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RESUMO

Atualmente a maioria dos metalofarmacos utilizados no tratamento anticancer sao complexos
de platina. Apesar do sucesso clinico, esses complexos possuem restrices como toxicidade
alta, causando efeitos colaterais e resisténcia de algumas linhagens cancerigenas, logo a busca
por novos metais a serem utilizados com diferentes mecanismos de acdo se faz necessaria.
Neste trabalho, foram sintetizados 9 complexos organometalicos de Ir(lll), do tipo
[Cp*Ir(XY)Z]0/+/+2 , em que XY= bipiridina, fenantrolina, dipiridofenazina e fenilpiridina e
Z=NO2-, indazol e 7-azaindol. Procurava-se regular a citotoxicidade através das substituicdes
estruturais, para isso, foi realizado um screening anticancer em 3 linhagens celulares
cancerigenas. A substituicdo do ligante NO2- ndo se mostrou promissora em combinagdo com
3 dos quelantes destacados, mas para o complexo contendo o quelante dipiridofenazina (dppz)
observou-se quase o dobro de atividade em todas as linhagens cancerigenas quando
comparado ao precursor ja ativo contendo o ligante cloreto. Uma substituicdo também
promissora foi com o ligante 7-azaindol, apesar de sua semelhanca estrutural com o ligante
indazol (complexo 1-ain), 0 composto contendo 7-azaindol e o quelante bipiridina (complexo
3-ain), apresentou atividade moderada e muito superior ao seu precursor inativo contendo
cloreto e o analogo contendo indazol. Para se entender o possivel mecanismo de acdo dos
complexos, investigou-se preliminarmente o DNA como alvo molecular. Os dois complexos
contendo dppz mostraram atividade nuclease, observados com DNA plasmidial por
eletroforese em gel de agarose, e tiveram essa atividade intensificada quando submetidos a
irradiacdo de luz ultravioleta branda (290nm) por 30 minutos. O complexo 3-ain apresentou
ainda efeito hipocrémico em titulacdo com CT-DNA e foi capaz de efetivamente competir
com o brometo de etidio em titulacdo fluorimétrica, sugerindo interacdo ao DNA através de
intercalacdo. Por outro lado, o complexo 1-ain ndo apresentou diferencas significativas e nem
atividade citotoxica expressiva, logo, espera-se que haja um alvo bioldgico diferente que
justifique o aumento significativo de sua atividade. Desta forma, este trabalho identificou uma
rota estratégica para desenvolver novos agentes anticancer a base de iridio que merecerem
posteriores estudos.

Palavras chave: Metalofdrmaco. Anticancer. Organometalico. Ir(111). DNA.



ABSTRACT

Currently, most metallodrugs used in anticancer treatment are platinum-based complexes.
Despite their clinical success, these complexes have restrictions such as, high toxicity causing
side effects and resistance to some cancer cell lines. These issues stimulated the search for
new metals with different mechanisms of action. In this study, nine (9) organometallic
complexes of Ir (1) of the type [Cp * Ir (XY) Z]%**2 where XY = bipyridine,
phenanthroline, dipyridophenazine and phenylpyridine and Z = NO, indazole and 7-
azaindole were synthesised. These compounds were prepared aiming to modulate the
cytotoxicity by structural replacements, which were investigated for anti-cancer activity in a
screening using three cancer cell lines. Interestingly, three iridium complexes containing
distinct chelating ligands did not show any enhancement on anti-cancer activity using as a
NO_ ligand. However, for the complex containing dipyridophenazine (dppz) as a chelating
agent, it was observed almost double of cytotoxic activity in all cancer cell lines when
compared with already active precursor containing chloride. Beside those results, using 7-
azaindole as Z ligand, it was observed moderate activity and much higher when compared
with inactive precursor containing chloride and also analogous containing indazole. Aiming to
understand the mechanism of action for these complexes, it was investigated, preliminarily,
DNA as a molecular target. Both complexes containing dppz as chelating ligand showed
nuclease activity using plasmid DNA monitored by agarose gel electrophoresis, and also an
enhanced activity when subjected to ultraviolet light irradiation (290nm) for 30 minutes. The
complex 1-ain had also its interaction with DNA investigated by agarose gel electrophoresis,
but it did not show similar differences with indazole or any expressive activity. So, it is
possible to expect a different biological target to explain its expressive increase in
cytotoxicity. A complex containing 7-azaindole and dppz chelator was synthesized (3-ain)
exhibiting nuclease activity, hypochromic effect upon titration with CT-DNA and
displacement of ethidium bromide bound to CT-DNA supporting a possible mode of
interaction to DNA through intercalation. All together these results support our structural

strategy can generate new anti-cancer agents.

Keywords: Metallodrugs. Anticancer. Organometallic. Ir(111). DNA.
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Tabela 18

pentametilciclopentadienil nos complexos 2-indz, 2-ain e 2-NOz e seu

precursor em (CD3)2CO

Dados de condutividade para os complexos, 1mmolL?, em 96
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1 INTRODUCAO

O céancer é o termo usado genericamente para definir um grande grupo de doencas que
podem afetar qualquer area do corpo. S&o doencas causadas por danos no material genético
que provocam perda de algumas restricdes normais ao crescimento e divisdo celular.! Esse
crescimento desregulado provoca a formacdo de massas de células grandes e desformes que
podem comprimir nervos, bloquear ou alterar o fluxo sanguineo causando danos as células
sadias mais proximas.? Elas ainda sdo capazes de migrar pelo organismo originando novos
focos da doenca. Esse processo, conhecido como metastase, € uma das maiores dificuldades
no tratamento da doenca. Enquanto cirurgia e radioterapia sdo eficientes no tratamento
primario e localizado, a aplicagdo de um quimioterdpico que seja capaz de reduzir a taxa de
metastase e destruir seletivamente a célula cancerigena parece ser a melhor op¢do de
tratamento.!

A organizacdo mundial de saude (OMS) aponta o cancer como uma das maiores
causas de mortalidade no mundo inteiro. Em 2012, aproximadamente 8,2 milhGes de mortes
foram causadas por cancer no mundo e € esperado que nas proximas duas décadas esse valor
aumente em 70%.3 No Brasil, o nimero de novos casos de cancer esperados para 0 ano de

2016 segundo o Instituto Nacional de Cancer se aproximam de 600000.*

1.1 Complexos Metélicos como Agentes Anticancer

O descobrimento fortuito da atividade anticancer do complexo cis-[PtCl2(NHz)2]
(conhecido como cisplatina) na década de 60, levou ao desenvolvimento de um dos agentes
anticancer mais eficientes da histéria (ainda utilizado no tratamento de cancer testicular), e
motivou o desenvolvimento de novos complexos inorganicos com possiveis aplicaces na
medicina. Apesar do descobrimento da atividade antitumoral da cisplatina ter sido ao acaso,
atualmente, as pesquisas em quimica inorganica medicinal, demonstram ter alcancado
expressiva maturidade. Assim, o desenvolvimento de novas drogas é realizado de forma
muito mais racional, possibilitando, além de buscar melhorar a atividade dos complexos
contendo platina (como reduzir os efeitos colaterais) a utilizagdo de outros metais como
possiveis agentes anticancer, com possiveis diferentes mecanismos de agéo.>®

O emprego de complexos metalicos para o desenvolvimento ou modificacdo de

farmacos incorporam interessantes vantagens estruturais, o que pode proporcionar maior
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seletividade ou atividade farmacoldgica. Pode-se citar as diferentes possibilidades de
geometrias e nimeros de coordenacdo, acessibilidade a diferentes estados redox, propriedades
especificas dos cations metalicos e dos seus ligantes que podem ser significativamente
alteradas quando formam o complexo metalico. Estas propriedades oferecem ao quimico
inorgdnico um largo espectro de possibilidades para o desenvolvimento estratégico de
farmacos, ou até mesmo o resgate de drogas em desuso.®

Devido ao sucesso clinico dos complexos com platina e propostas iniciais de seu
mecanismo de agdo centrado no DNA, muitas das pesquisas iniciais feitas com complexos
metalicos focam em sua interacdo e reatividade com o DNA. Todavia, atualmente, sabe-se
que somente uma pequena fracdo do complexo de platina interage com o DNA, havendo
outros alvos bioldgicos. Nas Gltimas décadas, mais de 3000 complexos de platina foram
sintetizados e testados com respeito a sua atividade bioldgica, entretanto, menos de 30
compostos entraram em testes clinicos.® Atualmente, 4 complexos de platina estdo em uso
clinico mundialmente: cisplatina, carboplatina, oxaliplatina e nedaplatina (Figura 1). Apesar
do sucesso dos complexos de platina, existem problemas restringindo seu uso clinico, tais
como sua atividade limitada a um ndmero restrito de linhagens cancerigenas, alguns tumores
adquiriram resisténcia e além do fato deles geralmente causarem efeitos colaterais severos. O
sucesso clinico e as desvantagens dos complexos baseados em platina estimularam o estudo
de varios metais como possiveis agentes anticancer incluindo paladio, iridio, rodio, ruténio,
estanho, cobre e ouro. Curiosamente, diversos complexos que apresentaram potenciais

atividades antitumorais ndo se comportavam como a cisplatina.®

Figura 1. Estrutura dos complexos de platina atualmente em uso clinico.

H3Ny,,  wCl
Pt H;N n,, Pt _,.\\\0
HNY N HN" o
Cisplatina o
Carboplatina
Q 0
\L H;
°© N \~—o NH
)T NS
r_O/ \ aantttl Pt
o/ N ‘ o~ \NH3
Oxaliplatina Nedaplatina

Fonte: Elaborado pela autora.
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Compostos de ruténio sdo considerados candidatos adequados para design de farmacos
anticancer pois possuem uma interessante quimica redox rica (Ru' e Ru'"), util para controle
de reatividade, e exibirem um espectro de cinética quimica similar a platina(l1).\°’Alguns
compostos de ruténio mostraram promissora atividade anticancerigena e dois complexos de
Ru(l11) entraram em testes clinicos, [trans-RuCl4(Indz)2][IndzH] (KP1019, Indz = indazol) e
[trans-RuCl4(DMSO)(Im)][ImH] (NAMI-A, DMSO = dimetilsulféxido, Im = imidazol)
(Figura 2). NAMI-A, foi o primeiro complexo de ruténio a entrar em fase clinica e se mostrou
bastante eficacia contra metastase!!!? atualmente, NAMI-A é investigado em combinagio
com gemcitabina como segunda linha de quimioterapia para carcinoma de células pulmonares
sob metastases, encontrando-se em fase 1l de estado clinico.* Enquanto o complexo KP1019
apresentou atividade contra carcinoma de célon'* e seu sal soltvel KP1339 encerrou Fase |
dos testes clinicos para carcinomas neuroendocrinos.’® Estudos previamente reportados
mostraram que complexos de Ru'' sdo ativados por reducdo quando in vivo formando uma
espécie mais reativa de Ru" devido & baixa estabilidade da ligacdo Ru'"-Cl.® O que resultou
no aumento de interesse dos complexos de Ru'!, especialmente os complexos organometalicos

de arenos de Ru", inclusive alguns em estudo pré-clinico.

Figura 2. Estrutura dos complexos de ruténio em testes clinicos.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Um complexo de ouro foi descrito na literatura também com atividade anticancer
(Figura 3), todavia, possui mecanismo de acdo diferente da cisplatina e, tendo como alvo a
mitocondria, destruindo o potencial da membrana.l’ Sais de gélio também s3o conhecidos por
exibir atividade anticancerigena, estando o maltolato de Galio"' (Figura 3) em fase 1 de

estudos clinicos para o tratamento de doenca 0ssea e problemas relacionados®®.

Figura 3. Estruturas dos complexos anticancer de ouro e de galio.

Fonte: Elaborado pela autora.

1.2 Complexos Organometalicos como agentes anticancer

A quimica de organometélicos, principalmente de metais de transi¢do, se desenvolveu
rapidamente durante a segunda metade do século 20 o que enriqueceu e transformou esta area
de pesquisa a um nivel com poucos paralelos.’® Complexos organometalicos sdo definidos
pela presenca de no minimo uma ligacdo metal-carbono. Eles possuem uma alta variedade de
escolha dos metais, ligantes, estados de oxidacdo e numeros de coordenacdo variados,
variedade estrutural e estabilidade cinética. Portanto, complexos organometalicos representam
uma ampla plataforma para desenvolvimento de novos agentes anticancer.®

Os exemplos mais simples desses complexos organometalicos sdo aqueles contendo o
ligante mondxido de carbono (grupo carbonil) coordenado ao centro metalico, mas que nesse
trabalho serdo abordados, focando em complexos coordenados a ligantes aromaticos ciclicos
ligados através do sistema 7. Para esses complexos uma nomenclatura especial foi formulada

pela comunidade cientifica de forma a designar a maneira com que esses ligantes se



22

coordenam ao atomo metélico, pois muitos desses ligantes podem se ligar por diferentes
numeros de atomos. O numero de a&tomos pelo qual o ligante se coordena ¢ indicado pela letra
grega n (éta) seguida pelo nimero sobrescrito de atomos associados diretamente ao centro
metélico. Por exemplo, o ciclopentadienil coordenado ao ferro no complexo ferroceno, se liga
pelos cinco atomos de carbono, logo, ¢ designado n°>-CsHs e a formula do ferroceno (n°-
CsHs)2Fe, geralmente a literatura cientifica apresenta ligantes desse tipo escritos antes do
metal, apesar de que a recomendacdo IUPAC seja de manter sempre o metal antes de todos os

ligantes.?°

1.2.1 Arenos de Osmio e Ruténio

Meggers e colaboradores desenvolveram uma série de inibidores de quinases que
apresentavam o ligante ciclopentadienil modificado coordenado ao Ru(ll), que também
apresentavam potente atividade anticancerigena em diversas linhagens celulares.?* Arenos
neutros coordenantes (n®) conseguem estabilizar ruténio e 6smio em seu estado de oxidacio
+2. Devido a esse aspecto, Sadler e colaboradores investigaram a atividade anticancer de
complexos do tipo [(n®-areno)Ru'/0s'(XY)Z], onde XY é um ligante quelante bidentado e Z
trata-se de um ligante facilmente substituivel, como o ion cloreto. A estrutura desses
complexos permite variagdes em 3 componentes estruturais, o areno, o quelante (XY) e o
ligante monodentado (Z), favorecendo o design e ajustando as propriedades termodinamicas,

cinéticas e farmacoldgicas.?

Os complexos arenos de ruténio contendo o quelante etilenodiamina (en), [(n°-
areno)Ru''(en)Cl], apresentaram atividade anticAncer promissora tanto in vitro quanto in
vivo.?22 Nesses estudos, foi observado que a citotoxicidade, apresentada em ICso, sendo que
ICso trata-se da concentracdo de composto que inibe 50% o crescimento celular, frente as
linhagens celulares cancerigenas de ovario humano (A2780) aumentava com o tamanho do
areno coordenado ao ruténio, seguindo a ordem: benzeno (ICso = 17 uM, < p-cymene (ICso =
10 uM) < bifenil (ICso = 5 uM) < dihidroantraceno (ICso = 2 uM) < tetrahydroanthracene
(ICso = 0.5 uM) (Figura 4).%2 Esse comportamento sugere que a hidrofobicidade do areno
pode ocasionar no aumento da habilidade de intercalar com um dos alvos moleculares para

esses complexos, 0 DNA.
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Figura 4. Complexos arenos de ruténio com o ligante quelante etilenodiamina.

Benzeno Bifenil
a”” Rij "MINH,
HoN \/ tetrahidroantraceno
p-cimeno Dihidroantraceno

Fonte: Elaborado pela autora.

Ao contrario do congénere mais leve, ruténio, o Osmio teve sua atividade
farmacoldgica pouco investigada. Os analogos de 6smio dos complexos com etilenodiamina,
[(n®-areno)Os''(en)Cl], também apresentaram atividade promissora para a linhagem celular
cancerigena de ovario humano (A2780) com ICso = 9uM.?* Uma das razdes para a menor
citotoxicidade do analogo de 6smio foi atribuida a sua cinética de hidrélise lenta
(aproximadamente 40 vezes mais lenta que a do ruténio), o que pode ser regulada com a
substituicdo do ligante quelante etilenodiamino.?* Os arenos de ruténio e 6smio foram
importantes para o desenvolvimento de organometalicos como possiveis agentes anticancer

sob desenvolvimento planejado.

1.3 Complexos Anticancer de Iridio

Iridio (Ir) é um metal de transicdo congénere do cobalto e rodio, fazendo parte do grupo
de “’metais preciosos’’ junto com a platina. Ele € um metal relativamente raro, descoberto em
1803 como uma impureza da platina. O iridio é um metal inerte e resistente a corrosdo. Em
2007, a demanda global de Ir foi de 3700 kg, e metade foi utilizado em aplicacdes elétricas e
eletroquimicas enquanto 20% foi utilizado em catalise. A variedade dos estados de oxidagao
(r', 1" e 1r'Y), nimeros de coordenagdo e geometrias de coordenagdo dos complexos
organometalicos de iridio estdo ilustrados na Tabela 1.5 Essas propriedades atrairam a

atencdo de diversos grupos e areas de pesquisa, principalmente envolvendo a catalise.
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Tabela 1. Estados de oxidacdo e geometrias para complexos organometalicos de Ir.

Estado de Oxidacéo Exemplo Geometria
-1 H[Ir(CO)4] Tetraédrica
0 Ir(CO)4 Tetraédrica
+1 [Ir(CO)2l2] Quadrado Planar
- 5+ Bipirdmide Trigonal
PPh;
OCy,,
S Ir——CO
oc” |
i PPh; |
+3 o -+ Pseudooctaédrica
Cl/li\NH2
HoN
+4 B ﬁ Q‘ T Pseudooctaédrica
CI/Ir N
\Nr\/>
+5

ok

H/Ilr\H
H\H

Esses complexos sdo amplamente utilizados devido suas propriedades cataliticas,?®

as quais estdo compiladas na Tabela 2. Em comparacdo com a atividade catalitica, ja bem

desenvolvida, complexos de iridio com atividade bioldgica ainda estdo em estado inicial.

Atualmente, existem trés aplicacOes principais de organometalicos de Ir com aplicacdo

bioldgica, sensores bioldgicos luminescentes,?® inibidores de proteinas® e agentes

anticancer.%
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Tabela 2. Complexos Organometalicos de Ir com suas atividades cataliticas.

