto em & 5,02-4,98 ppm € atribuido ao grupo OH (Hb) do metronidazol,
sugerindo que nao foi coordenado nesse grupo funcional, de maneira semelhante ao
reportado por Athar et al., (2005), pois ndo ha grandes deslocamentos e ndo houve
mudanga nas multiplicidades.

Em & 4,35-4,31 ppm e & 3,69-3,63 ppm encontram-se um tripleto e um
quarteto, que sio provenientes os atomos de hidrogénios Hc e Ha do ligante
metronidazol respectivamente.

Na regido de 0 1,0 a d 4,0 ppm sado observados os 8 atomos de hidrogénios
alifaticos do grupo CH2 da dppb. Em aproximadamente & 1,6 ppm podem ser
observados os atomos hidrogénios He, integrando 3 hidrogénios da metila do ligante
coordenado, que blinda apds a coordenacdo, de acordo com o comportamento
observado por (BAIRD, SKOV; JAMES, 2019).

Em todos os complexos foi possivel ver que o hidrogénio Ha do ligante
metronidazol coordenado, deslocou-se para regido mais desblindada, como
esperado, Figura 23 e Tabela 7, além disso se mantém na estrutura, comportamento
semelhante quando ha coordenagdo do 1-metil-imidazol ao centro metalico
ruténio(ll) (DIAS et al., 2018) e também da piridina ao centro metalico Ru(ll) (SILVA
et al, 2018).

Devido a proximidade da coordenagé&o do metronidazol ao centro metalico, os
hidrogénios metilicos (He) sofrem essa influéncia eletrbnica, deslocando-se para
regides mais blindadas (BAIRD; SKOV; JAMES, 2019).

Portanto, devido aos comportamentos dos atomos dos hidrogénios do
metronidazol supracitados, as andlises de RMN de 'H sugere a coordenagio do
metronidazol ao complexo de ruténio pelo nitrogénio imidazélico, corroborando com
os dados de RMN de 3C{'H}.
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Tabela 7 - Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de 'H para os Ru-MTNZ, dmso-ds

0 (ppm 0 (ppm
Complexo Hidrogénio (ppm) (ppm) A d (ppm)
MTNZ Complexo
Ha 8,02 8,84 0,82
Ho 5,03 5,01 0,02
Hc 4,34 4,34 0,00
C3MTNZ 7
Had 3,67 3,66 0,01
He 2,45 1,57 0,88
Ha 8,02 8,79 0,77
Ho 5,03 5,01 0,02
Hec 4,34 4,35 0,01
C3MTNZ 8
Had 3,67 3,66 0,01
He 2,45 1,56 0,89
Ha 8,02 9,07 1,05
Ho 5,03 5,00 0,03
Hc 4,34 4,33 0,01
C3MTNZ 9
Had 3,67 3,66 0,01
He 2,45 1,62 0,83
Ha 8,02 9,49 1,47
Ho 5,03 5,00 0,03
C3MTNZ 10 Hc 4,34 4,35 0,01
Had 3,67 3,66 0,01
He 2,45 1,65 0,80

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

5.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NA REGIAO DO UV-VIS

As principais bandas observadas no espectro de absor¢do da regido do
ultravioleta e visivel dos complexos precursores e complexos Ru-MTNZ séo as
bandas intra-ligantes (IL) e transferéncias de cargas metal ligante (TCML). Na Figura

24, uma representacao esquematica das transicoes.
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Figura 24 — Representagcédo esquematica das transigdes
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Fonte: do Autor

Legenda: IL = Transig&o intra-ligante
TCML = Transigao de carga metal ligante

Os precursores utilizados neste trabalho apresentam espectro de UV-Vis
semelhantes, desta forma, o precursor cis-[RuCl2(dppb)(4,4-metoxi-bipy)] foi utilizado
como exemplo representativo na Figura 25. No espectro, na regido do ultravioleta
observa-se uma banda em aproximadamente 284 nm caracteristica de transicboes
intra-ligantes ™ — 1* da bifosfina e 4,4-metdxi-2,2’-bipy (KETLE, 1998). Ja as
bandas no intervalo de 366 e 430 nm s&o atribuidas a transferéncia de carga metal
ligante (TCML) dm(Ru") a m*(4,4’-metoxi-2,2’-bipy) (SANTIAGO, 2004; QUEIROZ et
al., 1998).