Complexo Funcéo

B R Hidrogenac&o®!
(0]
=
ArzP\I/ "',R
- 7 +2 Oxidagdo da Agua?3*

Ir
H,0= | ~OH,

OH,

B ﬁ Q‘ N Oxidacdo da Agua®

gy,

HOWOH Armazenamento e liberagdo de hidrogénio®’

Durante o periodo de 1970-2000, a atencdo para complexos anticancer estava centrada
nos complexos de Ir' com geometria quadrado planar semelhante a cisplatina, tais como os
complexos  [Ir(acetilacetonato)(1,5-ciclooctadieno)]** e o  binuclear  [IrCI(1,5-
ciclooctadieno)]2.%®

Atualmente, os complexos de Ir'"' tem apresentado maior versatilidade para o design e
atividade anticancer. Os arenos neutros ndo estabilizam o centro metalico de Ir(lll),
entretanto, o ligante pentametilciclopentadienil (Cp*), carregado negativamente, é geralmente

utilizado como agente estabilizante desses complexos. Este fragmento oferece,
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semelhantemente aos complexos de ruténio e 6smio, a possibilidade de design de novas
metalodrogas por ser igualmente sensivel a modificacbes em seus 3 componentes estruturais,
o ligante Cp*, o quelante e o ligante monodentado. As propriedades anticancerigenas de
complexos de Ir(lll) com o ligante Cp* comecaram a chamar atencdo em 2007 quando
Sheldrick e colaboradores reportaram uma série destes complexos com quelantes N,N do tipo
polipiridil (dipiridoquinoxilina (dpq), dipiridofenazina (dppz), benzodipiridofenazinha
(dppn)) com trés ligantes monodentados (Z = Cl, (NH2).CS e (NMe2)CS), todos baseados em
complexos similares de Ru'' com atividade citotoxica frente a células cancerigenas 3637
(Figura 5). O aumento na area de contato molecular de um ligante polipiridil, geralmente,
resulta no aumento de sua forca de ligacido com o DNA®, logo, complexos contendo o ligante
dppz fornecem possibilidades para explorar interacfes intercalativas com o DNA.
Adicionalmente, foi descrito que ndo somente o tamanho do ligante polipiridil mas também o
ligante monodentado influenciavam nas interaces com o DNA, pois o tamanho do ligante

poderia otimizar a interagio.*

Figura 5. Estrutura dos complexos de Ir(111) com ligantes polipiridil.

Cp*
I

Ir zeay,
z/ \’)

Cp’
Fonte: Elaborado pela autora.

Sadler e colaboradores, baseados nas estruturas de arenos contendo Ru(ll) e Os(ll),
exploraram a estrutura base [(n®-Cp¥)Ir(XY)CI]”* (Cp* = pentametilciclopendienil
modificados e XY=diferentes ligantes quelantes), empregando uma série de ligantes, e tendo
observado alteragBes na atividade anticancer destes complexos.*

Este grupo observou que os complexos do tipo [(1n°>-Cp*)Ir(XY)CI] ,onde XY eram
ligantes quelantes como etileno diamina(en), bipiridina (bpy), fenantrolina (phen), associados
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via atomos de N ou picolinato(pico) associado via d&tomos de N e O, mostraram-se todos
inativos (ICso >100uM) para linhagem cancerigena de colon humano (A2780). Todavia,
novos estudos realizados substituindo uma metila do ligante Cp* por uma fenila ou por um
4’-fenilbenzeno, observou-se um expressivo aumento da citotoxicidade dos complexos.
Interessantemente, essa propriedade melhorava a medida que se aumentava o nimero de anéis
conjugados ao ligante areno Cp*.*% Esse estudo, em complemento com o ja observado em
arenos de ruténio, mostrou uma influéncia entre a hidrofobicidade dos complexos e a sua

atividade anticancer (Figura 6).

Figura 6. Estrutura geral dos complexos de Ir(l11) com diferentes arenos.

0/+
Cp*

Ir coyy,
7Y

L0 Lo

Cp* Cpxph Cpxbiph

Cp*

Citotoxicidade

Fonte: Elaborado pela autora.

Além desse estudo com o ligante Cp*, foi realizado uma investigacdo do efeito
anticancer através da alteracdo dos ligantes quelantes. Desta forma, pode-se estabelecer que
ha também um aumento consideravel da citotoxicidade, de mais de 10 vezes com a
substituicdo de um ligante quelante neutro coordenado pelo N, por um ligante negativamente

carregado coordenado por C e N, no caso em particular a 2-fenilpiridina (phpy) (Figura 7).%
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Figura 7. Estrutura dos complexos [Cp*Ir(bpy)CI] e [Cp*Ir(phpy)CI] e seus valores de ICsp para linhagem
cancerigena A2780.

1C5> 100nM 1C5,=10.8 £ 1.7nuM

Fonte: Elaborado pela autora.

Modificagdes estruturais de complexos do tipo [(>-Cp*)Ir(XY)CI]”* vem sendo
continuamente explorados nos Gltimos anos.*?*> Recentemente, a substituicdo realizada nos
anéis da 2-fenilpiridina com a formacdo de novos ligantes quelantes, revelou uma
significativa dependéncia com a citotoxicidade, fortemente dependente do substituinte
presente na porcdo da 2-fenilpiridina (Figura 8).** A substituicio do ligante monodentado
cloreto por um ligante neutro do tipo piridina (py) e derivados também apresentou uma forte
correlagdo estrutura/atividade.** Desta forma, modulou-se a citotoxicidade de forma ampla
alterando-se a vizinhanca do iridio, provocando alteracdes de reatividade e hidrofobicidade

além de espaciais que devem em conjunto ser responsaveis pelo efeito farmacolégico.
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Figura 8. Complexos de Ir(I11) com o ligantes Fenilpiridina modificados e seus valores de ICso para linhagem

cancerigena A2780.

Fonte: Elaborado pela autora.

R=5-F IC,=4,5pM
R=7-F 1C4=2,7uM
R=2-F IC,>60pM
R=7-CHO IC4,= 6,9nM
R=2-CHO IC,, = 4,4pM
R=7-NO, IC,,=24,7uM
R=2-OH IC,, = 13,29uM
R=5-CH, IC,, = 1,18uM
R=3-CH, IC,, = 3,9uM
R=2-CH, ICy, = 1,26uM
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A investigacdo da relacdo estrutural dos complexos com sua atividade é
fundamentalmente importante para o design racional de novos medicamentos. Além de
correlacionar a estrutura, a proposta de um possivel mecanismo de acdo baseado em
evidéncias obtidas in vivo auxilia no desenvolvimento de novos medicamentos, tornando
esses estudos menos aleatorios.

Nesse estudo, pretendeu-se empregar os conhecimentos adquiridos sobre o sistema de
[(>-Cp*)Ir(XY)CI] e realizar o design planejado de possiveis novas metalodrogas, tendo
como foco inicial a atividade anticancer.

Foram sintetizados e caracterizados 9 novos complexos de Ir(111) tendo como base 4
complexos precursores ja sintetizados previamente. Os primeiros dois precursores, [(n°-
Cp*)Ir(bpy)CIICI (1) e [(m>-Cp*)Ir(phen)CI]CI (2), ndo apresentam atividade anticancer e,
esperava-se, que as modificacbes estruturais resultassem em complexos ativos. Os outros
dois precursores, [(m>-Cp*)Ir(dppz)CIICI (3) e [(m>-Cp*)Ir(phpy)CI] (4), ja possuem
atividade anticancerigena e pretende-se, com as modifica¢cdes, aumentar sua solubilidade e
atividade bioldgica. As modificagbes estruturais foram realizadas substituindo o ligante
monodentado cloreto por diferentes ligantes e estudou-se a influéncia que esses ligantes terdo
na reatividade e atividade bioldgica dos complexos. Essa estratégia se fundamenta na
literatura, onde ha descri¢bes de que modificagdes no ligante monodentado mostraram ser
uma forma eficiente de aumentar a citotoxicidade e seletividade de complexos ssimilares.*44¢

Os ligantes nitrito (NO2"), indazol (indz) e 7-azaindol (ain) foram selecionados para
substituir o ligante cloreto nos precursores descritos. O nitrito foi selecionado devido a sua
conversdo em pH &cido a NO, funcionando assim como um potencial doador de O6xido
nitrico*’. O NO, geralmente, utilizado como vasodilatador, desagregador plaquetario, anti-
inflamatdrio tem apresentado também atividade anticancerigena*®. Desta forma a adicdo de
um doador de NO ao complexo poderia potencializar uma atividade sinérgica com o NO, a
simples adigdo do nitrito sem que o mesmo se converta a NO poderia ainda adicionar
propriedades interessantes ao complexo, ja que o nitrito também apresenta atividade
biologica®. Os indazdis constituem uma importante classe de N-heterociclos que apresentam
propriedades biologicas importantes, como antidepressiva, anti-inflamatéria, analgésica,
anticancerigena e anti-HIV,* inclusive trata-se de um dos ligantes presentes nos complexos

de Ru KP-1019 e KP-1339 em fase 1 e 2 testes clinicos anticancerigenos. Uma classe de



31

derivados do 7-azaindol, os merilolins, mostraram uma potente atividade anticancerigena in
vivo,®! tornando-o um ligante promissor neste estudo. Portanto, a coordenagdo do nitrito,
indazol e do 7-azaindol poderia promover uma possivel atividade sinérgica a qual foi avaliada

neste trabalho.

2.1. Objetivos Especificos

e Sintetizar 9 complexos de formula [(1n°-Cp*)Ir(XY)Z], em que XY= ligantes quelantes
do tipo: 2,2’-bipiridina(bpy), 1,10-fenantrolina(phen), dipiridofenazina(dppz) e 2-
fenilpiridina(phpy), e Z=NO2", indazol e 7-azaindol

e Caracterizar esses complexos por técnicas espectrofotométricas (UV-Vis e
infravermelho), ressonéncia magnética nuclear (RMN), espectrometria de massa,
microanalise e condutividade.

e Investigar a interacdo dos complexos com o DNA empregando eletroforese em gel de
agarose, titulacdo espectrofotométrica no UV-Vis e por fluorescéncia.

e Determinar a citotoxicidade dos complexos em diferentes linhagens de células
cancerigenas e comparar com a atividade dos complexos precursores, realizar uma

tentativa de avaliar a relacdo estrutura/atividade

Figura 9. Estrutura geral dos complexos sintetizados nesse trabalho

Indazol T-azaindol
CD HN \ ol
|I’--..__ E— .',‘
‘ /’ ) M . \ / \b
X N/
| NS N | S c | N c

Z N\ N\ / N\
P i $

1 2 3 4

Fonte: Elaborado pela autora.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica sem nenhuma purificacdo
prévia. A agua utilizada em toda as sinteses e experimentos foi obtida em equipamento de
ultrapurificacdo (Direct Q® 3UV, MILLIPORE). Os ligantes empregados nas sinteses foram
adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados como recebidos, enquanto o ligante dipiridofenazina
(dppz) foi sintetizado segundo procedimento ja descrito na literatura®. Tricloreto de Ir(I11)
hidratado fora adquirido da Precious Metals Online (Australia) e empregado sem qualquer

pré-tratamento.

3.2. Sintese dos Complexos Precursores

Todos os complexos precursores ja haviam sido sintetizados previamente, desta forma
sintetizou-se esses compostos seguindo os procedimentos descritos na literatura, tal como

brevemente descritos abaixo.

3.2.1. Sintese do complexo [Cp*IrCl2]2

1,2,3,4,5-Pentametilciclopentadieno (7,00g, 51,5 mmol) foi dissolvido em metanol
anidro (250 mL) e manteve-se sob agitacdo em atmosfera de argdnio por 30 min. IrClz.xH20
(2,00 g, 6,71 mmol) foi adicionado e a mistura ficou em refluxo por 48 h em atmosfera inerte.
O volume da mistura reacional foi reduzido a um terco do inicial em pressao reduzida. A
solugdo foi filtrada para isolar um sélido laranja que foi lavado com éter etilico e armazenado
em dessecador.>>%® (rendimento:1,78 g, 66%).:H RMN (500 MHz, CDClz) & =1,58ppm (s,
30H, Cp*)

3.2.2. Sintese do complexo [Cp*Ir(bpy)CI]CI (1)
[Cp*IrCl2]2 (150mg, 0,188 mmol) foi solubilizado em DMF (15mL) e ficou sob

agitacdo em atmosfera inerte por 5 minutos. Em seguida, 2,2-bipiridina (73,3mg, 0,470 mmol)
foram adicionados a solucdo laranja. Apos 15min, a solugdo mudou de coloragdo para
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amarela. A solugéo ficou sob agitacdo em atmosfera inerte por 5h. Eter etilico foi adicionado
para precipitar o sélido amarelo que foi lavado com éter e hexano e guardado em
dessecador.> (rendimento: 84mg, 40%) H RMN (500 MHz, (CD3).CO) & = 9,15 (d, 2H,
bpy), 8,89 (d, 2H, bpy), 8,37(t, 2H, bpy), 7,94 (t, 2H, bpy 1,79ppm (s, 15H, Cp*).

3.2.3. Sintese do complexo [Cp*Ir(phen)CI]CI (2)

O complexo [Cp*Ir(phn)CI]CI foi sintetizado de forma andloga ao complexo
[Cp*Ir(bpy)CI]CI, utilizando [Cp*IrCl;]> (150 mg, 0,188 mmol), 1,10-fenantrolina (85mg,
0,470mmol) em DMF (15mL), mantido em atmosfera inerte por 5h. O sélido amarelo foi
precipitado por adicdo de éter etilico. O solido foi isolado através de filtracdo em funil de
placa porosa e lavado com éter etilico seguido de hexano em seguida, armazenado em
dessecador.>* (rendimento: 160 mg, 73%)'H RMN (500 MHz, (CD3).CO) & = 9,56 (d, 2H),
9,00 (d, 2H), 8,30(dd, 2H), 8,39 (s, 2H) 1,86ppm (s, 15H, Cp*).

3.2.4. Sintese do complexo [Cp*Ir(dppz)CI]CI (3)

O complexo [Cp*Ir(dppz)CI]CI foi sintetizado de forma analoga ao complexo
[Cp*Ir(bpy)CI]CI, utilizando [Cp*IrCl2]> (150mg, 0.188 mmol), dipiridofenazina (dppz)
(116mg, 0.408mmol) em DMF (20mL), mantido em atmosfera inerte por 5h. O sélido
amarelo foi precipitado por adicéo de éter etilico. O solido foi isolado através de filtragdo em
funil de placa porosa e lavado com éter etilico sequido de hexano, entdo mantido seco em
dessecador.> (rendimento: 200 mg, 56%) 'H RMN (500 MHz, (CD3).CO) & = 9,91 (d, 2H,
dppz), 9,63 (d, 2H, dppz), 8,53(dd, 2H, dppz), 8,47 (dd, 2H, dppz), 8,22 (dd, 2H, dppz)
1,90ppm (s, 15H, Cp*).

3.2.5. Sintese do complexo [Cp*Ir(phpy)CI] (4)

O complexo [Cp*Ir(phpy)CI] foi sintetizado adaptando procedimento previamente
descrito na literatura.®® O ligante 2-fenilpiridina(107 mg, 0,692 mmol) foi dissolvido em
50mL de diclorometano e mantido em atmosfera inerte em um frasco do tipo Schlenk por 15
minutos, na presenca de acetato de sodio (113 mg, 1,384 mmol). Em seguida, o complexo
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[Cp*IrCl2]2 (200mg, 0,346mmol) foi adicionado ao frasco. A suspensao ficou em agitagéo no
frasco schlenk sob atmosfera de argénio por 36h. Apds o periodo reacional a suspenséo foi
filtrada empregando celite e a solucdo resultante rotaevaporada a secura. O sélido laranja foi
dissolvido em cloroférmio e recristalizado por mistura de solventes cloroférmio/hexano e
filtrado em funil de placa porosa e lavado com hexano. (rendimento: 160mg, 45%)'*H RMN
(500 MHz, (CD3)2CO) 6 = 8,78 (d, 1H, phpy), 8,01 (d, 1H, phpy), 7,82(t, 1H, phpy), 7,77 (2,
1H, phpy), 7,25 (t, 1H, phpy), 7,11 (t, 1H, phpy), 6,96 (t, 1H, phpy), 1,66ppm (s, 15H, Cp*).

3.3. Sintese dos Complexos em Estudo

Os complexos em estudo foram sintetizados se baseando em metodologia adotada para
substituicdo do ligante cloreto pelo ligante piridina adaptado da literatura.** A reagdo genérica
pode ser observada na Figura 10. Na figura 10a, o precursor contendo o ion cloreto é
dissolvido em uma mistura metanol/agua em proporcao de 1:1 e mantida em refluxo com uma
guantidade um pouco abaixo da estequiométrica de nitrato de prata (AgNOs) durante 3h.
Apos a retirada forcada do ligante cloreto, a solugdo é filtrada empregando celite para separar
a solugdo com o complexo aqua do sélido de cloreto de prata. Em seguida, a solugdo contendo
0 complexo aqua permanece em agitacdo e atmosfera inerte com o ligante que se deseja
coordenar em excesso de 5 vezes por 24h. Apds este tempo, 0s complexos que possuem carga
tiveram sua precipitacdo realizada com adicdo do sal hexafluorfosfato de aménio (NH4PFe)

cerca de 8 vezes em excesso.

Figura 10. Representacdo das reagdes de substitui¢do para formagéo dos complexos em estudo.

MeOH/H,0

(a) [CP*Ir(XY)CI]"* +AgNO; ——>  [Cp*Ir(XY)OH,]***+ AgCI(s)
A,3h

MeOH/H,0
(b) [Cp*Ir(XY)OH,|**+ Ligante(Z) ——— > [Cp*Ir(XY)Z]"**
24h

Fonte: Elaborado pela autora.
3.3.1. Sintese do Complexo [Cp*Ir(bpy)(indz)](PFs)2 (1-indz)

Este complexo foi sintetizado utilizando-se [Cp*Ir(bpy)CI]CI (62,4 mg, 0,113 mmol)
, dissolvido em uma mistura de 30mL metanol/agua (1:1). Seguido da adicdo de AgNO3 (37.8
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mg, 0.224 mmol) e ap6s filtracdo adicdo de indazol (70 mg, 0,593 mmol) e NH4PFg (300 mg,
1,84 mmol). Depois de isolado o s6lido marrom claro foi lavado com agua e recristalizado em
metanol/ éter etilico, rendendo um sélido amarelo claro. (rendimento: 50 mg, 49,6%) 'H
RMN (500 MHz, (CDs).CO) 6 = 12,61 (s, 1H, NH) 9,66 (d, 2H, bpy), 8,76(d, 2H, bpy),
8,50(t, 2H, bpy), 8,43(s, 1H, indz), 8,18(t, 2H, bpy), 7,74(d, 1H, indz), 7,47(s, 2H, indz),
7,24(t, 1H, indz) 1,85ppm (s, 15H, Cp*).

3.3.2. Sintese do Complexo [Cp*Ir(bpy)(ain)](PFs)2 (1-ain)

Este complexo foi sintetizado utilizando [Cp*Ir(bpy)CI]CI (100 mg, 0,180 mmol),
dissolvido em uma mistura de 20mL metanol/agua (1:1) adicionando AgNOs (37,8 mg, 0,224
mmol) e, apos filtracdo, adicdo de 7-azaindol (85mg, 0,720mmol), NH4PFs (300 mg, 1,84
mmol). O s6lido amarelo isolado por filtracdo foi lavado com &gua e recristalizado em
metanol/ éter etilico rendendo um sélido amarelo palido. (rendimento: 60 mg, 37.3%) 'H
RMN (500 MHz, (CD3).CO) 6 = 9,85 (d, 2H, bpy), 9,30 (s, 1H, NH), 8,73(d, 2H, bpy),
8,50(t, 2H, bpy), 8,22(t, 2H, bpy), 8,19(m, 2H, 7-aza), 7,53(s, 1H, 7-aza), 7,19(t, 1H, 7-aza),
6,72(s, 1H, 7-aza) 1,82ppm (s, 15H, Cp*).