Figura 25 — Espectro de UV-Vis comparativo do precursor cis-[RuClz(dppb)(4,4’-metdxi-bipy)] e
complexo C3MTNZ 8, em CH2Cl2
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Fonte: do Autor
Legenda: (a) complexo precursor cis-[RuClz(dppb)(4,4’-metoxi-bipy)]
(b) complexo C3MTNZ 8



51

Ap0bs a substituicdo de um ligante cloreto pelo ligante metronidazol, o perfil do
espectro modificou-se como esperado. Um exemplo representativo € demonstrado
na Figura 26 para o complexo C3MTNZ 8, os demais apresentam-se em anexo.

O espectro do complexo [RuCI(MTNZ)(dppb)(4,4-metdxbipy)]PFe (C3MTNZ 8)
apresenta uma banda em 275 nm e um ombro em 296 nm que podem ser atribuidas
as transigdes intra-ligantes ™ — m* dos ligantes bifosfina e 4,4’-metdxi-2,2’-bipy
respectivamente. As bandas em 335 e 412 nm podem ser atribuidas a transi¢des

(TCML) dm(Ru") — 1* (4,4’-metdxi-2,2’-bipy) e um ombro em 487 nm referente a
transferéncia de carga metal ligante (TCML) dm(Ru') — m*(MTNZ).

Figura 26 — Espectro de UV-Vis do complexo C3MTNZ 8, em CH:Cl:
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Fonte: do Autor

Os valores de absortividade molar e as tentativas de atribuicdo das bandas e

de todos os complexos estudados neste trabalho estao dispostos na Tabela 8.
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Tabela 8 - Coeficientes de absortividade molar e atribuicbes das bandas dos complexos sintetizados

Complexo Transicoes

A (nm)

e (L.mol'.cm™)

™ — 1" (dppb)
T — 7 (4,4-metil-bipy)
C3MTNZ 7 dmr(Ru") — Tr* (4,4-metil-bipy)
dm(Ru") — 1* (MTNZ)

™ — 1" (dppb)
™ — " (4,4-metdxi-bipy)

dm(Ru'") — 1* (4,4-metoxi-bipy)

C3MTNZ 8
dm(Ru") — 1* (4,4-metoxi-bipy)
dm(Ru") — m* (MTNZ)
™ — 1" (dppb)
™ — 1" (bipy)
C3MTNZ 9 dm(Ru") — 1* (bipy)

dm(Ru'") — * (MTNZ)

™ — " (dppb)

™ — " (phen)
C3MTNZ 10 dm(Ru") — 1* (phen)
dm(Ru") — 1* (phen)
dm(Ru") — m* (MTNZ)

288
300
422
501

275
296
335
412
487

292
304
434
510

269
295
318
415
506

1,9 X 104
Ombro
3,0x 103
Ombro

1,6 x 10*
Ombro
3,3x 103
2,1x 103
Ombro

1,4 x 10*
1,3 x 10*
2,3x 103
Ombro

1,8 x 10*
Ombro
2,0 x 103
2,6 x 103
Ombro

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
Legenda: 1 — 1* = Transigéo intra-ligante (IL)T — 1™

dm(Ru") — 1* = Transicdo de carga metal ligante (TCML)

Em geral, para cada novo complexo sintetizado, modificagdes no perfil

espectral sdo esperados quando comparados aos precursores, ja que novas

ligagcbes quimicas sdo formadas e consequentemente as diferengas de energia entre

orbitais moleculares sdo modificadas, implicando em energias diferentes para

promover as transigcdes eletrdbnicas (BARBOSA, 2007). A Figura 27, apresenta um

comparativo dos espectros UV-Vis dos complexos precursores e seus respectivos

complexos Ru-MTNZ obtidos, com enfoque nas TCML, é possivel observar as
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modificagdes espectrais dos complexos.

Figura 27 — Espectro comparativo de UV-Vis para os complexos obtidos e seus precursores, em
CH2Cl2
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Fonte: do Auto

Com isso, ao comparar os espectros de UV-Vis do precursor e dos complexos
Ru-MTNZ, observasse que apds a troca do cloreto pelo metronidazol, ocorreu um
deslocamento para menor comprimento de onda (deslocamento hipsocrémico),
como esperado, uma vez que o cloro € um ligante o e ™ doador, comparado ao
nitrogénio do metronidazol que é um ligante ¢ e T receptor.