3.3.3. Sintese do Complexo [Cp*Ir(bpy)(NO2)](PFs) (1-NO2)

Foi sintetizado utilizando [Cp*Ir(bpy)CI]CI (100mg, 0,180 mmol), dissolvido em uma
mistura de 20mL metanol/agua (1:1) adicionando AgNO3 (37,8mg, 0,224mmol), e, apos
filtracdo adicdo NaNO: (49,7mg, 0,720mmol), NHsPFs (300mg, 1,84mmol). O soélido
cristalino amarelo foi recolhido em funil de placa porosa e lavado com agua. (rendimento:
45mg, 37%) 'H RMN (500 MHz, (CDs).CO) & = 9,29 (d, 2H, bpy), 8,78 (d, 2H, bpy), 8,46(t,
2H, bpy), 8,02 (t, 2H, bpy), 1,79ppm (s, 15H, Cp*).

3.3.4. Sintese do Complexo [Cp*Ir(phen)(indz)](PFe)2 (2-indz)

Este complexo foi sintetizado utilizando [Cp*Ir(phen)CI]CI (70mg, 0,120 mmol),

AgNO3 (37,8mg, 0,224mmol) em uma mistura de 20mL metanol/agua (1:1) e, apos filtracao,
adicdo indazol (85mg, 0,720mmol), NH4PFs (300mg, 1,84mmol). O sdlido amarelo foi
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recristalizado em metanol/ éter etilico. (rendimento: 15mg, 14%) 'H RMN (500 MHz,
(CD3).CO) 6 = 10,03 (d, 2H, phn), 9,08(d, 2H, phn), 8,48(dd, 2H, phn), 8,33 (s, 3H,phn+
indz), 7,60(d, 1H, indz), 7,36(s, 2H, indz), 7,11(t, 1H, indz) 1,89ppm (s, 15H, Cp*).

3.3.5. Sintese do Complexo [Cp*Ir(phen)(ain)](PFs)2 (2-ain)

Este complexo foi sintetizado utilizando [Cp*Ir(phen)CI]CI (70mg, 0,120 mmol),
AgNOs (23mg, 0,136mmol) em uma mistura de 20mL metanol/agua (1:1), e, apos filtracdo,
7-azaindol (85mg, 0,720mmol), NH4PFg (300mg, 1,84mmol). O sélido amarelo foi recolhido
em funil de placa porosa, lavado com agua e recristalizado em metanol/ éter etilico. *H RMN
(500 MHz, (CD3).CO) & = 10,20 (d, 2H, phn), 8,89 (d, 2H, phn), 8,32 (dd, 2H, phn), 8,22 (s,
2H, phn), 8,04(d, 1H, ain), 7,53 (d, 1H, ain), 6,71(d, 1H, ain), 6,64(t, 1H, ain), 5,99(d, 1H,
ain) 1,75ppm (s, 15H, Cp*)

3.3.6. Sintese do Complexo [Cp*Ir(phen)(NO2)](PFs) (2-NO>)

Este complexo foi sintetizado utilizando [Cp*Ir(phen)CI]CI (80mg, 0,138 mmol),
AgNO3 (23mg, 0,136mmol) em uma mistura de 20mL metanol/agua (1:1), NaNO (38mg,
0,552mmol), NH4PFgs (300mg, 1,84mmol). O solido amarelo foi recolhido em funil de placa
porosa e lavado com &gua.(rendimento: 80mg, 82%) ‘H RMN (500 MHz, (CD3).CO) & =
9,68 (d, 2H, phn), 9,06 (d, 2H, phn), 8,40(s, 2H, phn), 8,36 (dd, 2H, phn), 1,85ppm (s, 15H,
Cp*).

3.3.7. Sintese do Complexo [Cp*Ir(dppz)(NO2)]PFs (3-NO2)

Este complexo foi sintetizado utilizando [Cp*Ir(dppz)CI]CI (67,2mg, 0,138 mmol),
AgNOs (33mg, 0,195mmol) em uma mistura de 40mL metanol/agua (1:1), e, apos filtracéo,
adicdo de NaNO: (27.2mg, 0,394mmol), NHsPFs (300mg, 1,84mmol). O sélido marrom foi
recolhido em funil de placa porosa e lavado com é&gua (rendimento: 38mg, 34%). ‘H RMN
(500 MHz, (CD3)2CO) ¢ = 9,97 (d, 2H, dppz), 9,82 (d, 2H, dppz), 8,52(m, 4H, dppz), 8,22
(dd, 2H, dppz), 1,85ppm (s, 15H, Cp*).
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3.3.8. Sintese do Complexo [Cp*Ir(dppz)(ain)](PFe)2 (3-ain)

Este complexo foi sintetizado utilizando [Cp*Ir(dppz)CI]CI (67,2mg, 0,138 mmol),
AgNOs (33mg, 0,195mmol) em uma mistura metanol/agua (20mL, 1:1), 7-azaindol (47mg,
0,394mmol), NH4PFgs (300mg, 1,84mmol). O s6lido marrom foi recolhido em funil de placa
porosa e lavado com agua (rendimento: 20mg, 14%). *H RMN (500 MHz, (CD3)2CO) & =
10,33 (d, 2H, dppz), 10,02 (d, 2H, dppz), 9,50 (s, 1H, ain), 8,67(dd, 2H, dppz), 8,45 (m, 3H,
dppz + ain), 8,18 (dd, 2H, dppz), 8,13 (d, 1H, ain), 7,55(s, 1H, ain), 7,17(t, 1H, ain), 7,10 (d,
1H, ain), 1.90ppm (s, 15H, Cp*).

3.3.9. Sintese do Complexo [Cp*Ir(phpy)NO2] (4-NO2)

Este complexo foi sintetizado de forma analoga ao complexo [Cp*Ir(bpy)indz](PFes):,
utilizando [Cp*Ir(phpy)CI] (71mg, 0,137 mmol), AgNOz (23mg, 0.136mmol) em uma
mistura metanol/agua (50mL, 1:1) e, em seguida adicionou-se, NaNO: (69mg, 0,548mmol).
O complexo amarelo precipitou assim que o nitrito de sédio foi adicionado, mas a sintese
permaneceu em agitacdo por 24h. Em seguida, foi filtrado e lavado com &gua. (rendimento:
25mg, 34%) 'H RMN (500 MHz, (CD3).CO) & = 8,90 (d, 1H, phpy), 8,08 (d, 1H, phpy),
7,94(t, 1H, phpy), 7,82 (d, 1H, phpy), 7,79 (d, 1H, phpy), 7,32 (t, 1H, phpy), 7,15 (t, 1H,
phpy), 7,06 (t, 1H, phpy), 1,70ppm (s, 15H, Cp*).

3.4. Caracterizacdo dos complexos
3.4.1. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros vibracionais dos compostos foram obtidos utilizando-se um
espectrofotdbmetro de infravermelho com Transformada de Fourier FTIR da ABB Bomem

FTLA 2000-102, apresentando uma janela espectral de 4000 a 400 cm™. As amostras foram
preparadas dispersas em KBr seco, grau espectroscopico, na forma de pastilhas translicidas.
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3.4.2. Espectroscopia Eletronica na Regido do UV-Visivel

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta e visivel dos complexos foram
obtidos em um espectrofotobmetro Cary 5000 UV-Vis-NIR da Varian. As amostras foram
preparadas e medidas em solucdo utilizando uma cubeta de quartzo retangular de caminho

oOptico de 1cm, os espectros foram obtidos a temperatura ambiente.

3.4.3. Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

Os espectros de *H RMN foram adquiridos em tubos de RMN de 5 mm a 298 K com
espectrometro Bruker DPX 500. As faixas para referéncia interna foram atribuidas ao CDCl3
(7,26 ppm) ou (CD3).CO (2,05 ppm) para acetona-d6. Os solventes deuterados foram
adquiridos da Sigma Aldrich e utilizados tal como recebidos, sem qualquer tratamento prévio.

3.4.4. Espectroscopia de Massa

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em espectrometro
SHIMADZU, modelo LCMS-IT-TOF, equipado com uma fonte de ionizacdo por electrospray
(IES), sendo os scans adquiridos no modo positivo. CondicBes gerais das analises: voltagens
do capilar 3500V; temperatura e fluxo do gas secante: 150°C e 150uL/h. Nitrogénio foi
utilizado como gas de nebulizacdo e solucdo de NaTFA foi usada como padrdo para
calibracdo do IT-TOF.

3.4.5. Condutividade Molar
As medidas de condutividade foram realizadas em condutivimetro Q795M2 da

QUIMIS. Foram preparadas solucdes dos complexos (1 mmol L) em metanol, bem como

padrdes de referéncia, e realizada leitura direta.
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3.5. Teoria do Funcional de Densidade (DFT)

Todas as otimizacBes geomeétricas foram conduzidas utilizando-se a Teoria do
Funcional de Densidade (DFT) implementada no pacote de bases do Software Gaussian09
(Gaussian Inc, Wallingford, CT).*® Distancias de ligacdo e frequéncias vibracionais foram
previstas com a utilizagdo do funcional hibrido B3LYP (restrito). Este funcional usa uma
combinacdo do funcional de troca de 03 parametros de Becke, B3, com o funcional de
correlacdo com corregdes de gradiente fornecidas através dos estudos de Lee, Yang e Parr
(LYP).>™° Os elétrons de carogo (eletrons core) - 1s até 4f - foram descritos pelo Los Alamos
National Laboratory, atraves da utilizacdo da funcdo de base de pseudo-potencial de nucleo
efetivo do tipo duplo-ZETA; (LANL2DZ), cuja aplicacdo serviu para otimizar e descrever o
atomo de Ru. Para a caracterizacdo dos outros atomos (C, H, N, O, F, S, CI, Br e F) utilizou-
se a funcgdo de base conjunto de base 6-31G(d,p).%°

A analise vibracional foi realizada quando nenhuma frequéncia imaginaria foi
encontrada indicando que as geometrias optimizadas foram em um minimo da superficie de
energia potencial. Os espectros IR foram gerados pelo programa GaussView usando uma
largura de banda de 5 cm™. Baseado nas geometrias de equilibrio nos estados fundamental e
excitado, a teoria do funcional de densidade dependente do tempo (TD-DFT) foi aplicada para

investigar as propriedades eletronicas do estado excitado dos compostos.

As energias das excitagOes verticais foram determinadas por protocolo time-dependent
density functional theory (TDDFT) usando também o funcional B3LYP e o conjunto misto de
bases supracitado. Foi utilizado o modelo se solvatacdo continuo"polarizable continuum
model" (PCM), considerando a constante dielétrica do metanol, para simular o efeito do

solvente.5!

As informagdes sobre energia e contribuicdo das transi¢fes, energia e a contribuicao

dos atomos dos orbitais foram analisadas usando os programas Gaussum 3,0%% e multiwfn.®3

Estas medidas foram desenvolvida junto ao Centro Nacional de Processamento de
Alto Desempenho, CENAPAD, instalado na Universidade Federal do Ceara.

3.6. Ensaios de Clivagem de DNA
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3.6.1. Interagdo com DNA Plasmidial

Para realizacdo dos experimentos foi utilizado como modelo de molécula de DNA, o
plasmideo pBR322 que apresenta o tamanho de 4.361 pares de bases, sendo sua massa molar
de 2,83 x 10° Daltons. O plasmideo foi obtido comercialmente da New England Biolabs® Inc
e posteriormente amplificado em bactéria E. coli, sendo isolado utilizando o kit QIAprep Spin
Miniprep da QIAGEN seguindo protocolo padrdo do fabricante.

A qualidade e concentracio do DNA foram determinadas empregando-se
espectroscopia na regido do ultravioleta (densidade otica = 1,0 (A20) = 50 ng/puL) e
eletroforese em gel de agarose. O teste de verificacdo da presenca de proteinas na amostra foi
realizado utilizando a raz&o Axeo/A2g0, COMO parametro, uma vez que se obteve valores de 1,9
indicando que a amostra se apresentava livre de proteinas (1,8 < razdo < 2,0 indica amostra

livre de proteinas).

A eletroforese em gel de agarose consiste em um método padrdo e simples para
separar, identificar, analisar, caracterizar e purificar fragmentos de DNA. As bandas no gel
podem ser marcadas por corantes seletivos tais como brometo de etidio (Atengdo: reagente
mutagénico e carcinogénico, manipulacdo controlada e sujeito a tratamento para descarte) ou
Gel Red™. Concentragdes de até 1 ng de DNA podem ser visualizadas por exame direto do
gel empregando luz ultravioleta dependendo do agente intercalante. No caso deste trabalho,
foram utilizados os dois corantes, mas predominantemente o brometo de etidio. Para que a
molécula de DNA seja analisada através desse método é necessario que ela seja submetida a
um campo elétrico, onde migrara para o eletrodo positivo na velocidade ou mobilidade

eletroforética, proporcional a forca do campo e a carga liquida da molécula.

Os géis de agarose foram preparados por meio da dissolucdo, com auxilio de
aguecimento em forno de microondas, de 0,49 de agarose, em 50mL de tampdo TAE 1X (Tris
89mM, acido acético 89mM, EDTA 2mM — pH 8,0), a concentracéo final obtida do gel foi de
0,8% (M/v).

Os testes realizados exploraram como diferentes condic¢des variavam a eficiéncia de
clivagem ou interacdo do DNA pelos complexos. Foi utilizada a série de nitro complexos (1-
NO2, 2-NOz, 3-NO2 e 4-NO) inicialmente em diferentes concentragdes (5uM, 25 pM e 50

HM) com tempo de incubagdo fixo de 90 minutos. Em seguida, realizou-se similar
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experimento com os complexos precursores (1, 2, 3 e 4). Os complexos da série 3(com o dppz
como quelante) tiveram sua atividade testada na presenca de glutationa (5mM) e, em seguida,
somente na presenca de luz UV (390nm) (Figura 11) por 30 minutos e os complexos 1-indz e
1-ain também foram investigados sobre influéncia da luz. Nesses experimentos foram
utilizados cerca de 42ng de DNA supernovelado (pBR322), num volume final de reacdo de
12uL, correspondendo a uma concentracao final de 3,5 ng/uL em cada poco, equivalente de

5,4uM em pares de bases.

Figura 11. Placa com 96 LEDs de 3W com comprimento de onda de 390nm em cada poco.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As amostras foram preparadas conforme a literatura,®® utilizando 3,5 ng/uL de DNA
supernovelado (pBR322) por poco. Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose por aproximadamente 60 minutos, ou até que a frente de migragdo do Gel
Loading (azul de bromofenol) atingisse o final do gel, sob tensdo constante de 70V e corrente
variavel de 53-64 mA. Para todos os experimentos foi utilizada a fonte de corrente continua
Apelex (modelo: PS 305).
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As bandas de DNA foram visualizadas e analisadas apds aproximadamente 60 minutos
de incubacdo com GelRed™ da Biotium ou brometo de etidio (ImM), empregando-se
fotodocumentador GelDOC XR (Bio-Rad). Foi utilizado marcador de fita linear, Ladder,
marcador 1 Kb de DNA linear da Life Technologies, Invitrogen™.

As fracOes de cada forma de DNA foram quantificadas por densitometria utilizando o
Software Quantity One 4.6.9 Basic (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Em todos os experimentos
foi empregado um ou mais controles negativos, essas amostras foram submetidas as mesmas

condicdes das amostras em analise, porém sem adicdo do complexo metalico.

3.7. Interagcdo com o0 DNA gendmico de timo de bezerro (CT, calf thymus)

3.7.1. Titulacdo com CT DNA

3.7.1.1. Preparacéo das solugfes estoque de DNA de timo de bezerro (Calf thymus, CT) e de
complexos de Ir(111)

Partindo de solugdes com concentracdes conhecidas de CT DNA e de complexos em
estudo dissolvido em tampédo Tris-HCI 50mM + NaCl 100mM pH 8,0 com auxilio de uma
pequena quantidade de DMSO de forma que o volume final de DMSO fosse inferior a 5%,
foram preparadas, por diluicdo, trés solugdes diferentes.

A solucdo A (2 mL) contendo 10uM do complexo em estudo em tampao Tris pH 8.

A solucdo B (150puL) contendo 10uM do complexo em estudo e 400uM de CT DNA.

A solucdo C (150 pL) contendo 400 uM de CT DNA.

3.7.1.2. Titulacdo

Foi utilizado um espectrofotémetro Cary 5000 UV-Vis-NIR da Varian com a funcéo
duplo feixe. Empregou-se duas cubetas de quartzo, colocou-se na primeira todo o volume da
solugdo A (2mL) e na segunda apenas o tampao para ser utilizado como linha de base. Em
sequida, foram feitas 10 adi¢Ges de 13uL da solucdo B na cubeta contendo a solucdo A e
simultaneamente, da solugdo C na cubeta com o tampdo, com intervalos de 5 minutos entre as

adicoes.
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3.7.2. Titulacao do aduto DNA/Brometo de Etidio

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando um fluorimetro estacionario
modelo QM-40 da PTI. Numa cubeta foi adicionado 2mL de tampéo Tris-HCI 50mM pH 8,0,
contendo 1 pmol L de brometo de etidio (EB) com 20 pmol L™ de CT DNA. Logo apds
foram realizadas 10 adigbes de 2uL de uma solucdo 1 mmol.L ™t dos complexos em estudo.
Checou-se as absorbancias finais para os complexos de forma a garantir que ndo houve
significativo efeito de filtro interno no comprimento de onda de excitagdo (540nm) com faixa

de emissdo de 550-700nm, cujas absorbancias foram inferiores a 0,05.

3.8. Screening de atividade anticancer

Os ensaios foram desenvolvidos em conjunto pela Dra. Ana Claudia Gondim
(Departamento de Quimica Organica e Inorganica) e Dra. Maria Julia Barbosa Bezerra
(Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC) em
colaboragdo com a Profa. Claudia do O Pessoa e Prof. Manoel Odorico de Moraes Filho,

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC.

3.8.1 Material

3.8.1.1 Celulas

As linhagens tumorais utilizadas, SF-295 (glioblastoma - humano), PC-3 (prostata),
HL60 (Leucémica) e HCT-116 (colén) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal

bovino e 1 % de antibi6ticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de COs..