A mudanca de cor dos complexos precursores (avermelhados) para os
complexos Ru-MTNZ sintetizados (alaranjados) se da pela diferengca das transi¢des
eletrbnicas do campo cristalino dos complexos, uma vez que a substituicdo do
cloreto — de campo mais fraco na série espectroquimica — pelo nitrogénio imidazadlico
do metronidazol — apresenta uma basicidade maior, gerando um campo mais forte
na série espectroquimica. Essas mudangas no campo cristalino, faz com que o
desdobramento dos orbitais do centro metalico fique maior, sendo necessario maior

energia para promogao dos elétrons, observando assim, a mudanga de coloragédo.
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Grupos eletronegativos que atuam sobre a bipiridina, fazem com que haja
diminuicdo da densidade eletronica do anel, favorecendo a retrodoacao Ru(ll)-bipy
(BARBOSA, 2007). Por consequéncia, uma diminuicdo energética das transi¢coes de
transferéncia de carga metal-ligante (SANTIAGO, 2004). Como observado nos
complexos sintetizados, quanto menor o pKa das bipiridinas, menor sera a energia
de retrodoagdo, e por consequéncia a transigao de transferéncia de carga metal
ligante sera em maiores comprimentos de onda (energia € inversamente
proporcional a comprimento de onda), conforme os dados na Tabela 9. Esta
informag&do vai de encontro ao observado nos dados de RMN de 3'P{'H} e

voltametria ciclica, que sera abordada no préximo tépico.

Tabela 9 - Valores de pka das bipiridinas e o comprimento de onda atribuido a transicdo de

transferéncia de carga metal ligante dos complexos sintetizados.

Complexo bipiridina pKa A (nm)
C3MTNZ 9 bipy 4,44 434
C3MTNZ 7 4,4-metil-bipy 4,92 422
C3MTNZ 8 4,4-metoxi-bipy 5,74 412

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

5.5 VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica consiste na investigacdo de processos de oxidagao e
reducdo das substancias analisadas (ELGRISHI et al., 2018). Além do mais, as
analises de voltametria ciclica s&o uteis para comparar a mudanga da densidade
eletrénica do centro metalico, em fungdo da variagdo dos ligantes coordenados
(CAVARZAN, 2010).

O voltamograma ciclico para o ligante metronidazol esta representado na
Figura 29. Este ligante apresenta um processo em -1,13 V, atribuido a reducgéo do
grupo nitro presente em sua estrutura, (ZHU et al., 2018; MENDES et al., 2017;
BARETY et al.,, 1984; LA-SCALEA; SERRANO; GUTZ, 1999), reducgédo esta
representada na Figura 29.
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Figura 28 — Mecanismo de redugao do grupo nitro do metronidazol
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Fonte: do autor

Figura 29 — Voltametria ciclica do metronidazol; eletrélito PTBA 0,1 mol.L-" em DMSO vs Ag/AgCI
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Fonte: do Autor

Os precursores utilizados neste trabalho apresentam potenciais anddicos
proximos de 0,6 V (SANTIAGO, 2004; BARBOSA, 2007). Apds a coordenagao do
ligante MTNZ estes valores variam entre 1,26 a 1,50 V, dados na Tabela 10, tais
resultados evidenciam a troca do atomo de cloro (T doador) na esfera de
coordenacao por um forte ligante m receptor fazendo com que a oxidagédo do Ru(" a
Ru(" seja dificultada refletindo em um potencial de oxidagdo mais elevado. Além do
mais, foram observados processos na regiao de -1,24 V a -1,11 V, dispostos na
Tabela 10), irreversiveis, atribuidos a redugédo do grupo nitro do ligante metronidazol
coordenado (KENNEDY et al., 20006).
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Tabela 10 - Potenciais de oxidagcao e redugcéo dos complexos sintetizados

E (V) E (V) E (V)
Compostos
Ru" — Ru' Ru" — Ru" R-NO2 —» R-NHOH
C3MTNZ 7 1,46 1,34 -1,24
C3MTNZ 8 1,32 1,19 -1,16
C3MTNZ 9 1,53 1,44 -1,11
C3MTNZ 10 1,49 1,38 -1,18

Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

Figura 30 — Voltametria ciclica do complexo C3MTNZ 10; eletrolito PTBA 0,1 mol.L-* em DMSO vs

Ag/AgCl
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Fonte: do Autor

Um aspecto interessante e que pode ser correlacionado nesta técnica
consiste nos potenciais de oxidacdo e basicidade dos ligantes bipiridinicos,
presentes na Tabela 11. Como mencionado anteriormente, quanto mais basico o
substituinte na posicdo 4 do ligante bipiridinico (pKa mais elevado) menor o
potencial de oxidacdo, uma vez que ele favorece a doacao de densidade eletrbnica
para o centro metalico facilitando o processo Ru("/Ru() (BARBOSA, 2007;
SANTIAGO, 2004).