3.8.1.2 Amostras
As amostras foram diluidas em agua Milli-g. As amostras foram testadas na
concentragdo de 5 pg/mL. Para determinagdo da Clso, as amostras foram testadas em

concentracgdes crescentes em diluicdo seriada.
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3.8.2 Método

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT é um dos métodos utilizados no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa
mais de 10.000 amostras a cada ano.%* E um método réapido, sensivel e barato. Foi descrita
primeiramente por Mosman em 1983, tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado
metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-(4,5-dimetil-
2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas® (MOSMANN, 1983).
O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas nao
0 mecanismo de a¢d0.%

As células foram plaqueadas na concentragdo de 0,1 x 10° células/mL para as
linhagens de PC-3 e SF-295, 0,3 x 10° células/mL para a linhagem de HL-60 e 0,7 x 10°
células/mL para a linhagem HCT-116. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a
5% de CO2 a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante,
removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solu¢do de MTT (sal de tetrazolium), e
as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolucéo do precipitado com

150 pL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo dos Complexos Precursores

Os 5 complexos precursores sintetizados nesse estudo possuem suas sinteses e
caracterizacOes ja descritas na literatura. Para confirmar a obtencdo dos precursores, foi
utilizado RMN de 'H sendo possivel identificar e atribuir todos os sinais observados
(Apéndice A-D). Adicionalmente, foram feitas caracterizagdes por espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho e espectroscopia eletrénica na regido do UV-Visivel, os quais se

mostraram consistentes com o descrito na literatura. 355 525467

4.2. Caracterizagéo dos Complexos em Estudo

4.2.1. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, juntamente com outras
espectroscopias, sendo um importante recurso para a identificacdo e elucidacéo estrutural de
varias substdncias organicas e inorganicas. Embora o espectro de infravermelho seja
caracteristico da espécie como um todo, certos grupos de atomos ddo origem a bandas que
ocorrem aproximadamente na mesma frequéncia, independentemente da estrutura da
molécula®®. E justamente a presenca dessas bandas que auxilia a identificacdo e elucidagio

das estruturas de compostos quimicos.

4.2.1.1. Complexos com o Ligante Indazol e 7-azaindol

Na anélise de espectros de infravermelho a regido de 3500 a 3000 cm™ apresenta
superpostas as absorcOes referentes aos modos normais de estiramento N-H e C-H, todavia
com fei¢Oes (largura/intensidade) capazes de sugerir sua natureza. Adicionalmente, na regido
de 1280 a 1350 cm™, espera-se observar bandas referentes a deformacio axial de C-N, que
devem ser observadas nos ligantes empregados nessa dissertacdo.®® Neste trabalho, buscou-se
realizar as atribuicGes de bandas vibracionais associadas aos ligantes coordenados, todavia
devido ao nimero demasiado de bandas em grande proximidade deve-se considerar esse

trabalho como tentativas de atribuicdes.



46

O espectro de infravermelho para o complexo 1-indz (Figura 12) apresentou sinais
consistentes com a estrutura do complexo proposto. A absor¢do em 3400cm™ condiz com
estiramento NH do ligante indazol que se mostrou deslocada, o que sugere coordenacdo ao
metal, além disso proximo a 3000 cm™ pode se observar bandas de estiramento CH de
aromaticos, bem como vibragGes de deformacdo axial das ligagdes do anel compreendidas
entre 1300 a 1640 cm™(Tabela 3). Como os ligantes possuem grupos organicos similares,
torna-se ndo trivial realizar a atribuicdo dos sinais de cada ligante. Todavia, pode-se observar
na figura 12 que o complexo manteve suas bandas no FTIR bastante semelhante ao precursor,
entretanto, observa-se novas bandas que apontam para a coordenacdo do ligante como € o
caso das bandas em 1359 cm™ e 1248 cm™ que n&o apareciam no precursor e foram atribuidas

a estiramentos da ligacdo C-N, presente no ligante indazol.

Figura 12. Espectro Vibracional na Regido do Infravermelho para o Complexo 1-indz (—), seu cloro precursor

1(—) e o ligante indazol livre (—).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de infravermelho para o complexo 1-ain (Figura 13) também se manteve
bastante semelhante a seu precursor, mas além da absorcio em 3468 cm™ atribuida ao
estiramento N-H do ligante 7-azaindol, pode-se observar o aparecimento das absorcdes em

1348 cm™ e 1270 cm™ atribuidas aos estiramentos C-N do ligante.
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Figura 13. Espectro Vibracional na Regido do Infravermelho para o Complexo 1-ain (—), seu precursor 1(—) e

o ligante 7-azaindol livre (—).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo 2-indz se mostrou
bastante semelhante ao complexo precursor (Figura 14), o que era esperado pois 0s modos
vibracionais da fenantrolina e do indazol sdo muito semelhantes, a fenantrolina, sendo mais
rigida que a bipiridina também contribui para os espectros tdo semelhantes. A banda mais

evidente neste caso foi o estiramento N-H em 3371cm™ referente ao ligante indazol.
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Figura 14. Espectro Vibracional na Regido do Infravermelho para o0 Complexo 2-indz (— ) e seu precursor 2(—

).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho do complexo 3-ain e seu
precursor 3 (Figura 15) também se mostraram bastante semelhantes, por causa dos modos

vibracionais similares, o surgimento do estiramento N-H em 3483cm™ o que corrobora com a

proposta de coordenacdo do ligante ao centro metalico.
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Figura 15. Espectro Vibracional na Regido do Infravermelho para o Complexo 3-ain (— ) e seu precursor 3(—).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na tabela 3 estdo condensados os dados dos estiramentos dos complexos e seus

precursores.

Tabela 3. Dados espectroscopicos na regido do infravermelho dos complexos de formulacéo
[Cp*Ir(NN)Z](PFe)1/2, em pastilha de KBr.

Complexo Numero de Onda, cm™ Atribuicédo
[Cp*Ir(bpy)CI]CI 3500-3000 vC-H (aromatico)

1605 vC=N

1456-785 vC=C vC-H
[Cp*Ir(bpy)indz](PFe):2 3410 uN-H

2918-3115 vC-H (aromatico)

1631, 1605 vC=N

1509-1023 vC=C vC-H

840 e 560 vP-F (PFe)

775 dC-H
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[Cp*Ir(bpy)ain](PFe)2 3481 uN-H

2923-3150 vC-H (aromatico)

1610, 1594 vC=N

1488-1031 vC=C vC-H

840 e 560 vP-F (PFe)

775 dC-H
[Cp*Ir(bpy)NO-]PFs 2926-3118 vC-H (aroméatico)

1608 vC=N

1380, 1322 vaNO2 vsNO2

1493-1030 vC=C vC-H

840 e 560 vP-F (PFe)

770 oC-H
[Cp*Ir(phen)CI]CI 2915-3186 vC-H (aromatico)

1615, 1606 vC=N

1517-855 vC=C vC-H

775 oC-H
[Cp*Ir(phen)indz](PFes)2 3371 uN-H

2915-3186 vC-H (aromatico)

1627 vC=N

1521-971 vC=C vC-H

840 e 560 vP-F (PFe)

775 dC-H
[Cp*Ir(dppz)CI]CI 3074-2840 vC-H (aromatico)

1635 vC=N

1500-835 vC=C vC-H

772e724 oC-H
[Cp*Ir(dppz)ain](PFs):2 3483 uN-H

2848-3087 vC-H (aroméatico)

1623, 1593 vC=N

1501-1026 vC=C vC-H

840 e 560 vP-F (PFe)

770, 734 oC-H
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4.2.1.2. Complexos com o Ligante NO>

O ion NO2 pode-se coordenar ao centro metalico por modos variados, como ilustrado
na Figura 16, os quais podem ser diferenciados por espectroscopia vibracional no
infravermelho.”® A formacdo de complexos metalicos contendo o fon nitrito coordenado via
nitrogénio (formacdo de nitro complexos) conduz a vibragdes similares as esperadas por um
sistema planar de uma molécula ZXY,..”° Esses complexos apresentam estiramentos
assimétrico vaNO2” em 1470-1370 cm™ e estiramento simétrico vsNO,  em 1340-1320 cm™,
enquanto o ligante livre apresenta esses estiramentos em vaNO, 1250 e vsNO2™ 1335 cm?,
respectivamente. A energia do estiramento assimétrico muda drasticamente com a
coordenacao enquanto o estiramento simétrico pouco se modifica. Em caso de ligacbes pelo
oxigénio (formacdo de nitrito complexos) os estiramentos para o ligante, vNO., ficam
bastante afastados sendo um estiramento v(N=0) em 1485-1400 cm-! e um segundo v(N-O)
em 1110-1050 cm?, a distingdo entre complexos nitro e nitrito podem ser feitas baseados
nessa diferenca entre os estiramentos.’® No sistema estudado é improvavel a ligagdo do nitrito
como quelante, mas se ocorresse, os estiramentos v(N=0) e v(N-O) seriam deslocados para
menor e maior frequéncia, respectivamente, quando comparados aos complexos nitrito
unidentados, ocasionando uma diferenca menor entre os dois sinais, o0 que ndo foi observado

nos complexos.

Figura 16. Formas em que o ion NO2 pode se ligar a um metal.
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Fonte: Adaptado da referéncia 70.
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Todos os complexos sintetizados com o ligante NO>™ indicaram a formacdo de nitro-
complexos, tal como observado na tabela 4. No espectro de infravermelho do complexo 1-
NO- (Figura 17) pode se observar sinais semelhantes ao precursor, tal como 0s sinais entre
1450 cm™ e 1600 cm™ indicando a presenca dos anéis aromaticos do ligante 2,2’-bipiridina,
mas também o surgimento de duas bandas intensas em 1378 cm™ e 1322 cm? atribuidos aos

estiramentos vaNO2 e vsNOz, respectivamente.

Figura 17. Espectro Vibracional na Regido do Infravermelho para o Complexo 1-NO; (— ) e seu precursor 1(—

).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de infravermelho para o complexo 2-NO2 apresentou bandas parecidas com
seu precursor (Figura 18), os sinais entre 1450 cm™ a 1600 cm™ apontam a presenca dos anéis
aromaticos provenientes do ligante 1,10-fenantrolina e o sinal em 1429 cm™ foi atribuido a
estiramento vC-N também proveniente desse ligante. Os sinais para os estiramentos vaNO> e

vsNO; se encontraram em 1395 cm™ e 1313 cm respectivamente.
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Figura 18. Espectro Vibracional na Regido do Infravermelho para o Complexo 2-NO; (—) e seu precursor 2(—

).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo 3-NO2 manteve
bandas semelhantes as do precursor (Figura 19), o que indica que o ligante dppz permaneceu
coordenado apds a coordenacao do ligante NO2". O ligante dppz possui bandas semelhantes
aos ligantes 2,2’-bipiridina e 1,10-fenantrolina, apesar de exibir um numero bem maior de
bandas na regido de 1450 a 1600cm™, devido possuir maior nimero de anéis aromaticos.

Adicionalmente tem-se o surgimento de mais sinais devido aos estiramentos de vaNO: e

vsNOz em 1380cm™ e 1320cm™?, respectivamente.
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Figura 19. Espectro Vibracional na Regido do Infravermelho para o Complexo 3-NO; (—) e seu precursor 3 (—

).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro vibracional da regido do infravermelho para o complexo 4-NO- (Figura
20), manteve as bandas presentes no precursor. Diferentemente dos outros complexos, que sdo
carregados e tem como contra ion o PFs 0 complexo 4-NO: é neutro facilitando assim a
observacao de bandas de deformacdo angular do anel aromatico do ligante 2-fenilpiridina em

760cm™. As bandas em 1363 cm™ e 1304 cm™ foram atribuidos aos estiramentos vaNO> e

vsNO2, respectivamente.
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Figura 20. Espectro Vibracional na Regido do Infravermelho para o Complexo 4-NO; (—) e seu precursor 4 (—

).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os valores para os estiramentos vaNO- e vsNO2 para 0s 4 complexos sintetizados estdo
listados na tabela 4. N&o foi possivel tracar um padrdo em que se correlacionasse o valor dos
estiramentos do nitrito com a forca do ligante quelante pois os estiramentos mais
significativos sao referentes as ligacdes entre o nitrogénio e o oxigénio do metal, o que sugere
que outros fatores, diferentes dos quelantes, sejam responsaveis pela frequéncia dessa

absorcdo.

Tabela 4. Valores de estiramentos vaNO; e vsNO, para 0s complexos e para o &nion livre.

Complexo vaNO2 (cm™) vsNO2 (cm™) A (cm?)
1-NO> 1378 1322 56
2-NO> 1395 1313 82
3-NO> 1380 1320 60
4-NO; 1363 1304 59

NO2 1270 1335 -
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4.2.2. Espectroscopia Eletronica na Regido do UV-Visivel

A absorbancia molecular nas regides do espectro do ultravioleta (UV) e do visivel
dependem da estrutura eletrénica do composto. A absor¢do da energia desta radiagédo
eletromagnética é quantificada e promove a transferéncia de elétrons de orbitais de energia
mais baixa, correspondentes ao estado fundamental, para orbitais de mais elevada energia,
correspondente a um estado excitado.®*

Em todos os complexos as absor¢des de energia se mostraram em alta energia (<
400nm), o que geralmente é uma faixa que envolve transi¢des intraligantes. Calculos de teoria
do funcional de diferencial (DFT) para os complexos foram utilizados para auxiliar na

atribuicdo da natureza das transicdes eletrénicas.

4.2.2.1. Complexos com Bipiridina

A espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis foi utilizada para a caracterizacdo
dos compostos em conjunto com os resultados de DFT tornando assim possivel fazer uma
analise mais completa da composicdo das bandas de maior interesse, além de reforcar a
atribuicdo das bandas dos espectros. Esta analise em conjunto é possivel devido ao fato dos
estudos de DFT dos compostos terem sidos capazes de descrever o perfil espectral dos
mesmos, com valores de Amax bastante parecidos com os valores experimentais em metanol.

Na figura 21, encontra-se 0 espectro para 0 complexo 1-ain experimental (a) e tedrico
(b). No espectro experimental para o complexo, foi feito deconvolucdo espectral utilizando o
programa Fitky.”* As absorbancias em 255, 293 e 316nm sdo caracteristicas do ligante
bipiridina coordenado ao centro metalico.’? Essas atribuicdes foram confirmadas com os
resultados obtidos pelo estudo de DFT. A composic¢do dos orbitais envolvidos na transicdo em
255nm ¢ HOMO-3—LUMO+2 (21%), HOMO-2—LUMO+5 (16%), HOMO-1—LUMO+5
(36%) HOMO-5—LUMO+2 (4%), HOMO-4—LUMO (3%), HOMO-3—LUMO+1 (3%),
HOMO-3—LUMO+5 (3%). A tabela 5 contém as contribui¢cGes de cada fragmento com os
orbitais moleculares, o ligante bipiridina é majoritario em contribui¢cées nos orbitais LUMO,
LUMO+5 e LUMO+2, ou seja, a transicdo em 255 é uma transferéncia eletronica do ligante
7-azaindol e do metal para o ligante bipiridina. A composi¢do para a transicdo em 293nm é
HOMO-5—-LUMO (17%), HOMO-4—LUMO (30%), HOMO—LUMO+4 (22%),

HOMO-5—-LUMO+1 (3%), HOMO-3—LUMO+1 (3%), HOMO-2—LUMO+3 (4%).
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O orbital HOMO-4 ¢ praticamente todo formado por orbitais da bipiridina (>95%), logo a

transicdo HOMO-4—LUMO pode ser vista como uma intraligante da bipiridina, enquanto a

transigaio HOMO—LUMO+4 pode ser visto como um intraligante do ligante 7-azaindol

devido as contribui¢es do mesmo nesses orbitais. A composi¢do para a transicdo em 316nm

é¢ HOMO-3—LUMO (73%), HOMO-2—LUMO+2

(3%),

HOMO-1—-LUMO+1  (3%),

HOMO—LUMO+1 (7%) que é majoritariamente formado por transferéncias do metal e do

ligante 7-azaindol para a bipiridina.

Tabela 5. Contribuigdes percentuais dos fragmentos do complexo 1-ain para seus orbitais moleculares.

Orbital Energia (eV) Ir(%) Cp*(%) Bpy(%) ain(%)
LUMO+10 0,53 71,28 20,77 2,60 5,35
LUMO+9 0,45 12,99 83,98 1,65 1,38
LUMO+8 0,33 23,31 67,98 4,36 4,35
LUMO+7 -0,36 2,36 0,63 4,08 92,93
LUMO+6 -0,43 0,71 0,65 93,60 5,04
LUMO+5 -1,76 13,75 9,48 74,11 2,66
LUMO+4 -1,82 1,23 0,30 5,47 93,00
LUMO+3 -1,92 16,69 13,89 64,54 4,88
LUMO+2 -2,01 34,00 26,7 38,41 0,89
LUMO+1 -2.07 30,69 24,10 36,16 9,05

LUMO -2,94 3,62 0,87 94,12 1,39

HOMO -6,66 4,11 0,98 0,94 93,97
HOMO-1 -7.13 25,23 9,48 6,18 59,11
HOMO-2 -7,15 44,51 21,54 14,65 19,30
HOMO-3 -7,39 38,00 21,28 7,94 32,78
HOMO-4 -7,71 0,93 1,79 96,60 0,68
HOMO-5 -8,07 61,92 14,11 10,22 13,75
HOMO-6 -8,4 32,97 43,55 22,93 0,55
HOMO-7 -8,53 47,50 40,89 5,81 5,80
HOMO-8 -9,1 0,75 1,09 47,28 50,88
HOMO-9 -9,24 1,36 1,70 77,54 19,40
HOMO-10 -9,31 12,25 6,14 80,08 1,53
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Figura 21. Espectro de absorcdo eletrénica na regido do UV-vis para o complexo 1-ain, 2 x 10° mol.L?, em

metanol (—) e a deconvolucéo espectral(—) (a) e o espectro tedrico (—) (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 22 apresenta o espectro eletrénico na regido do UV-vis para o complexo 1-
indz com bandas em 293, 304 e 318nm foram atribuidas ao ligante bipiridina coordenado ao
centro metalico. As contribuicdes dos orbitais moleculares para a transicdo em 293 sdo
HOMO-4—LUMO (46%), HOMO—LUMO+3 (14%) HOMO-5—LUMO+2 (4%),
HOMO-3—-LUMO+2 (5%), HOMO-3—LUMO+4 (5%), HOMO-2—LUMO+3 (8%),
HOMO-1—LUMO+4 (5%), HOMO—LUMO+1 (3%). A tabela 6 contém as contribuigdes
dos fragmentos do complexo 1-indz para formacdo de seus orbitais moleculares, e pode-se
observar a alta contribuigéo do ligante bipiridina para os orbitais HOMO-4 e LUMO (>95%)
logo, essa transicdo foi atribuida a uma transicdo intraligante da bipiridina. As contribuigdes
para a transicdo em 304 nm s&o HUMO-4—LUMO (16%), HOMO-3—LUMO+2 (14%),
HOMO-1-LUMO+2 (24%), HOMO-3—LUMO+4 (4%), HOMO-2—LUMO+1 (9%),
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HOMO-2—LUMO+3  (7%), HOMO-1-L+4 (5%), HOMO—LUMO+1 (6%),
HOMO—LUMO+2 (3%) sendo uma transicdo de combinacao entre transi¢cdes intraligantes
da bipiridina e transi¢des entre o ligante indazol para o ligante bipiridina. As contribuicdes
para as transi¢des em 318nm sdéo HOMO-2—LUMO+2 (48%), HOMO-2—LUMO+4 (23%),

HOMO-6—LUMO+2 (3%), HOMO-5—LUMO+3 (2%), HOMO-3—LUMO (4%),
HOMO—LUMO+2 (6%), HOMO—LUMO+4 (2%), sendo as transicbes HOMO-
2—»LUMO+2 ¢ HOMO-2—LUMO+4 de carater metal para o ligante bipiridina. A transicdo
eletronica em cerca de 258 nm apresentou a maior forca de oscilador no espectro teérico e foi
atribuida, com ajuda do célculo de DFT, como uma transicdo intraligante do ligante indazol.
A composicdo da transicdo em 258 é HOMO-1—-LUMO+5 (65%), HOMO-3—LUMO+5
(5%), HOMO-2—LUMO+4 (4%), HOMO-2—LUMO+5 (6%), HOMO—LUMO+5 (7%),
HOMO—LUMO+7 (2%). Os orbitais HOMO e LUMO+5 s&o basicamente formados pelo
ligante indazol (>95%), entdo essa transi¢cdo possui na verdade forte carater de uma transigdo

intraligante.

Tabela 6. Contribuigdes percentuais dos fragmentos do complexo 1-indz para seus orbitais moleculares.

Orbital Energia (eV) Ir(%) Cp*(%) Bpy(%) Indz(%)
LUMO+10 0,52 89,14 5,45 0,04 5,37
LUMO+9 0,49 15,56 47,37 0,09 36,98
LUMO+8 0,36 31,30 38,19 2,21 28,30
LUMO+7 -0,12 1,08 1,50 0,52 98,21
LUMO+6 -0,41 0,72 0,66 96,96 1,66
LUMO+5 -1,69 2,04 0,90 4,83 92,23
LUMO+4 -1,73 19,55 14,23 62,71 3,51
LUMO+3 -1,84 34,16 27,66 30,47 7,71
LUMO+2 -1,89 27,02 22,52 50,09 0,37
LUMO+1 -1,97 13,96 10,40 70,93 4,71

LUMO -2,9 3,19 0,71 95,09 1,01

HOMO -6,73 2,10 0,65 0,60 96,65
HOMO-1 -7,09 33,11 7,05 5,29 94,55
HOMO-2 -7,18 52,46 27,73 17,03 2,78
HOMO-3 -7,46 31,88 25,31 6,28 36,53
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HOMO-4 -7,68 0,54 1,78 97,56 0,12
HOMO-5 -8,17 56,68 7,66 13,10 22,56
HOMO-6 -8,36 32,10 41,90 24,98 1,02
HOMO-7 -8,53 40,90 42,57 6,26 10,27
HOMO-8 -8,9 3,49 3,75 13,04 79,72
HOMO-9 -9,18 1,37 1,42 94,91 2,30
HOMO-10 -9,31 12,66 6,52 79,42 1,40

Figura 22. Espectro de absorcéo eletronica na regido do UV-vis para o complexos 1-indz, 3,7 x 10° mol.L? , em

metanol (—) e a deconvolucdo espectral(—) (a) e o espectro tedrico (—).

Fonte: Elaborado pela autora.
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A figura 23 apresenta o espectro eletrénico na regido do UV-Vis para o complexo 1-

NO2 em metanol. Através da deconvolucdo espectral foram observadas 6 bandas de absor¢éo

principais. O complexo 1-NO: diferiu significativamente do perfil esperado pelo espectro

tedrico portanto, teve suas atribuigdes realizadas com ajuda do espectro do precursor 1, e de

valores reportados para sistemas semelhantes na literatura.

A banda em 217 nm aparece um banda geralmente atribuida a uma transi¢do n*«— =

do ligante nitrito.?® Comparando com o precursor, observa-se 4 transi¢des similares em

246nm, 292nm, 316 nm e 352nm, que devido a ndo alteracdo com a substituicdo do ligante

cloreto pelo nitrito foram atribuidas a transi¢des intraligantes do ligante bipiridina. A banda
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em 303nm (¢ = 1729 mol™* L cm™) foi atribuida a uma transicdo do metal para o ligante nitrito
(MLCT).

Figura 23. Espectro de absorcdo eletrénica na regido do UV-vis experimental para o complexos 1-NOy, 1,25 X
10* mol.L? , em metanol (—) e a deconvolucéo espectral(—) (a) e o precursor 1 (—) em metanol e a
deconvolugdo espectral(—) (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Na tabela 7, encontra-se sumarizados as atribui¢6es realizadas para os 3 complexos e
suas transicoes.

Tabela 7. Complexos com o ligante bipiridina e suas transi¢des eletrénicas na regido do UV-vis em metanol.

Complexo Anm (g, mol™*Lcm™) Atribuicéo
[Cp*Ir(bpy)ain](PFs)2 (1-ain) 255 (12665) bpy « ain, bpy « Ir

293 (16563) bpy (n*« m), ain (7*« 7)

316 (5711) bpy « ain, bpy « Ir
[Cp*Ir(bpy)indz](PFe)2 (1-indz) | 258 (17487) Indz(m*« m)

293 (7867) bpy (n*« 7)
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304 (5624) bpy (n*«— ), bpy « indz
318 (10034) bpy « Ir
[Cp*Ir(bpy)NO2]PFs (1-NO2) 215 (6604) NOz™ (n*« m)

246 (5223) bpy (n*« m)

292 (4189) bpy (*« 1)

303 (1729) bpy « Ir

316 (3570) bpy (%« )

352 (924) bpy (%« )

4.2.2.2. Complexos com Fenantrolina

Na figura 24, encontram-se os espectros do complexo 2-NO, em metanol, tendo sido
feito deconvolucdo espectral para correlacionar com o espectro tedrico. A banda eletronica em
235 nm tem contribuicdes dos orbitais HOMO-6—LUMO+3 (25%), HOMO-5—LUMO+2
(10%), HOMO-2—LUMO+3 (30%) HOMO-5—-LUMO+3 (4%), HOMO-3—LUMO+2
(6%), HOMO-3—LUMO+3 (5%), HOMO—L+6 (5%) quando se observa as contribuicfes
dos fragmentos do complexo nos orbitais na tabela 8 se atribui essa banda a um conjunto de
transicOes do metal para o ligante Cp* e de transferéncia de carga da fenantrolina para o metal
e para o ligante Cp*. A banda em cerca de 275nm se refere as contribuicdes dos orbitais
encontrados para essa transicio HOMO-3—LUMO (27%), HOMO-3—-LUMO+1 (11%),
HOMO—LUMO+5 (20%) HOMO-7—LUMO (9%), HOMO-6—LUMO (3%), HOMO-
2—LUMO+1 (8%), HOMO-1—-LUMO+5 (8%), sendo que os orbitais HOMO-3, LUMO,
LUMO+1 e LUMO+5 sdo formados majoritariamente pelo ligante fenantrolina, logo, essa
transicdo foi atribuida o carater de intraligante da fenantrolina. A banda em cerca de 320nm
apresenta a transicdo eletrénica com composicdo de orbitais HOMO-2—LUMO (76%)
HOMO-3—-LUMO+1 (7%), HOMO-1—-LUMO+1 (4%), HOMO-1—-LUMO+3 (4%),
HOMO—LUMO+2 (4%), sendo que o orbital HOMO-2, assim como o orbital LUMO,
também possui contribuicdo majoritaria da fenantrolina, logo, a transi¢cdo foi atribuida como

intraligante da fenantrolina.




Tabela 8. Contribui¢des percentuais dos fragmentos do complexo 2-NO; para seus orbitais moleculares.
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Orbital Energia (eV) Ir(%) Cp*(%) phen(%) NO2 (%)
LUMO+10 0,88 73,34 26,12 0 0,54
LUMO+9 0,85 31,35 42,26 26,26 0,13
LUMO+8 0,81 8,35 18,11 73,30 0,24
LUMO+7 0,63 25,03 72,22 1,93 0,82
LUMO+6 -0,41 0,97 0,28 98,72 0,03
LUMO+5 -1,16 2,19 2,25 85,83 9,73
LUMO+4 -1,28 8,64 3,01 9,54 78,81
LUMO+3 -1,39 44,55 32,35 10,25 12,85
LUMO+2 -1,5 4451 34,92 14,33 6,24
LUMO+1 -2,44 0,41 0,60 98,84 0,15

LUMO -2,62 2,70 0,63 95,69 0,98

HOMO -6,4 24,46 30,69 6,04 38,81
HOMO-1 -6,66 48,43 18,58 12,18 20,81
HOMO-2 -7,15 9,65 1,62 84,08 4,65
HOMO-3 -7,6 1,27 4,08 92,87 1,78
HOMO-4 -7,71 17,69 31,77 7,46 56,92
HOMO-5 -7,86 48,72 5,5 12,18 33,60
HOMO-6 -7,93 63,81 13,3 12,26 10,63
HOMO-7 -8,07 17,53 16,15 15,57 50,75
HOMO-8 -8,21 21,95 15,4 9,25 53,40
HOMO-9 -8,45 29,22 47,77 941 13,60
HOMO-10 -9,17 3,05 0,80 95,70 0,45
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Figura 24. Espectro de absorcdo eletronica na regido do UV-vis para o complexo 2-NO2 4 x 10 mol.L%, em

metanol (—) e a deconvolucdo espectral(—) (a) e o espectro tedrico (—).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A tabela 9 condensa as atribuicdes e transi¢oes para o complexo 2-NOa.

Tabela 9. Complexo 2-NO- e suas transicGes eletrnicas na regido do UV-vis.

Complexo Anm (g, moltLcm™) Atribuicéo
[Cp*Ir(phen)NO2]PFs (2-NO2) | 235 (10317) Cp* < phen, Cp* « Ir
275 (17876) phen (n*« m)
320 (3020) phen (¥« m)
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4.2.2.3. Complexos com Dipiridofenazina (dppz)

Na figura 25, encontra-se o0s espectros do complexo 3-NO; experimental e tedrico,
com bandas em 360(e = 13360 mol™* L cm™) e 380 nm (¢ = 13620 mol™ L cm™), que séo
tipicas da transicio m*« 7w do ligante dppz.3® Para confirmar as atribuicdes, fez-se
comparacdo com o espectro tedrico e andlise dos orbitais envolvidos para a transicao
similarmente ao descrito anteriormente. Apesar destas bandas tedricas ndo aparecerem no
mesmo comprimento de onda do espectro experimental, o espectro tedrico prevé uma
transicdo proxima aquelas, em 345nm, com contribui¢cdes de orbitais HOMO-3—LUMO
(65%), HOMO-2—L+2 (19%), HOMO-1—-LUMO+2 (11%), como pode ser observado na
tabela 10, os orbitais HOMO-3, HOMO-2, LUMO e LUMO+2 sdo majoritariamente
formados por contribuicdes do ligante dppz, logo essa transicdo tem caréater de intraligante do
dppz. No espectro experimental pode-se observar uma banda em 325 nm, que no espectro
tedrico possui contribuicdo de orbitais HOMO-1—-LUMO+3 (66%), HOMO—LUMO+5
(10%) HOMO-1—LUMO+2 (3%), HOMO-1—-LUMO+4 (3%), HOMO—LUMO+4 (6%),
sendo que os orbitais HOMO-1 e LUMO+3 possuem maior contribuigdo do metal (>40%)
enquanto o orbital HOMO e LUMO+5 possuem maiores contribui¢6es do ligante nitrito, logo,
essa transicdo foi atribuida a uma combinacdo de transi¢cbes do metal (d-d) e intraligante do
nitrito. A banda em 280nm no espectro experimentais se atribuiu as contribuicdes de orbitais
HOMO-5—LUMO (27%), HOMO-3—LUMO (12%), HOMO-2—LUMO+2 (37%) HOMO-
7—-LUMO (5%), HOMO-6—LUMO (4%), HOMO-5—LUMO+1 (2%), HOMO-

3—LUMO+1 (9%) que também foi atribuido um carater de transicao intraligante do dppz.

Tabela 10. Contribuicbes percentuais dos fragmentos do complexo 3-NO; para seus orbitais moleculares.

Orbital Energia (eV) Ir(%) Cp*(%) dppz(%) NO (%)
LUMO+10 0,61 24,26 73,17 1,71 0,86
LUMO+9 -0,03 0,2 0,87 98,84 0,09
LUMO+8 -0,09 0,15 0,16 99,68 0,01
LUMO+7 -0,79 0,82 0,19 98,95 0,04
LUMO+6 -0,97 1,08 1,14 96,94 0,84
LUMO+5 -1,28 8,04 2,92 1,37 87,67
LUMO+4 -1,43 46,51 32,85 7,12 13,52
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LUMO+3 -1,54 44,01 35,5 14,87 5,62
LUMO+2 -2,35 04 0,55 98,9 0,15
LUMO+1 -2,67 2,83 0,68 95,6 0,89
LUMO -2,99 0,13 0,07 99,71 0,09
HOMO -6,44 23,96 31,06 5,18 39,8
HOMO-1 -6,68 48,34 19,31 12,25 20,1
HOMO-2 -6,87 0,49 0,27 99,19 0,05
HOMO-3 -7,19 6,34 0,95 90,12 2,59
HOMO-4 -741 0,406 0,104 99,33 0,16
HOMO-5 -,71 29,22 15,58 11,33 43,87
HOMO-6 -1,74 2,27 4,8 91,52 1,41
HOMO-7 -7,83 38,45 7,12 15,38 39,05
HOMO-8 7,95 60,66 13,63 6,76 18,95
HOMO-9 -8,09 18,7 16,44 18,58 46,28
HOMO-10 -8,22 19,52 14 10,12 56,36

Figura 25. (a) Espectro de absorgdo eletronica na regido do UV-vis para o complexos 3-NO, 1 x 10-® mol.L* em

metanol (—) e a deconvolucgdo espectral(—) (b) e o espectro tedrico(—).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na figura 26, observa-se 0s espectros experimental e tedrico para o complexo 3-ain.
Assim como foi observado para o complexo 3-NO2, o complexo 3-ain possui duas absorgdes
em 365nm (e = 10295 mol™* L cm™) e 386nm (e = 6975 mol™* L cm™) que s&o caracteristicas
do ligante dppz, entretanto, o espectro tedrico parece ndo prevé esse perfil apresentando
apenas uma transicdo significativa em 362 nm com composi¢do de orbitais HOMO-
2—LUMO (68%), HOMO-2—LUMO+1 (12%), HOMO-4—-LUMO  (5%), HOMO-
3—LUMO+1 (2%), HOMO-1—-LUMO+2 (4%). Na tabela 11 se encontra os valores de
contribuicdo dos orbitais para os fragmentos do complexo 3-ain, e se pode observar que os
orbitais LUMO e LUMO+1 sdo formados por contribui¢des quase exclusivas do ligante dppz
(>90%), logo, a transicdo prevista para 362nm pode ser atribuida a transi¢es do metal e do 7-
azaindol para o ligante dppz. A banda em 290 nm no espectro experimental foi atribuido ao
sinal com maior forca de oscilador no espectro tedrico em 298nm com contribuicbes de
orbital HOMO-5—LUMO (11%), HOMO-1—LUMO+2 (45%), HOMO-7—LUMO  (4%),
HOMO-6—LUMO (8%), HOMO-6—LUMO+1 (3%), HOMO-5—LUMO+1 (4%), HOMO-
4—LUMO (8%), HOMO-4—LUMO+1 (3%), HOMO-4—LUMO+2 (3%), HOMO-
3—LUMO+2 (2%) sendo uma transicdo de carater intraligante do dppz. A banda em 260nm
no espectro experimental foi atribuido a transicdo em 270nm no espectro tedrico com
contribuicdes de orbitais HOMO-2—-LUMO+5 (58%) HOMO-8—LUMO+4 (4%), HOMO-
5—LUMO+5 (2%), HOMO-4—LUMO+4 (9%), HOMO-2—LUMO+4 (3%), HOMO-
1-LUMO+5 (2%), HOMO—LUMO+5 (4%), HOMO—LUMO+8 (6%) os orbitais HOMO-
2 e LUMO+5 que sdo formados majoritariamente pelo ligante 7-azaindol, logo, a transigéo foi

atribuida a uma intraligante do ligante 7-azaindol.

Tabela 11. Contribuic6es percentuais dos fragmentos do complexo 3-ain para seus orbitais moleculares.

Orbital Energia (eV) Ir(%) Cp*(%) dppz(%) ain(%)
LUMO+10 -0,18 0,07 0,25 99,32 0,36
LUMO+9 -0,23 0,32 1,78 93,37 4,53
LUMO+8 -0,36 2,51 08 5,16 91,53
LUMO+7 -0,94 1,03 0,36 98,19 0,42
LUMO+6 -1,18 0,8 1,58 96,68 0,94
LUMO+5 -1,83 1,93 0,52 0,58 96,97
LUMO+4 -2,0 46,43 35,87 17,07 0,63




68

LUMO+3 -2,06 45,3 36,46 8,5 9,74
LUMO+2 -2,57 0,82 1,37 97,3 0,51
LUMO+1 -2,92 3,59 1,08 94,11 1,22

LUMO -3,13 0,37 0,19 99,12 0,32

HOMO -6,66 3,91 0,92 1,26 93,91
HOMO-1 -6,97 0,09 0,09 08,97 0,85
HOMO-2 -7,1 18,38 5,3 20,62 55,7
HOMO-3 -7,19 52.09 2451 16,01 7.39
HOMO-4 -1,32 8,56 4,79 46,85 39,8
HOMO-5 -7,49 18,7 10,66 66,43 421
HOMO-6 -1,54 13,52 8,55 73,91 4,02
HOMO-7 -7,94 1,34 3,87 9452 0,27
HOMO-8 -8,1 61,38 12,97 11,68 13,97
HOMO-9 -8,47 34,12 42,73 2237 0,78
HOMO-10 -8,56 47,26 41,12 5,54 6,08

Figura 26. (a) Espectro de absorcdo eletronica na regido do UV-vis para o complexos 3-ain 2,5 x 10> mol.L™!

em metanol (—) e deconvolucdo espectral(—) (b) e o espectro tedrico(—).
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Os complexos com dppz com suas transicOes eletronicas e atribuices estdo

compilados na tabela 12.

Tabela 12. Complexos com o ligante dipiridofenazina (dppz) e suas transi¢des eletrénicas na regido do UV-vis.