Na Tabela 11, pode-se observar que o complexo com a bipiridina com o
menor valor de pKa, apresenta o maior potencial de oxidacdo para os complexos,

como esperado, uma vez que a menor contribuicdo desta ao centro metalico, faz



o7

com que tenhamos uma aumento no potencial para oxidar o Ru(ll) a (lll).

Além do mais, os compostos mais citotoxicos (CAMTNZ 7 e C3MTNZ 9),
apresentam o maior poténcia redox Ru/Ru, podendo assim estar relacionar as
suas melhores atividades, visto que o complexo permanecga intacto até atinja o alvo

desejado.

Tabela 11 - Correlagéo entre os valores de E12 dos complexos e os pKas de seus respectivos ligantes

bipiridinicos
Complexo pKa* E12 (V)
C3MTNZ 9 4,44 1,50
C3MTNZ 7 4,92 1,40
C3MTNZ 8 5,74 1,26

Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

5.6 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

O espectro de infravermelho do farmaco metronidazol encontra-se disposto
na Figura 31, o qual apresentou perfil semelhante ao encontrado na literatura
(RAMUKUTTY; RAMACHANDRAN, 2012; CHAMUNDEESWARI; SAMUEL;
SUNDARAGANESAN, 2011).

Figura 31 — Espectro de infravermelho do metronidazol, em KBr
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As atribuigdes das bandas estao organizadas de acordo com as similaridades
de sua composigéo. As frequéncias em 3221 cm™ e 2652 cm-! foram atribuidas ao
estiramento assimétrico e simétrico do vO-H, respectivamente, e em 1265 cm™'
deformagéo no plano O-H. Os estiramentos do grupo metil (CH3) em vas 2957 cm™ e
vs 2853 cm™'. Em 1537 cm™' e 1368 cm™! sdo bandas foram atribuidas ao estiramento
assimétrico e simétrico do N-O do grupo nitro (NO2), respectivamente. Os
estiramentos C=N em 1624 cm™ e C-N em 1429 cm e 1074 cm™', assim como a
deformacgdo angular de amida terciarias (C-N-C) em 503 cm™' sdo identificadas. A
banda intensa em 1487 cm™' foi atribuida ao estiramento C=C aromatico. As bandas
da ligagdo C-H geram estiramentos em 3102 cm” e 679 cm™' e bandas de
deformagédo no plano (1074 cm™) e fora do plano (906 cm™), bem como o
estiramento rocking (balango) (CH2)2em 744 cm™'. Em 1188 cm™' e 1159 cm™" atribui-
se ao estiramento C-O.

Algumas bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante
metronidazol que auxiliaram na confirmagdo da coordenacdo do farmaco estdo
dispostas na Tabela 12. Um espectro de infravermelho representativo para esta série

€ disposto na Figura 32 (C3MTNZ 7), os demais em anexo.

Figura 32 — Espectro de infravermelho do complexo C3MTNZ 7, em KBr

T | T | T | T | T T T 1 T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm™’

Fonte: do Autor



59

O estiramento C=N em 1616 cm' é observado em menor nimero de onda
quando comparado ao estiramento do MTNZ livre (1624 cm™), apds coordenagao
pelo nitrogénio imidazdlico, como esperado. A banda intensa em 1487 cm™' atribuida
ao estiramento C=C sofre um deslocamento para menor numero de onda quando
comparada ao estiramento para o ligante livre 1487 cm', este enfraquecimento da
ligacao é esperado, pois a ligagdo C=C esta préxima ao nitrogénio imidazdlico que
coordenou-se ao centro metalico, comportamento semelhante reportado na literatura
(OBALEYE; LAWAL, 2007). Ademais, outras bandas podem ser atribuidas (tabela 12)
do complexo C3MTNZ 7, bem como, as bandas em 3053 cm-!, 2922 cm™! e 696 cm"
para o estiramento C-H, em 2856 cm-! a banda ao estiramento do grupo metila (CHa)
substituinte da bipiridina, e os estiramentos C=N e C-N, da bipiridina, em 1435 cm™"
e 1238 cm™' respectivamente e em 1091 cm-! a banda P-C referente ao ligante dppb.

A figura 33, apresenta o comparativo dos espectros de infravermelho do
ligante metronidazol, do complexo precursor e do complexo Ru-MTNZ (C3MTNZ 7),

onde é possivel observar as mudancas e deslocamento das bandas dos compostos.