Complexo Anm (g, moltLcm™) Atribuicdo
[Cp*Ir(dppz)ain](PFe)2 (3-ain) | 260 (27437) ain (¥ «— )

290 (29612) dppz (n*« )

365 (10295) dppz « Ir, dppz <« ain

386 (6975) dppz (n*«— m)
[Cp*Ir(dppz)NO2]PFe (3-NO2) | 280 (78224) dppz(n* <« )

325 (15934) NOy (n*«— ), de—d

360 (13360) dppz (* < )

380 (13620) dppz (* < )

4.2.2.4. Complexos com Fenilpiridina

Na figura 27, encontra-se 0s espectros teérico e experimental do complexo 4-NO,. O
perfil espectral entre o tedrico e experimental nesse complexo se mostrou o mais semelhante
da série. A banda em 336nm (e =2369 mol™ L cm™) no espectro experimental e em 357nm no
espectro tedrico uma transicdo tem contribui¢cbes de orbitais HOMO-1—-LUMO (83%),
HOMO—LUMO (14%). Na tabela 13, observa-se as contribuicGes dos fragmentos do
complexo 4-NO- para os orbitais, sendo que os orbitais HOMO e LUMO possuem grande
contribuicdo do ligante fenilpiridina enquanto o orbital HOMO-1 possui contribui¢des
maiores do metal e do ligante Cp*, logo a transi¢cdo em 336 nm deve ser uma transferéncia de
carga do metal e do ligante Cp* para o ligante fenilpiridina. A banda em 287nm (e =6290mol"
'Lem™) no espectro experimental foi assumida em 290nm no espectro tedrico, com
contribuicdo de orbitais HOMO-4—LUMO (14%), HOMO-3—-LUMO (38%), HOMO-
2—-LUMO (21%) HOMO-5—LUMO (2%), HOMO-1—-LUMO+1 (4%), HOMO-
1—LUMO+4 (4%), HOMO—LUMO+4 (7%), HOMO—LUMO+5 (2%), os orbitais HOMO-
3 e HOMO-2 posuem maiores contribui¢cbes do ligante fenilpiridina (>50%) e o orbital
LUMO e formado quase exclusivamente por esse ligante (>95%) logo, a transi¢do foi

atribuido um carater de intraligante do fenilpiridina. A banda em 245 nm (e =10186 mol™* L
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cm™) no espectro experimental foi atribuida a banda em 250 nm no espectro tedrico, cuja

contribuicdo de orbitais é HOMO-6—LUMO (47%),

HOMO-4—LUMO+1  (25%)

HOMO-5—-LUMO+1 (9%), HOMO-4—LUMO+2 (2%), HOMO-3—LUMO+1 (4%),
HOMO-2—LUMO+1 (6%), o orbital HOMO-6 e HOMO-2 possuem maior contribuicdo do
ligante nitrito, enquanto os orbitais LUMO e LUMO+1 sdo formados majoritariamente pelo

ligante fenilpiridina logo, essa transicdo foi atribuida a uma transferéncia de carga do nitrito

para a fenilpiridina.

Tabela 13. Contribuicbes percentuais dos fragmentos do complexo 4-NO; para seus orbitais moleculares.

Orbital Energia (eV) Ir(%) Cp*(%) phpy(%) NO2 (%)
LUMO+10 1,4 33,72 65,25 0,83 0,2
LUMO+9 1,34 56,66 36,47 5,69 1,18
LUMO+8 1,25 86,55 12,4 0,06 0,99
LUMO+7 1,05 80,56 15 4,28 0,16
LUMO+6 0,83 2,73 0,76 96,48 0,03
LUMO+5 0,23 6,93 2,74 89,89 0,44
LUMO+4 -0,11 42,6 25,01 28,51 3,88
LUMO+3 -0,52 31,35 25,31 7,28 36,06
LUMO+2 -0,83 19,04 15,45 4,95 60,56
LUMO+1 -1,01 2,2 0,89 96,23 0,68

LUMO -1,54 2,86 0,80 95,77 0,57

HOMO -5,65 31,35 14,98 40,47 13,2
HOMO-1 -5,77 36,42 37,00 13,66 12,92
HOMO-2 -6,29 13,94 17,06 54,6 14,4
HOMO-3 -6,43 23,87 6,75 53,88 15,5
HOMO-4 -6,74 11,98 16,33 32,36 39,33
HOMO-5 -6,81 54,65 11,06 7,6 26,69
HOMO-6 -7,17 27,25 11,49 20,72 40,54
HOMO-7 -7,53 3,08 3,15 2,1 91,67
HOMO-8 -1,57 31,14 27,32 23,19 18,35
HOMO-9 -7,75 37,3 24,43 28,25 10,02
HOMO-10 -8,05 2,6 0,84 94,18 2,38
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Figura 27. (a) Espectro de absorcéo eletronica na regido do UV-vis para o complexos 4-NO, 6 x 10° mol.L™* (—

) em metanol e a deconvolucéo espectral(—) (b) e o espectro teérico(—).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nenhum dos complexos apresentados tiveram bandas na regido do visivel, o que
dificulta a utilizacdo de irradiacdo de luz visivel como uma forma de ativacdo seletiva para
esses complexos. Entretanto, as bandas em torno de 360 e 380 nos complexos com dppz
possibilitam a utilizacdo de uma fonte de luz UV branda (385-395nm).

4.2.3. Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

A ressonancia magnéetica nuclear (RMN) é um tipo de técnica de espectroscopia de
absorcdo. A RMN é observada quando se incide ondas de radiofrequéncia em uma amostra
que possui is6topos com spin nuclear maior que zero (como é o caso do ‘H, que foi o is6topo
investigado neste estudo) na presenca de um campo magnético. O sinal do RMN reflete o

ambiente quimico em que o nucleo se encontra, quando o ambiente € modificado
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eletronicamente observa-se um deslocamento no sinal do ndcleo. Esse deslocamento quimico

faz com que a RMN seja uma técnica de determinacio estrutural amplamente utilizada’.

4.2.3.1. Complexos coordenados ao ligante Indazol

Os espectros de RMN de *H para os complexos 1-indz (Figura 28) e 2-indz (Figura
29) apesar da presenca de ligantes quelantes diferentes apresentaram desdobramentos
similares para o ligante indazol. Em nenhum dos dois casos, a coordenagédo do ligante indazol
desfez a simetria dos quelantes, logo os 6 sinais dos hidrogénios do indazol podem ser
facilmente identificados.

O espectro de RMN H para o complexo 1-indz teve os sinais dos hidrogénios
marcados de 1-10, com os quatro primeiros do ligante bipiridina sendo considerados como
referentes a dois hidrogénios, devido o ligante ser simétrico. O sinal em 9,66ppm foi atribuido
ao hidrogénio H1 que é um dubleto pois acopla com H2. O sinal em 8,76ppm se refere a um
segundo dubleto atribuido ao hidrogénio H4 que acopla com H3. Os hidrogénios H2 e H3 séo
tripletos, pois cada um deles acoplam entre si e com H1 e H4, respectivamente. O sinal do
hidrogénio H2 encontra-se em 8,18ppm enquanto o do hidrogénio H3 em 8,50ppm.
Lembrando que cada hidrogénio marcado na bipiridina corresponde a integracdo de dois
hidrogénios devido a simetria do ligante, pode-se realizar a quantificacdo dos numeros de
hidrogénio totais, que se mostraram consistentes com a estrutura do complexo.

Com relacdo ao indazol, o sinal de um hidrogénio singleto em 12,61 ppm foi atribuido
ao hidrogénio H10 do ligante indazol (N-H), a sua integracdo destoou dos outros sinais,
todavia devido ao hidrogénio H10 ser um hidrogénio de possivel troca quimica com o
solvente esse comportamento € justificado. O sinal de um singleto em 8,43ppm foi atribuido
ao hidrogénio H5. O sinal de um dubleto em 7,74ppm foi atribuido ao hidrogénio H6, que
acopla com o hidrogénio H7. O espectro apresentou uma aparente anomalia quanto ao sinal de
um dubleto e um tripleto esperados para esse ligante, mas que se apresentaram na forma de
um dnico singleto, atribuidos aos hidrogénios H8 e H9. Apesar do sinal aparentar um singleto
no espectro COSY (Figura 28-b) observa-se acoplamentos entre esse singleto e o tripleto mais
protegido em 7,24ppm que € atribuido ao hidrogénio H7, logo, valida a atribuicdo. Em campo
alto, se encontra o sinal singleto para 15 hidrogénios do ligante pentametilciclopentadienil
(Cp*) em 1,85ppm.
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Figura 28. Espectro de RMN *H para o complexo 1-indz, em (CD3).CO (a) Espectro de RMN COSY para o

complexo 1-indz (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de RMN do complexo 2-idzn apresentou 8 sinais (Figura 29). O sinal
dubleto em 10,15ppm foi atribuido ao hidrogénio H1 que acopla com o hidrogénio H2. O
sinal em 9,08ppm foi atribuido ao hidrogénio H3 que acopla com o hidrogénio H2,
consequentemente formando um dubleto. O hidrogénio H2 acopla com os hidrogénios H1 e
H3, mas como esses hidrogénios ndo sao tdo parecidos como é o caso dos hidrogénios da
bipiridina, ao inves de formar um tripleto observa-se um dubleto de dubleto em 8,48 ppm. O
sinal de singleto em 8,34 ppm possui integracdo para 2 hidrogénios e foi atribuido ao
hidrogénio H4 da fenantrolina que acopla entre si e forma um sinal de singleto, sendo o sinal
de singleto em 8,36ppm atribuido ao hidrogénio H5 do ligante indazol. O sinal em 7,58ppm &
um multipleto que foi atribuido aos dois dubletos que seriam dos hidrogénios H6 e H9,
enguanto o tripleto em 7,37ppm foi atribuido ao hidrogénio H8 e o tripleto em 7,11 ppm foi

atribuido ao hidrogénio H7. O sinal para o hidrogénio 10 foi observado em 13,55ppm como
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um singleto largo, o que pode ocorrer devido a troca quimica com o solvente. O sinal em 1,91

ppm, se trata de um singleto referente aos 15 hidrogénios do ligante Cp*.

Figura 29. Espectro de RMN *H para o complexo 2-indz, em (CD3),CO.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na tabela 14, pode-se comparar os sinais atribuidos ao ligante indazol nos dois
complexos de iridio com o ligante livre. Um sinal promissor de coordenacdo do ligante é o
deslocamento ocorrido quando se passa de um ligante quelante para o outro e quando
comparado ao ligante livre. Os sinais para o ligante se aproximaram mais ao espectro do
ligante livre quando se trocou o sistema de bipiridina pelo de fenantrolina, 0 que sugere uma

interacdo mais forte do metal com o ligante fenantrolina.
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Tabela 14. 'H-RMN para os hidrogénios do ligante indazol nos complexos 1-indz, 2-indz e indazol livre em
(CDg3).CO.

Hidrogénios Indazol 1-indz (ppm) 2-indz(ppm) Indazol
5 8,43 8,36 8,03

6 7,74 7,58 7,77

7 7,24 7,11 7,12

8 7,47 7,37 7,35

9 7,47 7,58 7,58
10 12,61 13,55 12,26

4.2.3.2. Complexos coordenados ao ligante 7-azaindol

Os espectros de RMN de *H para os complexos 1-ain (Figura 30), 2-ain (Figura 31) e
3-ain (Figura 32) apesar da presenca de ligantes quelantes diferentes apresentaram
desdobramentos bastante similares para o ligante 7-azaindol coordenado. Similarmente ao que
foi observado com o ligante indazol, a coordenacéo do ligante 7-azaindol ndo provocou perda
de simetria dos ligantes quelantes.

O espectro de RMN de hidrogénio para o complexo 1-ain, apresentou um sinal de
hidrogénio em 9,85 ppm que foi atribuido ao hidrogénio H1, enquanto o sinal em 8,73 ppm
foi atribuido ao hidrogénio H4. O sinal do hidrogénio H3 foi observado em 8,50 ppm e o do
hidrogénio H2 em 8,22ppm (Figura 30). Considerando que cada hidrogénio marcado na
bipiridina corresponde a integracdo de dois hidrogénios por causa da simetria dos hidrogénios
do ligante, observou-se nimero consistente de hidrogénios na integracdo dos sinais. Os sinais
do ligante 7-azaindol foram atribuidos com auxilio do espectro COSY (Figura 30). O sinal de
singleto em 9,30 ppm foi atribuido ao hidrogénio H10 do ligante 7-azaindol, cuja integracdo
destoou do valor observado para os outros hidrogénios, possivelmente devido a ser um
hidrogénio de troca quimica, além disso apresentou-se como hidrogénio mais protegido do
que esperado. Os sinais esperados para 0s hidrogénios H5 e H7 parecem ter se sobrepostos na
forma de um Gnico dubleto em 8,19 ppm de acordo com a integracao para dois hidrogénios. O
espectro de RMN novamente apresentou uma aparente anomalia, sendo que dois dubletos
esperados para os hidrogénios H8 e H9 surgiram como dois singletos em 6,72 e 7,53ppm,
respectivamente. Entretanto, esses mesmos hidrogénios no complexo 2-ain surgem como dois

dubletos, o que sustenta que tais singletos possam resultar em pequeno desdobramento com
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maior tempo de pulso no equipamento. Na verdade, observa-se uma pequena tentativa de
desdobramento de sinal para o singleto em 6,72ppm. O sinal de tripleto observado em 7,19
ppm foi atribuido ao hidrogénio H6. Por fim, em 1,82ppm observa-se o singleto com

integracdo para 15 hidrogénios, referente ao Cp*.

Figura 30. Espectro de RMN H para o complexo 1-ain, em (CD3).CO (a) Espectro de RMN COSY para o

complexo 1-ain(b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de RMN do complexo 2-ain apresentou 9 sinais principais, numerados de
1-9, apesar de ser possivel realizar sua atribuicdo observa-se pequenas impurezas que nao
puderam ser removidas em processo de recristalizacdo (Figura 31). O sinal em 10,20 ppm é
referente a um dubleto atribuido ao hidrogénio H1, o sinal de dubleto em 8,89 ppm é atribuido
ao hidrogénio H3, e o sinal de dubleto de dubleto em 8,32 ppm referente ao hidrogénio H2 e 0
singleto em 8,22 ppm ao hidrogénio H4. No caso do complexo 2-ain os dubletos dos
hidrogénios H5 e H7 ndo se sobrepuseram, observa-se o dubleto em 8,05 ppm atribuido ao
hidrogénio H5 que experimenta um maior efeito de desblindagem devido a alta
eletronegatividade do nitrogénio piridinico. O sinal de dubleto em 7,54 foi atribuido ao
hidrogénio H7 que acopla com o hidrogénio H6. O hidrogénio H6 acopla com H5 e H7 e foi

apontado como o tripleto em 6,64 ppm. Nesse complexo observa-se 0s dois sinais de dubletos
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em 6,71 e 5,99 ppm atribuidos aos hidrogénios H9 e H8, respectivamente. O sinal em 1,75

ppm encontra-se como um singleto referente aos 15 hidrogénios do ligante Cp*.

Figura 31. Espectro de RMN *H para o complexo 2-ain, em (CD3),CO.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro de RMN H para o complexo 3-ain apresentou 11 sinais principais na
regido aromatica (Figura 32), cujos sinais foram atribuidos com auxilio do espectro COSY
(Figura 32). O sinal de dubleto em 10,35ppm foi atribuido ao hidrogénio H1 do ligante dppz,
gue acopla apenas com o hidrogénio H2, este H2 foi atribuido ao sinal de dubleto de dubleto
em 8,66 ppm. O hidrogénio H2 também acopla com o hidrogénio H3, este origina um sinal
atribuido ao dubleto em 10,02 ppm. O sinal aparentemente de tripleto para 3 hidrogénios em
8,46ppm foi atribuido a uma sobreposicédo do hidrogénio H4 do dppz, que seria um dubleto, e
do hidrogénio H6 do 7-azaindol que também seria um dubleto. O hidrogénio H4 acopla
somente com o hidrogénio H5, que apareceu como um dubleto de dubleto em 8,17 ppm. O

hidrogénio H6 acopla com o hidrogénio H7, que foi atribuido ao tripleto em 7,17 ppm, sendo
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que o hidrogénio H7 também acopla com o hidrogénio H8 que foi atribuido ao dubleto em
8,13ppm. Os hidrogénios H9 e H10 s6 acoplam entre si, logo foram atribuidos aos dubletos
em 6,66 e 7,55 ppm respectivamente. Novamente o hidrogénio H11 se apresentou bastante
protegido em 9,50ppm. Em campo alto, o sinal de singleto para 15 hidrogénios do ligante Cp*

foi observado em 1,90 ppm.

Figura 32. Espectro de RMN *H para o complexo 3-ain, em (CD3).CO (a) Espectro de RMN COSY para o

complexo 3-ain (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na tabela 15, pode-se comparar 0s sinais atribuidos ao ligante livre 7-azaindol e
coordenado nos trés complexos. Indicios de coordenacdo do ligante 7-azaindol foram
observados devido ao deslocamento quimico diferentes promovidos pelos diferentes
complexos em relacdo ao ligante livre. O hidrogénio H5 foi aquele que mais sofreu
deslocamento quimico quando se alterou o tipo de ligante quelante, o que é esperado por ser 0
hidrogénio do carbono ligado ao nitrogénio por onde o ligante sofre coordenacdo. N&o foi
observado um padrao de deslocamento quimico com a coordenacéo, além de uma desprotecédo
da maioria dos hidrogénios do ligante quando comparado ao ligante livre para os complexos
1-ain e 3-ain, com excecdo do hidrogénio do NH. O complexo 2-ain parece ter um
comportamento oposto aos dois outros compexos. Adicionalmente em todos os complexos

descritos os sinais de hidrogénio atribuidos aos ligantes apresentaram integracdo condizente
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com uma proporgdo de 1:1 ligante monodentado/quelante, consistente com a formulacgio

proposta.

Tabela 15. 'H-RMN para os hidrogénios do ligante 7-azaindol nos complexos 1-ain, 2-ain, 3-ain e 7-azaindol
livre, em (CD3).CO.

Hidrogénios 7-azaindol | 1-ain (ppm) | 2-ain (ppm) 3-ain (ppm) 7-azaindol(ppm)
5 (6%) 8,19 8,05 8,45 8,27

6 (7%) 7,19 6,64 7,16 7,06

7(8%) 8,19 7,54 8,13 7,96

8 (9%) 6,72 5,99 6,67 6,48

9 (10%) 7,53 6,71 7,55 7,49

10 (11%) 9,30 - 9,50 11,16

*Para o complexo 3-ain

4.2.3.3. Complexos com o ligante NO2

O ligante NO2™ ndo apresenta sinais nos espectros de 1H RMN, logo, as atribui¢fes
dos espectros de RMN para esses complexos sao relativas aos ligantes quelantes e areno, 0s
quais sofrem mudancgas nos seus sinais quando ha formacdo do complexo coordenado ao
nitrito.

No espectro de RMN do complexo 1-NO; observa-se 4 sinais na regido aromatica
(Figura 33). Um sinal de dubleto em 9,29 ppm atribuido ao hidrogénio H1, um sinal de
dubleto em 8,78 ppm atribuido ao hidrogénio H4, um sinal de tripleto em 8,46 ppm atribuido
ao hidrogénio H3 e um sinal de tripleto em 8,02 ppm atribuido ao hidrogénio H2. O sinal de
singleto em 1,76ppm com integracdo consistente com 15 hidrogénios é atribuido ao ligante
Cp*. Apesar dos sinais do complexo 1-NO2 serem 0s mesmos presentes no precursor observa-
se um deslocamento quimico desses sinais quando comparados no mesmo solvente,

sustentando a formagao do complexo contendo nitrito ao invés do cloreto.
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Figura 33. Espectro de RMN H para o complexo 1-NOz, em (CD3),CO
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Fonte: Elaborado pela autora.