Figura 33 — Espectro de infravermelho comparativo
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Tabela 12 - Comparativo das principais bandas de infravermelho do ligante metronidazol e complexos

sintetizados

MTNZ | C3MTNZ7 | C3MTNZ 8 | C3MTNZ 9 | C3MTNZ 10
v O-H Overlap 3360 (f) 3362 (f) 3360 (f) 3358 (f)

v C=N 1624 (f) 1616 (F) 1616 (F) 1603 (F) 1601 (F)
v N-O 1537 (F) 1539 (m) 1541 (m) 1541 (m) 1541 (m)
v C=C 1487 (F) 1483 (m) 1489 (m) 1483 (m) 1483 (m)

v NO2 (5) 1368 (F) 1361 () 1362 (f) 1364 (f) 1362 (f)

v C-O () 1188 (F) 1186 (m) 1184 (m) 1188 (m) 1184 (m)
v P-F - 845 (F) 841 (F) 839 (F) 839 (F)

v Ru-P - 509 (m) 509 (m) 509 (m) 509 (m)

v Ru-N - 492 (m) 492 (m) 490 (m) 493 (m)

Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

Legenda: (F) = forte

(m) = média

(f) = fraco

5.7 ESTUDOS DE ESTABILIDADE DO COMPLEXO POR RMN 3'P{'H}

Os compostos foram avaliados quanto a estabilidade frente ao solvente

dimetilsulféxido (DMSO), uma vez que os experimentos bioldgicos sdo realizados

com este solvente. Assim, os compostos foram solubilizados em dimetilsulféxido e

acompanhados por ressonancia magnética nuclear de 3'P{'H} nos tempos 0, 24 e 48

horas. Os espectros dos complexos estdo dispostos nas Figuras 34 e S11-S13.

Este experimento mostra que os complexos sdo estaveis quando solubilizados em

DMSO no intervalo de 0 a 48 horas, indicando a estabilidade dos compostos na

realizacado dos ensaios.
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Figura 34 — Andlise de estabilidade por espectros de RMN 3'P{'H} para o complexo C3MTNZ 7, em
DMSO
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5.8 TESTES BIOLOGICOS

5.8.1 Ensaio de citotoxicidade de promastigotas de Leishmania amazonensis

Os complexos Ru-MTNZ, o composto utilizado como ligante metronidazol e os
precursores utilizados nas sinteses desse trabalho foram submetidos a um
screening inicial frente a forma promastigota de Leishmania amazonenses, sob o
método colorimétrico Alamar Blue, nome comercial do corante resazurin (7-hidroxi-
3H-fenoxazina-3,10-0xido), utilizando-se a Anfotericina B, um medicamento de
referéncia para o tratamento da leishmaniose, como controle positivo.

Os complexos Ru-MTNZ n&o apresentaram satisfatéria atividade
leishmanicida na linhagem testada (forma promastigotas), conforme dados
apresentados na Tabela 13, sendo entdo desta forma os ensaios foram

descontinuados.
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Tabela 13. Valores de ICso dos complexos Ru-MTNZ frente Leishmania amazonensis

Compostos ICs0 (MM) £ D.P.
C3MTNZ 7 29,387 £ 3,099
C3MTNZ 8 34,003 + 2,442
C3MTNZ 9 56,777 £ 13,037
C3MTNZ 10 > 50
MTNZ 32,060 + 1,577
cis-[RuClz2(dppb)(4,4’-metilbipy)] 10,610 £ 0,670
cis-[RuClz2(dppb)(4,4’-metdxibipy)] 6,813 £ 0,119
cis-[RuClz(dppb)(bipy)] 27,510 £ 1,594
cis-[RuClz(dppb)(fen)] 43,790 £ 1,507
Anfotericina B 0,108 + 0,001

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

5.8.2 Ensaio de citotoxicidade nas linhagens celulares de cancer

Ensaios de viabilidade celular foram realizados para avaliar a atividade dos
complexos metalicos e de seus precursores sobre diferentes linhagens celulares
derivadas de tumores humanos. Nessa abordagem experimental, todas as
substancias foram testadas na concentracdo de 40 uM. Os dados mostraram que os
complexos metalicos foram mais ativos que os precursores, Figura 35. Na sequéncia,
os complexos metalicos foram testados em diferentes concentragdes (0,2; 2,0; 20,0;
100,0 e 200,0 pyM) nas linhagens tumorais e na linhagem CCD-1059Sk (célula
normal), a qual foi utilizada no presente estudo. Considerando os resultados obtidos
nas curvas dose-resposta, os valores de ICso foram determinados e apresentados na
Tabela 14. Os menores valores de ICso foram observados para os complexos
C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9 frente a linhagem MCF-7. De forma interessante, o perfil
citotoxico desses complexos foi menor na linhagem normal (CCD-1059Sk) quando