No espectro de RMN do complexo 2-NO2 observa-se 4 sinais na regido aromatica
(Figura 34). O sinal de dubleto em 9,68 ppm foi atribuido ao hidrogénio H1, o sinal de
dubleto em 9,07 ppm atribuido ao hidrogénio H3, o singleto em 8,40 ppm atribuido ao
hidrogénio H4 e o sinal de dubleto de dubleto em 8,36 ppm ao hidrogénio H2. O sinal em
1,84 ppm de singleto para 15 hidrogénios foi atribuido ao ligante Cp*. Similarmente ao
complexo 1-NO, também se observou um deslocamento quimico dos sinais da fenantrolina

quando comparada ao espectro do complexo precursor 2 no mesmo solvente.
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Figura 34. Espectro de RMN H para o complexo 2-NO, em (CD3).CO.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de RMN para o complexo 3-NO: apresentou um pequeno deslocamento
dos sinais atribuidos ao ligante dppz (Figura 35), correspondendo ao sinal de 5 hidrogénios na
regido aromatica com integracdo consistente com 10 hidrogénios do ligante dppz, uma vez
que o ligante é simétrico foram numerados apenas de 1 a 5. O sinal de dubleto em 9,98 ppm
foi atribuido ao hidrogénio H1 que acopla somente com o hidrogénio H2. O segundo dubleto
em 9,82 ppm foi atribuido ao hidrogénio H3 que também acopla com o hidrogénio H2. O
multipleto, ndo muito bem definido, foi observado em 8,52ppm, que possivelmente foi
resultado de uma combinacdo de dois dubletos, apresentou integracdo para 4 hidrogénios. A
coordenacdo do nitrito deve ter provocado o deslocamento dos sinais de forma que os
aproximou levando ao aparente multipleto, sendo atribuido aos hidrogénios H4 e H5 que
acoplam entre si, cujas as vizinhangas quimicas ndo provocariam diferencas significativas. O
ultimo sinal de hidrogénio tratou-se de um dubleto de dubleto em 8,21 ppm, foi atribuido ao
hidrogénio H2 o qual acopla com os hidrogénios H1 e H3. Também foi observado um dubleto
em 9,74 ppm que a principio foi tratado como uma impureza, mas quando feito em DMSO o
espectro de RMN para o complexo (APENDICE E) n&o apresenta esse dubleto, nem o ombro
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no singleto em 1,85 ppm correspondente aos 15 hidrogénios do ligante Cp*, o0 que sugere uma

interacdo com o solvente acetona.

Figura 35. Espectro de RMN H para o complexo 3-NO2, em (CD3).CO.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de *H RMN para o complexo 4-NO, também apresentou deslocamento dos
sinais da fenilpiridina quando comparado ao precursor, similarmente aos complexos
anteriormente descritos. O espectro para o complexo 4-NO; apresentou 8 sinais na regido
aromatica referente aos 8 hidrogénios do ligante fenilpiridina (Figura 36). Com auxilio do
espectro COSY (Figura 36) foi possivel fazer uma tentativa de atribuicdo mais exata. O sinal
de dubleto em 8,78 ppm foi atribuido ao hidrogénio 5, que acopla com o hidrogénio 6. O sinal
de dubleto em 8,07 ppm foi atribuido ao hidrogénio 8 que acopla com o hidrogénio 7. O sinal
de tripleto em 7,94 ppm foi atribuido ao hidrogénio 7 que acopla com 8 e 6. Os dois sinais de
dubletos em 7,81 e 7,78 foram atribuidos aos hidrogénios 1 e 4, respectivamente. O sinal de
tripleto em 7,32 ppm foi atribuido ao hidrogénio 6, que € o Unico acoplamento que pode ser

observado no COSY para o hidrogénio 5. Infelizmente, devido aos sinais estarem muito
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préximos ndo € muito claro, mesmo no COSY, se o sinal de tripleto em 7,13 ppm esta
acoplando com o hidrogénio 1 ou 4. Todavia, devido ao padrdo observado para os hidrogénios
6 e 7, considerou-se o hidrogénio 3 como sendo 0 mais desprotegido. O sinal de tripleto em
7,05 ppm foi atribuido ao hidrogénio 2. O sinal em 1,70 ppm se refere a um singleto com
integracdo para 15 hidrogénios atribuido ao ligante Cp*.

Figura 36. Espectro de RMN H para o complexo 4-NO2, em (CD3),CO (a) Espectro de RMN COSY para o
complexo 4-NO; (b).
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4.2.3.4. Efeito do ligante monodentado no quelante

Os complexos 1-indz, 1-ain e 1-NO2 possuem o mesmo ligante quelante bipiridina, a
tabela 16 apresenta os valores observados para os sinais da bipiridina e do ligante Cp* nos
diferentes complexos preparados e seu precursor. Observa-se que os hidrogénios 1 e 2 que
estdo mais proximos da ligacdo Ir-N (bpy) sdo os mais afetados pela substituicdo dos ligantes
monodentados, tal como esperado, enquanto os valores para os hidrogénios 3 e 4 néo
sofreram mudancas significativas. A ligacdo com o centro metalico protege os hidrogénios
diretamente ligados ao metal e muitas vezes os hidrogénios dos ligantes coordenados,? uma
ligacdo mais efetiva com o metal por parte do ligante monodentado deve desproteger mais 0s
hidrogénios do gquelante, pois uma ligagdo mais forte com o ligante monodentado enfraquece
a ligacdo com o quelante, isso ja foi observado nesse tipo de complexo quando ha substituigcdo

do ligante CI" pelo ligante I~.”* Os hidrogénios metilicos do ligante Cp* parecem ser menos
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sensiveis a essa substituicdo. Através do deslocamento quimico dos complexos o complexo
contendo o ligante 7-azaindol parece haver uma ligacdo quimica mais forte com o Ir(l1l), pois
sua coordenacdo desprotegeu bem mais os hidrogénios da bipiridina que os outros ligantes
empregados. Convém mencionar, que o ligante indazol apresentou resultados semelhantes

como era esperado devido a sua semelhanca estrutural, e por Gltimo o nitrito.

Tabela 16. *H-RMN dos hidrogénios da bipiridina e do ligante pentametilciclopentadienil nos complexos 1-indz,

1-ain e 1-NO;e seu precursor em (CD3).CO.

Hidrogénios 1 1-indz 1-ain 1-NO2

1 9,15 ppm 9,66 ppm 9,84 ppm 9,28 ppm
2 7,94 ppm 8,18 ppm 8,21 ppm 8,01 ppm
3 8,37 ppm 8,50 ppm 8,48ppm 8,45 ppm
4 8,89 ppm 8,76 ppm 8,77 ppm 8,72 ppm
Cp* 1,79 ppm 1,85 ppm 1,81ppm 1,76 ppm

Resultados foram coletados para os complexos 2-indz, 2-ain e 2-NOg, e seu precursor,
que podem ser observados na tabela 15. O hidrogénio 1 do ligante fenantrolina mostrou a
mesma sensibilidade com relacdo a forca do ligante, sendo ilustrada pelo efeito de
desprotecdo, em analogia ao observado com o ligante bipiridina. Entretanto, para a
fenantrolina os hidrogénios mais distantes 3 e 4 sofreram um efeito contrario, enquanto o
hidrogénio 2 sofreu pouca alteracdo. Os hidrogénios metilicos do ligante Cp* ndo seguiram
um padrdo esperado, mas isso pode ser devido a efeitos espaciais (estéricos) ainda néo

claramente elucidados.

Tabela 17. *H-RMN dos hidrogénios da fenantrolina e do ligante pentametilciclopentadienil nos complexos 2-

indz, 2-ain e 2-NO; e seu precursor em (CD3).CO.

Hidrogénios 2 2-indz 2-ain 2-NO2

1 9,56 ppm 10,03 ppm 10,20 ppm 9,67 ppm
2 8,30 ppm 8,48 ppm 8,32 ppm 8,35 ppm
3 9,00 ppm 9,06 ppm 8,89ppm 9,07 ppm
4 8,39 ppm 8,33 ppm 8,22 ppm 8,39ppm
Cp* 1,86 ppm 1,89 ppm 1,75ppm 1,84 ppm
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4.2.4. Espectroscopia de Massa

Espectrometria de massa consiste, de maneira simplificada, na ionizacdo de uma
molécula, sendo em seguida seus ions separados em fungdo da sua razdo massa/carga (m/z).
Entdo o instrumento consiste, basicamente, de uma fonte de ions, um separador ou filtro e um
detector.”

O processo de ionizacdo do composto pode ser realizado por diferentes fontes de ions,
neste estudo a fonte de ion utilizada foi electrospray modo positivo. A ionizagdo com
electrospray é empregada para geracdo de ions de espécies pouco volateis em fase aquosa, foi
o tipo de ionizacéo utilizado nesse estudo.

O Iridio possui dois is6topos Ir*% e Ir'® com abundancias de 37% e 63%,
respectivamente. No espectro de massa para os complexos deste elemento é possivel observar
os dois isétopos consistentes com a presenca do metal. Na figura 37, estdo os dois cétions
observados no espectro de massa para o complexo 1-indz (Figura 37). A presenca do cation
com m/z=301 é um forte indicativo de coordenacdo do ligante, ja que o cation com m/z=242
aparece nos espectros de massa para o0 precursor, essa diferenga é consistente com a massa do

ligante indazol.
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Figura 37. Cations observados no espectro de massa para o complexo 1-indz (a) Espectro de massa para o

complexo 1-indz em metanol (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O complexo 3-NO apresentou em seu espectro de massa (Figura 38) cations
correspondentes com sua estrutura e a presenga do cation [Cp*Ir(dppz)NO:]*
(m/z=656(100%), 654(59.5%)) foi um forte indicativo da coordenacdo do nitrito pois o
segundo sinal apresentado o que foi atribuido ao cation [Cp*Ir(dppz)]?* (m/z=305(100%),

304(59.5%)) é o mesmo céation formado no precursor com perda de cloreto (Figura 38).
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Figura 38. Cations observados no espectro de massa para o complexo 3-NO; (a) Espectro de massa para o

complexo 3-NO, em metanol (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.5. Condutividade Molar

A condutividade elétrica de uma solucéo corresponde a capacidade das espécies no
meio conduzirem a corrente elétrica e isto é dependente da concentracdo do soluto e do
numero de cargas presentes. Caso seja medida a concentracdo das especies no meio e usando
a condutividade molar, é possivel determinar o nimero de cargas existentes em um complexo,
as quais podem ser deduzidas por comparagdo com dados tabelados. "

A condutividade elétrica de uma solucdo é dependente do solvente utilizado e a
escolha do solvente envolve alguns aspectos, tais como: constante dielétrica, viscosidade e

condutividade especifica. Os solventes mais adequados sdo aqueles que apresentam alta
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constante dielétrica e baixa viscosidade, a exemplo da acetonitrila, nitrometano e metanol.
Assim, em um dado solvente, a condutividade elétrica varia linearmente com a raiz quadrada
da concentracéo.

Com o objetivo de confirmar a proporcdo entre céation e anion nos compostos
sintetizados, determinou-se a condutividade molar dos complexos, na concentracdo de 1
mmol L%, em metanol. Os dados obtidos estdo apresentados na tabela 18, cujos valores foram
consistentes com as formulagdes propostas para os 8 complexos sintetizados, indicando

inclusive que ndo ha excesso de contra-ion usado na precipitagdo dos compostos.

Tabela 18. Dados de condutividade para os complexos, ImmolL-*, em metanol.

Complexo Faixa esperada™  Condutividade Molar (S cm? mol?)
[Cp*Ir(bpy)NO2]PFe (1-NO2) 80-115 98
[Cp*Ir(bpy)ain](PFe)2 (1-ain) 160-220 182
[Cp*Ir(bpy)indz](PFs)2 (1-indz) 160-220 178
[Cp*Ir(phen)indz](PFe)2 (2-indz) 160-220 156
[Cp*Ir(phen)NO2]PFs (2-NO2) 80-115 77
[Cp*Ir(bpy)NO;]PFs (3-NO2) 80-115 101
[Cp*Ir(dppz)ain](PFs)2 (3-ain) 160-220 159
[Cp*Ir(bpy)NO2]PFs (4-NO2) 80-115 102

4.3. Ensaios de Clivagem e Modificacdo do DNA Plasmidial

Na busca de se desenvolver novos complexos anticancer e elucidar seu possivel
mecanismo de acdo, faz-se necessario investigar possiveis alvos bioldgicos. A investigacao de
possivel interacdo com o DNA foi realizada, nesse estudo, por eletroforese em gel de agarose.

As fitas do DNA plasmidial utilizado encontram-se altamente tensionada, mantendo-se
na forma de fita dupla superenovelada (FI) (Figura 39-A). Todavia, quando o plasmideo
superenovelado sofre uma ou mais quebras em uma das fitas ha um relaxamento em sua
estrutura “super helicoidal” convertendo o plasmideo para sua forma circular relaxada (FlI).
No entanto, caso ocorra uma quebra dupla ou duas quebras simples nas duas fitas o plasmideo
assume uma forma linear (FII) (Figura 39-A).”® A identificacdo dessas formas pode ser feita
através da aplicacdo da técnica de eletroforese em gel conforme apresentado na figura abaixo
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(Figura 39-B), devido apresentar diferente mobilidade eletroforética. Adicionalmente, a
interacdo de compostos ao DNA pode provocar mudancgas de migracao eletroforética mesmo
sem que ocorra clivagem, tal como observado para interacdo do complexo cis-platina com
DNA.

Figura 39. llustracdo das trés formas do DNA plasmidial (A) e suas diferencas ap0s eletroforese em gel de

agarose (B).

(A) «— Corte corte om
ambas fitas
Superenovelado  Circular aberto Linear
formal formall forma lll
Fl Fll Fl
(B) ) Fll
Flll

—>F|

+v

Fonte: Adaptada da referéncia’”.

4.3.1 Efeito da concentracéo

Para verificar os efeitos frente ao DNA dos complexos coordenados ao nitrito em
diferentes concentragdes, foram preparadas misturas do DNA plasmidial com concentracdes
crescentes dos complexos 1-NO2, 2-NO2, 3-NOz e 4-NOy, que variaram de 5, 25 e 50uM, em
incubacdo por 90 minutos com DNA sem irradiacdo de luz (Figura 40).

Nessas condigdes foi observado que o DNA controle apresentava a forma | (FI)
convertida na forma Il (FII) em cerca de 18%, logo esse valor foi usado como referéncia de
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conversdo zero, e qualquer valor acima deste serd considerado a acdo do complexo. Na
auséncia de luz, ndo houve indicios de clivagem, mas pode-se observar interessantes
alteracbes nos padrGes migratorio que sugerem possivel interacdo com o DNA. Esse
comportamento € particularmente observado nos complexos 2-NOz e 3-NO-, empregando-se
pelo menos 25uM, o que é sugerido pelo retardamento migracional do DNA a fita I, na forma
supernovelada teve um retardamento consistente com reducao de sua carga ao se associar ao

complexo positivamente carregado.

Figura 40. Estudo de Interacéo e Clivagem de DNA (F(I e 11)) empregando-se DNA plasmidial (3,5 ng/pL) e os
complexos 1-NOy, 2-NO,, 3-NO; e 4-NO, em diferentes concentracdes (5, 25 e 50pM) no escuro incubados por

90min.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para efeito de comparacdo, foi feito o mesmo experimento com o0s complexos
precursores (Figura 41). Na figura 41, pode-se observar os precursores de 1 a 4 nas mesmas
concentragfes usadas anteriormente para os complexos em estudo, sendo que ndo ha
evidéncias significativas de que os precursores 1 e 4 clivam ou interagem diretamente com o
DNA, sendo observado apenas um pequeno deslocamento no perfil migratorio e descoloracéo
que foi atribuido a uma interferéncia com o corante, enquanto os precursores 2 e 3 apresentam
evidéncia de atividade frente ao DNA. O precursor 2 contendo fenantrolina aparentemente
segue um perfil de modificacdo do DNA, provocando retardamento de sua migracdo, com
perfil consistente com a concentracdo, tendo certa similaridade com o complexo formado com

0 nitrito. Aparentemente o precursor causou maior retardo migracional, talvez devido a
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hidrélise mais facilitada do precursor que provocaria o aumento de carga do complexo e sua
disponibilidade para interacdo, inclusive por coordenacdo as bases nitrogenadas do DNA.
Com relagéo ao precursor 3 com dppz, 0 comportamento em baixas concentragfes parece ser
inicialmente de interacéo seguida de degradacéo, todavia ndo podemos excluir a possibilidade
do complexo ligado ao DNA provocar certa supressao no sinal do brometo de etidio usado
como agente de deteccdo. O resultado do gel sugere que a 50uM néo se observa mais DNA, o
que pode ter sido completamente degradado, mas que requer confirmacdo com outras
técnicas. Curiosamente, o complexo com nitrito apresenta um comportamento bem mais
moderado, aparentemente pequena interacdo com DNA, mesmo a 50uM, evidenciado pelo
retardamento da migracdo do DNA. Pode-se sugerir que a hidrolise deste precursor facilite

sua interacdo e inclusive possivel atividade nuclease.

Figura 41. Estudo de Interacéo e Clivagem de DNA (F(I e 11)) empregando-se DNA plasmidial (3,5 ng/pL) e os

complexos 1, 2, 3 e 4 em diferentes concentraces (5, 25 e 50M) no escuro incubados por 90min.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2 Influéncia da Irradiacéo de Luz.