comparado a linhagem tumoral derivada de mama (MCF-7).
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Figura 35 — Viabilidade celular determinada pelo ensaio de sulforrodamina B (SRB) apds 48 horas de

tratamento com os diferentes complexos e seus precursores na concentragdo de 40 uM.
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Tabela 14. Valores de ICso (uM) determinados apds 48 horas de tratamento.
A549 MCF-7 SK-MEL-147 HepG2 CCD-1059Sk
C(7) 2091+£206 17,47*114 2823+2,12 63,67+6,45 47111524
C (8) 48,90 +3,44 31,99+1,72 3263+6,03 74,82+5,12 37,61+3,05
C (9) 2509+1,12 16,88*0,97 2473+391 63,86+6,47 48,96 2,90
C@(0) 3729+298 2569+1,65 37,15+4,16 74,43+3,19 29,45+1,63
MTNZ - > 250 - - -

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
Legenda: C (7) = CAMTNZ 7

C (8)=C3MTNZ 8

C (9)=C3MTNZ 9

C (10) = C3MTNZ 10

Os valores de indice de seletividade (IS), determinados por meio da razdo
entre o ICso obtido para a linhagem normal e o ICso para linhagem tumoral,
demonstraram boa seletividade dos complexos C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9 para as
linhagens de MCF-7, dados apresentado na Tabela 15. Os indices de seletividade
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obtidos foram 2,7 e 2,9, respectivamente. Cabe ressaltar, que indices maiores que
dois indicam boa seletividade (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990). Ademais, os
compostos supracitados apresentam valores de seletividade 10X maior que o da cis-
platina (GRAMINHA, et al., 2021).

Tabela 15 - Valores de indice de Seletividade determinados apds tratamento por 48 h

Compostos MCF-7 CCD-1059Sk IS
C3MTNZ 7 17,47 £ 1,14 47,11 £ 5,24 2,7
C3MTNZ 9 16,88 + 0,97 48,96 + 2,90 2,9
cis-platina® 8,58 +1,77 - 0,3

Fonte: Elaborada pelo autor (2022) e * Graminha et al., 2021.

Na sequéncia, considerando os dados preliminares referentes aos ensaios de
viabilidade, os complexos C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9 e a linhagem MCF-7 foram
selecionados para ensaios subsequentes com o objetivo de investigar os eventos
relacionados a capacidade desses complexos metalicos em reduzir a viabilidade de
células MCF-7, uma vez que esses complexos apresentarem uma baixa
concentragdo inibitoria média e também causando menores danos a linhagem
celular sadia.

A Figura 36 mostra o aspecto morfoldgico das culturas ao longo do periodo de
tratamento. E possivel observar que no grupo controle (DMSO) as células exibem
aspecto morfolégico poligonal e a densidade celular aumenta ao longo do periodo
em cultura. Nas culturas tratadas com os complexos C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9, é
possivel observar redugcdao na densidade celular e alteragbes morfoldgicas,
especialmente, nas células dos grupos tratados por 48 com os complexos C3MTNZ
7 e C3BMTNZ 9 na concentracdo de 15 pM. As células tornam-se arredondadas e

ficam parcialmente aderidas ao substrato, um indicativo de citotoxicidade.



65

Figura 36 — Imagens representativas obtidas por microscopia de contraste de fase.
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5.8.3 Analise da progressao do ciclo celular

A analise de progressao do ciclo celular mostrou que o tratamento com os
complexos C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9 induziu aumento significativo na populagdo G1
com concomitante redugao nas populagbdes S e G2/M, indicando que os complexos
metalicos alteram a dindmica de progresséo do ciclo celular e causam bloqueio do

ciclo na transi¢do G1/S conforme Figura 37.
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Figura 37 — Analise de Progresséao do ciclo celular
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Fonte: do Autor
Legenda: ***p< 0,001 de acordo com ANOVA e poés-teste de Dunnet.

O aumento da populagdo Sub-G1 também foi observada na analise de
progressdo do ciclo celular. Assim, novas abordagens experimentais foram
realizadas (ensaio de anexina V) para avaliar se o0 aumento dessa populagao esta
associado a atividade pré-apoptética desses complexos metalicos sobre células
MCF-7.

5.8.4 Ensaio de anexina V

Os ensaios de anexina V foram realizados apds 48h de tratamento e os
dados mostraram que houve aumento significativo na populagao positiva para
anexina V em culturas tratadas com os complexos C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9,
indicando que esses complexos sao capazes de induzir apoptose em células
MCF-7. Nao foram observados aumentos significativos da populagdo de células
necréticas em amostras tratadas com os complexos metalicos em relagdo aos

grupos controle, conforme observado na Figura 38.
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(B) Analise dos dados.

A presenga dos complexos C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9 na linhagem celular

MCF-7, faz com que haja a morte celular programada nas células, visto que este

ensaio baseasse na ligagao entre a anexina V, com os grupos fosfatidilserina — que

sdo constituintes das membranas celulares que se soltam quando ha a morte celular

via apoptose.



68

5.9 AVALIACAO DA INTERACAO DOS COMPLEXOS COM DNA

Os estudos de atividade citotoxica demostraram resultados promissores para
os complexos obtidos, frente a linhagem celular MCF-7, sendo assim, o estudo da
interacdo dos complexos com DNA foi avaliado, pois a interagédo dos complexos com
DNA é um possivel alvo terapéutico contra o cancer (GILL; THOMAS, 2012).

Um espectro representativo do ensaio de titulagdo com ct-DNA é apresentado
na Figura 39. O espectro inicial do complexo é representado em preto, e apds a
adicao do ct-DNA na solugdo observou-se hipocromismo e batocromismo, aspectos
estes, indicativos da interagcdo do complexo com DNA, por intercalacédo (BARRA;

NETTO, 2015).

Figura 39 — Espectro de UV-Vis das titulagbes do complexo C3MTNZ 7 em DNA
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Fonte: do Autor

Este fenbmeno ocorre quando a interacdo do complexo é por intercalacao,
uma vez que, o orbital ™™ do complexo pode interagir com o orbital ™ das
biomoléculas (pares de bases do DNA), diminuindo a energia da transi¢ao Tr-1r*,
sendo assim aumentando o comprimento de onda (BARRA; NETTO, 2015). Essa
interacdo dos orbitais faz com que o orbital ™ fique parcialmente ocupado com
elétrons, reduzindo a probabilidade de transicbes eletronicas, gerando o
hipocromismo (BARRA; NETTO, 2015).
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Baseado nos dados coletados pelo experimento de titulacdo, calculou-se a
constante intrinseca de ligacdo (Kb) pela equacdo de Neighbor Exclusion e a
porcentagem de hipocromismo (%H) do complexo é reportada na Tabela 16, a partir
da regido espectral referente a transferéncia de carga metal ligante.

Tabela 16 - Valores de Ky e %H dos complexos Ru-MTNZ

Complexo A (nm) Kb (108 M-1) %H

C3MTNZ 7 402 1,21 11,94
C3MTNZ 8 398 1,52 4,66
C3MTNZ 9 412 2,56 11,53
C3MTNZ 10 397 0,62 2,36

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Os valores encontrados para a constante Ko estdo em mesma ordem de
grandeza do classico intercalador de DNA brometo de etidio (Kb 2 106 M-') (WARING,
1965). Sendo assim os complexos (C3MTNZ 7, C3MTNZ 8, C3MTNZ 9 e C3MTNZ
10) apresentam alta afinidade pelo DNA. Além do mais, os complexos obtidos
também se encontram na mesma ordem de grandeza de outros complexos de
ruténio que possuem a capacidade de interagdo com o DNA (SHILPA et al., 2011;
GILL et al., 2016; JIA et al., 2019).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Foram sintetizados quatro novos compostos de ruténio contendo metronidazol,
ligantes bipiridinicos ou fenantrolina e bifosfina e caracterizados. Os dados de RMN
de 3'P{'H} foram importantes para o acompanhamento das sinteses e determinagao
estrutural assim como para a determinacao da estabilidade nas condi¢des relatadas.

As demais técnicas de caracterizagdo espectroscopica confirmam a
coordenacdo do metronidazol ao centro metalico e evidenciam as estruturas
propostas, com a coordenag¢ao do metronidazol via atomo do nitrogénio imidazélico,
descartando também outras possiveis vias de coordenagao grupo endlico e/ou nitro.
Bem como, os dados de condutividade molar e analise elementar confirmam a
formacao de compostos monocationicos.

Com relagdo aos grupos substituintes das bipiridinas utilizadas, observa-se
uma correlagdo entre os seus valores de pKa e deslocamentos nos espectros de
RMN e UV-Vis, no voltamograma ciclico e também relacdo direta com a atividade
citotoxica dos complexos.

Abordagens de alguns mecanismos de acgdo destes compostos foram
avaliadas, e observou-se que os complexos C3MTNZ 7 e C3MTNZ 9 possuem a
capacidade de alteram a dindmica de progressao do ciclo celular e causam bloqueio
do ciclo celular na transicdo na fase G1/S, assim como, mostraram-se capazes de
induzir apoptose em células MCF-7.