Foram realizados estudos a fim de investigar a influéncia da irradiagcdo de luz na
interacdo e possivel degradacdo de DNA. Para isso, utilizou-se uma placa de 96 pocos
contendo LEDs de 3W com comprimento de onda de 390 nm em cada pogo. Nesse

experimento, empregaram-se amostras controle apropriadas, inclusive de DNA sem complexo
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submetido a 30 minutos de irradiacdo. No comprimento de onda utilizado, o DNA controle se
mostrou inalterado e semelhante ao controle no escuro (Figura 42). Para o complexo 3-ain,
observou-se evidentes diferencas entre amostras irradiadas e as mantidas no escuro (Figura
42). Analisando o gel na figura 42 se observa ainda sem irradiacdo houve uma expressiva
alteracdo na migracdo da fita 1 sem que fosse possivel identificar surgimento de fita II,
descartando clivagem de DNA, comportamento esse similar ao observado anteriormente para
0 complexo de dppz coordenado ao nitrito, sugerindo modificacdo direta do DNA. Conveém
reforcar que nesse caso a presenca do ligante 7-azaindol proporcionou uma mais intensa
alteragdo na migracdo do DNA, o que poderia também ser devido ao aumento de carga do
complexo, que com nitrito tinha carga +1 e com 7-azaindol carga +2, apesar de que menor
efeito do que o precursor. Curiosamente, sob irradiacdo houve a evidente formacao de fita Il
do DNA plasmidial promovido pelo complexo na concentragdo de 5uM, que sob crescentes
concentracdes causaram ainda maiores distor¢fes do padrédo migracional do DNA, sugerindo
a possivel degradacdo e modificacdo do DNA. N&o podemos eliminar a possibilidade que tais
fitas sob retardamento sejam derivados de DNA linearizado ou mesmo em maior estagio de
degradacéo hidrolitica. Quando comparado com os complexos anédlogos, precursor 3 e 3-NO>
na mesma faixa de concentracdo, observa-se para 0 complexo 3-ain uma atividade frente ao
DNA bem mais intensa do que o complexo 3-NO., 0 que pode ser atribuido ao fato do
complexo 3-ain possuir carga +2, o que fortalece a interacdo eletrostatica com o DNA como
previamente mencionado. Em relacdo ao precursor, 3, o complexo 3-ain apresentou
semelhancas, ambos os complexos parecem interagir bem por intercalagdo, como esperado
para compostos de dppz, apesar das diferencas de carga, todavia o complexo 3-ain promove

claramente clivagem, enquanto o precursor ndo mostra tais indicios.
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Figura 42. Estudo de Interacdo e Clivagem de DNA (F(I e I1)) empregando-se DNA plasmidial (3,5 ng/uL) e o
complexo 3-ain em diferentes concentracdes (5, 25 e 50uM) no escuro 30min e sob irradiacdo de luz (390nm)

também por 30min.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A influéncia da luz foi também investigada com o complexo 3-NOg, utilizando-se uma
menor faixa de concentracdo (5, 10 e 20uM) comparativamente com o complexo 3-ain
(Figura 43). Para ambos os complexos é notavel que o efeito de irradiacdo seja favoravel para
interacdo dos complexos com 0 DNA, mesmo para a menor concentragdo empregada (5uM).
Esta reatividade pode ser atribuida aos dois complexos contendo o ligante dppz possuirem
bandas intraligantes no comprimento de onda proximo ao de irradiacdo, o que favoreceria
fotolabilizacdo, geracdo de radicais e fotoassociacdo ao DNA, o que néo se observa nos dois
complexos contendo bipiridina, 1-indz e 1-ain, que ndo apresentaram modificacGes quando

irradiados nas mesmas condigdes (Figura 44).
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Figura 43. Estudo de Interacdo e Clivagem de DNA (F(I e 11)) empregando-se DNA plasmidial (3,5 ng/uL) e os
complexos 3-NO; e 3-ain em diferentes concentracdes (5, 10 e 15uM) no escuro 30min e sob irradiacdo de luz

(390nm) também por 30min.
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Figura 44. Estudo de interacdo e clivagem de DNA (F(I e 11)) empregando-se DNA plasmidial (3,5 ng/pL) e os
complexos 1-indz e 1-ain em diferentes concentraces (5, 25 e 50uM) sob irradiacdo de luz (390nm) por 30min

€ no escuro por 30min.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3 Influéncia da Glutationa

A glutationa (GSH) esta presente no citosol das células numa faixa de concentracdo de
0,1 - 10mM. O seu papel bioldgico é de auxiliar a protecdo das células dos intermediarios
reativos de oxigénio, danos causados pela radiacdo UV, e metais pesados com caracteristicas
toxicas, isso devido a sua facilidade em ser oxidada gerando a espécie dissulfeto (GSSH, E°=-
0,246 V vs NHE em tampdo fosfato pH 7,4) e de se coordenar a metais soft, foi reportado que
a glutationa se mostrou fundamental na regulacio de toxicidade da cisplatina.”®’® Uma vez
que todo farmaco, inevitavelmente ao entrar no citosol deverd estar exposto a glutationa,
buscou-se avaliar o comportamento do complexos frente a esse biotiol. Selecionou-se o0s
complexos 3-NO e 3-ain para tais estudos, pois s&o 0s complexos que apresentaram maior
interagdo com o DNA.

Na figura 45, observa-se o perfil migracional do DNA empregado os complexos 3-ain
e 3-NO>, na auséncia e presenca de 5mM de glutationa previamente incubada por 30 minutos.
Observa-se pouca (ou nenhuma) modificacdo no gel, para o complexo 3-ain hd um aparente

efeito, ainda que modesto.
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Figura 45. Estudo de Interacdo e Clivagem de DNA (F(I e 11)) empregando-se DNA plasmidial (3,5 ng/uL) e os

complexos 3-NO; e 3-ain em diferentes concentragdes (5, 10 e 20uM) na auséncia e presenca de GSH(5mM)

\N/'E\_ ~ TN\

durante 30min.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para ndo se descartar de imediato a acdo da glutationa na atividade dos complexos
repetiu-se 0 experimento com um maior tempo de incubacdo (2h). Pode-se observar que ap6s
as duas horas a presenca da glutationa parece bloguear o efeito dos complexos no DNA
(Figura 46). Complexos similares aos em estudo reportaram formacdo de adutos bastante
estaveis com a glutationa o que poderia representar queda na atividade anticancer como se é
observado no caso da cisplatina, entretanto, esses adutos na presenca da coenzima NADH
causam oxidacdo da mesma para NAD", logo, a queda de atividade nuclease observada pode
ndo indicar uma queda em atividade anticancerigena pois ha& estudos sugerindo um
mecanismo de acdo com esses complexos desregulando o potencial redox da célula, ndo
necessariamente envolvendo o DNA.2® Ndo menos relevante, observa-se que com um
adicional de 30 minutos quando comparado ao experimento retratado na figura 40, o
complexo 3-NO apresentou um aumento significativo em atividade nucleasse, inclusive
quase total conversdo a fita Il na concentracdo de 20uM 0 que sugere que a cinética de
ligacdo com o DNA seja mais lenta para esse complexo, mas que a ligacdo ocorre. A cinética

de reacdo também foi associada aos problemas encontrados na reprodutibilidade dos géis,
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como a interacdo se mostrou sensivel ao tempo faz-se necessario um tempo maior de
incubacdo o que mostraria interagdes mais reprodutiveis e mais eficientes para efeito de

comparacéo.

Figura 46. Estudo de Interacdo e Clivagem de DNA (F(I e 11)) empregando-se DNA plasmidial (3,5 ng/uL) e os
complexos 3-NO; e 3-ain em diferentes concentracdes (5, 10 e 20M) na auséncia e presenca de GSH(5mM)
durante 120min.

+GSH 5uM 10pM 20puM SHM 10uM 20uM 5pM 10pM 20pM 5puM 10uM 20uM
\ J | )
1 I
+GSH +GSH

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4. Interacdo com DNA Gendmico de Timo de Bezerro (Calf thymus)

4.4.1 Titulacdo Espectrofotométrica no UV-Visivel

Um método comum aplicado para investigar a interacdo com o DNA se baseia em
avaliar as modificagdes observadas no espectro eletrénico na regido do UV-vis para o
complexo livre em solucdo e quando ligado ao DNA. As bandas de absor¢cdo do complexo
geralmente sofrem efeito batocrébmico ou hipocrdmico quando ligados a dupla helix do DNA
(Figura 47). Enquanto a origem do efeito hipocrémico é complexo, o efeito batocrémico
(deslocamento para o vermelho) ocorre devido um acoplamento entre o sistema © das bases

nitrogenadas e os ligantes aromaticos do complexo.®!

b Fl
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Figura 47. Efeitos possiveis para absorcao apés ligacao entre o complexo e 0 DNA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados da titulagdo evidenciaram efeito hipocrémico quando da adicdo de DNA,
desta forma foi empregada a equacéo 1, descrita no método de Bard e Thorp®® para calcular

as constantes de ligagdo com o DNA (Ky) para os complexos 3, 3-NO> e 3-ain.

Q) (eaen)/(ep-er) = (b — { b-K?C{{DNA]/S}?)/2KsCi

Sendo que &, e € &, sS40 0s coeficientes de extingdo para 0 complexo com uma
quantidade aparente de DNA, sem DNA e totalmente ligado ao DNA respectivamente. Ct é a
concentracdo total de complexo, s é o tamanho do sitio de ligacdo e b= 1 + KyC; +
Ks[DNA]/2s.

A figura 48 apresenta 0s espectros eletronicos durante a titulagio com DNA, bem
como o tratamento de dados na forma do grafico de (ea-€f)/(eb-ef) versus [DNA], de forma a
fazer ajuste por minimos quadrados, calculando o valor de K, de 1,42 x10'M? para o
complexo 3. Estudo similar foi realizado para o complexo 3-NO> cujo valor encontrado para a
constante de ligagdo ao DNA foi de 3,13 x 108 M}(Figura 49), ou seja, quase 30 vezes maior
que o do precursor. A substitui¢cdo do ligante cloro pelo ligante nitrito parece formar um aduto
mais estavel com o DNA o que foi atribuido ao uso de um tampdo contendo 100mM de NaCl
0 que seria suficiente para suprimir a hidrolise do complexo 3, sugerindo que a etapa de

hidrolise é bastante importante para ligagdo com o DNA e o complexo 3-NO2 mostrou com
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incubagdo em maior tempo uma maior atividade nucleasse nos experimentos de eletroforese
(Figura 46). Entretanto, a substituicdo com o ligante 7-azaindol diminuiu a constante de
ligagdo, Kp=5,48 x 10°® M*(Figura 50), 0 que pode ser atribuido ao complexo 3-ain ser

estericamente blindado quando comparado aos outros dois complexos.

Figura 48. Medicéo da interacdo com DNA por espectroscopia eletrdnica (a) Titulagdo para o complexo 3, com
sucessivas adigdes de CT DNA em tampédo TRIS-HCI 50mM + NaCl 100mM pH8. (b) Gréafico com ajuste dos

dados experimentais a equacgdo 1 para medicdo da constante de associacdo para o complexo 3.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 49. Medicdo da interacdo com DNA por espectroscopia eletronica (a) Titulagdo para o complexo 3-NO,
com sucessivas adi¢cbes de CT DNA em tampédo TRIS-HCI 50mM + NaCl 100mM pH8. (b) Gréafico com ajuste

dos dados experimentais a equacdo 1 para medicdo da constante de associa¢do para o complexo 3-NO..
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 50. Medicao da interacdo com DNA por espectroscopia eletrénica (a) Titulagdo para o complexo 3-ain,
com sucessivas adi¢cdes de CT DNA em tampédo TRIS-HCI 50mM + NaCl 100mM pH8. (b) Gréafico com ajuste

dos dados experimentais a equacdo 1 para medicdo da constante de associacdo para o complexo 3-ain.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2 Titulacdo Fluorimétrica em Competicdo com Brometo de Etidio

O brometo de etidio (EB) ¢ uma molécula conhecida por ser capaz de interagir com o
DNA por intercalacdo, ou seja, se dispor entre os pares de bases nitrogenadas do DNA.3
Além disso essa molécula possui uma propriedade de light switch, pois, normalmente em
solucdo aquosa, nao possui fluorescéncia significativa mas quando ligado ao DNA apresenta
forte fluorescéncia, tornando-o um excelente probe para DNA. Esse fenémeno ocorre devido
ao microambiente do DNA ser significativamente hidrofobico e ndo permitir que, uma vez
que tenha havido intercalacdo, moléculas de solvente interfiram nos estados excitados da
molécula, evitando rotas de desativacéo radiativas.®!

Caso se disponha de um complexo também intercalante, esse complexo podera
competir com o brometo de etidio (EB) pela interacdo com o DNA, assim diminuindo a
intensidade da fluorescéncia do brometo de etidio ao passo que mais do composto seja
adicionado. Esse comportamento foi observado com a adi¢do do complexo 3-NO> (Figura 51)

e 3-ain (Figura 52) a uma mistura contendo EB/DNA.
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Figura 51. Titulacdo espectrofluorimétrica de brometo de etidio 1 uM associado ao DNA 20 uM com sucessivas
adicbes do complexo 3-NO;, em tampédo TRIS-HCI 50mM + 150mM NaCl pH8. Aexcitagio = 540nm. Fenda: 1mm.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Figura 52. Titulacdo espectrofluorimétrica de brometo de etidio 1 pM associado ao DNA 20 uM com sucessivas
adicOes do complexo 3-ain em tampéo TRIS-HC1 50mM + 150mM NaCl pH8. Aexcitagio = 540nm. Fenda: 1mm.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A supresséo da fluorescéncia do brometo de etidio ligado ao DNA pelos complexos

foram analisadas empregando-se a equacio linear de Stern-Volmer®® (equacao 2) (Figura 53)

) lo/ 1 = 1+K[Q]

Sendo que loe | séo a intensidade de emisséo sem e com supressor, respectivamente, k
¢ a constante de supressao de Stern-Volmer, e [Q] é a concentracdo do supressor. Os valores
de k = 0,247 £ 0,02 e 0,0181 + 0,0004 para os complexos 3-ain e 3-NO2, respectivamente,
apontam uma elevada capacidade intercalante para o complexo 3-ain.8® A constante aparente
de ligacdo também foi calculada pela equacéo 3.

(3) Kes[EB] = Kapp[Complexo]

Sendo que Keg = 1,0 x 10’ M8 [EB]=1 uM e [complexo] foi a concentracdo que
causou 50% de supressdo da fluorescéncia inicial do brometo de etidio. Kapp = 2,85 x 10 M
foi calculado para o complexo 3-ain, todavia, ndo foi possivel calcular para 0 complexo 3-
NO2, uma vez que mesmo com excesso de 20 vezes ndo se alcancou 50% de supressao,
sugerindo que o complexo 3-NO> tenha menor ligacdo ao DNA, em consisténcia com 0s
dados de eletroforese em agarose. Esse resultado também ndo exclui a possibilidade deste
complexo formar um aduto forte com o CT DNA e que sua interacdo ndo seja exclusivamente

por intercalacgéo.
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Figura 53. Anélise da competicdo dos complexos 3-ain e 3-NO- frente ao brometo de etidio intercalado ao DNA

empregando tratamento Stern-Volmer.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 Screening Anticancer

Com o objetivo de avaliar a possivel aplicacdo dos complexos sintetizados como
agentes anticancerigenos foi feito um screening inicial para verificar o nivel de citotoxicidade
in vitro usando 3 linhagens cancerigenas, HCT-116 (c6lon), PC-3 (prostata) e SF-295
(gliobastoma). O screening foi realizado inicialmente em concentracdo Unica de 5pug/mL para
a maioria dos complexos e seus precursores. Na figura 59, encontra-se o grafico do percentual
de inibicdo de crescimento celular dos complexos com bipiridina (1, 1-NO3, 1-indz e 1-ain)
frente as linhagens celulares. Com excecdo do complexo 1-ain que foi o melhor da série,
nenhum dos outros complexos parecem apresentar uma atividade citotéxica melhorada
quando comparados ao complexo precursor 1 na concentracdo de 9,0 uM, todavia, deve-se
lembrar que o ensaio em concentracdo Unica é realizado usando valor fixo de massa e ndo de
mol, e que os complexos modificados possuem massas molares superiores ao precursor logo,
a concentragcdo em mol, serd& menor. Assim os complexos 1-indz e 1-ain estdo em uma
concentracdo de 5,6 UM e o complexo 1-NO: estda em uma concentracdo de 7,4 puM.
Estruturalmente, os complexos 1-indz e 1-ain sdo bastante similares, e as interagbes com

DNA plasmidial acompanhado por eletroforese também mostraram poucas diferencas, 0 que
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sugere que o complexo 1-ain possua um outro alvo molecular assim tornando-o

significativamente mais ativo que o0 1-indz.

Figura 54. Percentual de inibicdo do crescimento celular (potencial antiploriferativo) para os complexos 1
(9,0uM), 1-NO3 (7,4uM), 1-indz (5,6uM) e 1-ain (5,6uM) frente as linhagens SF-295, PC-3 e HCT-116.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 60 apresenta um grafico de barras comparando atividade citotoxica entre 0s
complexos coordenados ao ligante nitrito e seus precursores nas trés linhagens. O complexo 3-NO;
apresentou a maior atividade antiploliferativa em todas as linhagens celulares e quase o dobro de
atividade quando comparado ao seu, ja ativo, precursor o que poderia ser atribuido a sua elevada
constante de ligacdo com o DNA por apresentar o intercalador dppz. N&o menos relevante observa-se
gue o complexo 3-NO, apresentou significante incremento de atividade comparativamente com o
precursor 3, em todas as linhagens e essa atividade ainda pode oferecer maior seletividade com
aplicagdo de irradiagdo de luz, ainda ndo investigado em ensaios com células. Na verdade, a maioria
dos complexos de nitrito descritos ou tiveram suas citotoxicidades inalteradas ou reduzidas quando
comparados ao precursor com cloreto.
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Figura 55. Percentual de inibicdo do crescimento celular (potencial antiploriferativo) para os complexos 1, 1-

NO3, 2, 2-NO, 3, 3-NOg, 4 e 4-NOy, frente as linhagens SF-295, PC-3 e HCT-116.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados de caracterizacdo por infravermelho, UV-visivel, espectrometria de
massa e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, apontam para a formacdo dos 9
complexos propostos, apesar do complexo 2-ain néo ter sido obtido na pureza desejada para
testes farmacoldgicos. Os ensaios de clivagem e interacdo com o DNA se mostraram
promissores principalmente para o complexo 3-ain que mostrou maior indicio de interacédo, o
que pode ser atribuido a presenca do ligante dppz que se trata de um intercalador bem descrito
na literatura. Apesar do complexo 3-NO- ter apresentado a melhor atividade antiploriferitiva a
coordenacao do nitrito se mostrou interessante apenas para 0 complexo com dppz, ndo sendo
satisfatoria para os outros quelante, provocando reducdo de citotoxicidade. A coordenacéo do
ligante 7-azaindol parece aumentar a citotoxicidade de forma mais satisfatdria apesar de ndo
ter sido possivel identificar o alvo molecular, possivelmente ndo seria 0 DNA. Desta forma,
dentre os 9 complexos descritos, 0 que se mostrou mais promissor seria 0 complexo 3-ain
com atividade nuclease comparavel ao seu ja ativo precursor 3. A introducdo do ligante 7-
azaindol pode permitir uma atividade sinérgica com um segundo alvo molecular. N& menos
relevante seria a atividade nuclease dos complexos com dppz, que podem ser intensificadas
com irradiacdo de luz ultravioleta branda (390nm).

Estudo posterior da cinética dessa interacdo com DNA por eletroforese merecem ser
explorados, uma vez que todos os complexos mostraram indicios de interacdo quando
incubados por um tempo mais longo, indicando que se estd longe do equilibrio durante as
medidas feitas por eletroforese. Convém realizar uma investigacdo com intervalos mais
longos de tempo de incubacdo, que poderia revelar quanto esse valor pode ser otimizado.
Existem outros fatores fisioldgicos que podem interferir com a interacdo dos complexos com
o0 DNA, como é o caso da concentracdo de ions tais como Na* e CI-, por exemplo, que pareceu
dificultar a interacdo do precursor 3 com o DNA. Tendo sido preliminarmente investigado o
efeito da glutationa, que nas condigdes de estudo mostraram inibir interacdes com o DNA,
provavelmente por formacéo do aduto com GSH.

Investigar a seletividade e atividade destes compostos frente a outras linhagens de
células cancerigenas e realizar comparacdo com linhagens de células sadias para verificar se
0s compostos sdo citotoxicos em células cancerigenas seletivamente. A investigacdo do alvo
molecular para os complexos coordenados ao ligante 7-azaindol também é de bastante

importancia para dar passos na investigagcdo do mecanismo de atividade.
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APENDICE A - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PARA O COMPLEXO [Cp*Ir(bpy)CI|CI (1)
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APENDICE B - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PARA O COMPLEXO [Cp*Ir(phen)CI]CI (2)
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APENDICE C — ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PARA O COMPLEXO [Cp*Ir(dppz)CI]CI (3)

| JI‘
N |

H_ '.1-- o |
**“*"'“_J,”'%’W“M,IMWM‘WW”WWWWWWMM{ WL

s

10,0 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0 8.9 8.8 8.7 8.6 85 8.4 8.3 8.2 ppm
- - o T e - -
lss_ g 3 )5 :as[
- o Ll o -

120



121

APENDICE D — ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR COSY PARA O COMPLEXO [Cp*Ir(phpy)CI] (4)
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APENDICE E — ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PARA O COMPLEXO 3-NO2z, em DMSO
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