No estudo de interacdo com o ct-DNA, analisando os valores de Kb
encontrados para os complexos observou-se que o0s valores apresentam-se na
ordem de grandeza de 10° mol.L-", valor este, igual ao Kb reportado para o brometo
de etidio (10% mol.L-"), uma classica molécula intercaladora. Desta forma, sugere-se
que a interagcdo dos complexos com o DNA é forte e a interagdo ocorre por
intercalacéo.

Baseados nas informacbes supracitadas, os compostos C3MTNZ 7 e
C3MTNZ 9 que apresentam promissora atividade citotoxica frente a linhagem MCF-7
(cancer de mama estrogénio positivo) e no futuro podem ser considerados novos

testes, in vivo, para continuidade dos estudos bioativos destes compostos.
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ANEXO A — Material Suplementar

Figura S1 — Espectro de RMN 3'P{'H} do complexo C3MTNZ 7, em CH2Cl2
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Figura S2 — Espectro de RMN 3'P{'H} do complexo C3MTNZ 8, em CH2Cl2
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Figura S3 — Espectro de RMN 3'P{'H} do complexo C3MTNZ 9, em CH2Cl2
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Figura S5 — Espectro de RMN "3C{'H} e Dept 135 do complexo C3MTNZ 8, em

DMSO-ds
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Figura S6 — Espectro de RMN "3C{'H} e Dept 135 do complexo C3MTNZ 9, em

DMSO-ds
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Figura S7 — Espectro de RMN '3C{'H} e Dept 135 do complexo C3MTNZ 10, em

DMSO-ds
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Figura S8 — Espectro de RMN "H do complexo C3MTNZ 7, em DMSO-ds
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Figura S9 — Espectro de RMN 'H do complexo C3MTNZ 8, em DMSO-ds

o+
> 12
)

—8.79
5.03
5.01
4.99
4.37
4.35
4.32
3.5
3.67
3.65

[
T
[
L
}

=74
—1.56

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Fonte: do autor



85

Figura S10 — Espectro de RMN 'H do complexo C3MTNZ 10, em DMSO-ds
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Figura S11 — Andlise de estabilidade por espectros de RMN 3'P{'H} para o complexo

C3MTNZ 8, em DMSO
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Legenda: verde = Oh; azul = 24h; laranja =48 h
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Figura S12 — Analise de estabilidade por espectros de RMN 3'P{'H} para o complexo

C3MTNZ 9, em DMSO
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Legenda: verde = Oh; azul = 24h; laranja =48 h

Figura S13 — Analise de estabilidade por espectros de RMN 3'P{'H} para o complexo

C3MTNZ 10, em DMSO
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Figura S14 — Espectro de infravermelho do complexo C3MTNZ 8, em KBr
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Figura S15 — Espectro de infravermelho do complexo C3MTNZ 9, em KBr
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Figura S16 — Espectro de infravermelho do complexo C3AMTNZ 10, em KBr
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Figura S17 — Espectro de UV-Vis do complexo C3MTNZ 7, em CH2Cl2
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Figura S18 — Espectro de UV-Vis do complexo C3MTNZ 9, em CH2Cl2

1.2 5

292

1.0 S

304

0.8

0.6 1

Absorbance

0.4 1

434

0.2

510

0.0 1

— T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
nm

Fonte: do autor

Figura S19 — Espectro de UV-Vis do complexo C3MTNZ 10, em CH2Cl2
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Figura S20 — Voltametria ciclica do complexo C3MTNZ 7; eletrdlito PTBA 0,1 mol.L"

em DMSO vs Ag/AgCl
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Legenda: (a) processo quis-reversivel do par redox Ru'/Ru"
(b) processo reducéo do NO. do metronidazol
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Figura S21 — Voltametria ciclica do complexo C3MTNZ 8; eletrdlito PTBA 0,1 mol.L"
em DMSO vs Ag/AgCl
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Legenda: (a) processo quis-reversivel do par redox Ru'/Ru"
(b) processo reducéo do NO. do metronidazol
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Figura S22 — Voltametria ciclica do complexo C3MTNZ 9; eletrdlito PTBA 0,1 mol.L""
em DMSO vs Ag/AgCl
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Legenda: (a) processo quis-reversivel do par redox Ru'/Ru"
(b) processo reduc¢ao do NO2 do metronidazol
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Figura S23 — Voltametria ciclica do complexo C3MTNZ 9; eletrdlito PTBA 0,1 mol.L""
em DMSO vs Ag/AgCl
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(b) processo reducéo do NO, do metronidazol
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