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RESUMO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga que atinge majoritariamente paises pobres, cujos problemas
de resisténcia bacteriana tem levado a preocupacdes mundiais. O emprego de complexos
metalicos como agentes anti-TB tem sido bastante estudado nos ultimos anos. Complexos
polipiridinicos de ruténio vém sendo desenvolvidos como possiveis agentes terapéuticos,
inclusive em fototerapia. Assim, foram sintetizadas novas possiveis pro-drogas com ligantes
polipiridinicos e benzimidazdlicos coordenados ao centro metalico de ruténio (II), estudando
suas propriedades tais como estabilidade e reatividade, verificando possiveis mecanismos de
acao frente as condigdes bioldgicas e de fotoativagdo. Os compostos foram caracterizados por
técnicas espectroscopicas (RMN de 'H, espectroscopia eletronica e vibracional), eletroquimicas
(voltametria ciclica), e analise elementar, juntamente com simulagdes computacionais (DFT e
TD-DFT). Estudos de reatividade fotoquimica foram realizados por espectroscopia eletronica
e a fotogeragio de espécies radicalares, tais como oxigénio singlete (102). Ensaios de atividade
bioldgica foram realizados frente a bactérias Gram positivas e negativas, Mycobacterium
tuberculosis, bem como também frente a linhagens celulares de mamiferos. Os resultados
obtidos mostraram-se consistentes com a obten¢do dos complexos propostos. O complexo
trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl,] mostrou-se capaz de gerar 'O2 de maneira satisfatoria com ®a= 0,38,
e similarmente cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl;] apresentaram
geracdo 'Oz de ®a = 0,37. Os ensaios fotoquimicos indicam a fotoisomerizagio dos complexos
com ligante fenilterpiridina em suas conformacdes cis e frans com provavel liberacdo da
1soniazida sob irradiagdo de luz visivel. Nos estudos com bactérias Gram positivas e negativas,
ndo se observou atividade bacteriostatica e nem bactericida nos experimentos realizados com e
sem irradiagdo. Nos ensaios biologicos em cepas de M. tuberculosis os complexos cis-
[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] e trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:], apresentaram valores de MIC de 44,8 e
40,6 uM, respectivamente. Nos ensaios de lipofilicidade (logP) os compostos apresentaram
perfil de compostos hidrofilicos. Os complexos apresentaram baixa citotoxicidade seja em
células saudaveis ou cancerigenas, mesmo com luz, sugerindo seguranga em seu uso bioldgico.
Assim, tem-se como perspectiva a modificagdo desses sistemas a fim de conferir melhores

potencialidades biologicas, bem como estudos com outras linhagens celulares.

Palavras-chave: ruténio; fotoquimica; isoniazida; Mycobacterium tuberculosis.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a disease that reaches mainly poor Countries but has caught worldwide
attention due to the number of resistant strains. During the last years, metal complexes have
been studied as potential anti-TB agents. Polypyridine ruthenium complexes have been
developed as potential therapeutic agents, including in phototerapy. Thus, new potential pro-
drugs with polypyridinic and benzimidazolic ligands coordinated to a ruthenium metal center
were synthetized, their properties, such as stability and reactivity, were studied and possible
biological activity and photoactivation were evaluated. All compounds were characterized
employing spectroscopic ('"H NMR, electronic and vibrational spectroscopy), electrochemical
technique (cyclic voltammetry) and elemental analysis along with computational simulations
(DFT and TD-DFT). Photochemical reactivity studies were carried out by electronic
spectroscopy and photogeneration of radical species, such is singlet oxygen (02) measured.
Biological activity assays were done using Gram-positive and Gram-negative bacteria,
Mycobacterium tuberculosis, and also using mammalian cell lines. Our results supported the
proposed structures for the metal complexes prepared. The complex trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:]
showed appealing 'O, generation yield even using red light (®a= 0.38), while trans-
[Ru(pybbzd)(INH)Cl:] promising yield using blue light (®a= 0.37). Interestingly, it was also
noticed suggestive data of photoisomerization of the metal complexes containing
phenylterpyridine ligand in the conformation cis and frans with likely release of isoniazid.
Microbiological investigation using Gram-positive and Gram-negative bacteria did not show
any bacteriostatic/bactericidal activity either with or without light irradiation for the metal
complexes. However, assays with M. tuberculosis using the metal complexes cis-
[Ru(phtpy)(DMSO)CI2] and trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl,], exhibited MIC values of 44.8 and
40.6 uM, respectively, supporting a moderated activity. The metal compounds showed
hydrophilic profile in the lipophilicity assays (LogP). In general, all the compounds showed
low cytotoxicity either in healthy or cancer cells, even upon light irradiation, preliminarily
suggesting they might be safe for biological applications. Based on that, new structural changes
in these metal complexes aiming to improve their biological activity, along with the

investigation of other cell lines, are new steps of this work.

Keywords: ruthenium; photochemistry; isoniazid; Mycobacterium tuberculosis.
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em DMSO na concentracéo de 1 mmol L, na auséncia de luz por 100 min

—Monitoramento  espectroscopico

[Ru(phtpy)(INH)CI;], em DMSO na concentracdo de 1 mmol L?, na

auséncia de luz por 100 mina 25°C

do complexo final trans-

— Monitoramento espectroscopico do complexo trans-

[Ru(phtpy)(DMSO)CI.], em DMSO na concentragéo de 1,0 mmol L%, na

auséncia de luz por 100 mina 25°C

— Monitoramento espectroscopico do complexo trans-

[Ru(phtpy)(DMSO)CI.], em Etanol na concentragio de 1 mmol L, na

auséncia de luz, por 100 mina 25°C

— Monitoramento espectroscopico do complexo trans-

[Ru(phtpy)(DMSO)CI;], em agua na concentragdo de 1 mmol L%, na

auséncia de luz por 100 mina 25°C
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— Monitoramento espectroscopico do complexo trans-
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— Monitoramento espectroscopico do complexo trans-
[Ru(pybbzd)(DMSO)CI;], em DMSO na concentracdo de 1 mmol L, na
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—Espectros  eletrbnicos de absorcdo para 0 complexo cis-
[Ru(phtpy)(DMSO)CI2] em solventes de distintas polaridades, na
concentragdo de 1 mmOl L ...,

—Espectros  eletronicos de absorcdo para o0 complexo trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CI2] em solventes de distintas polaridades, na
concentragdo de 1 MmOl L2 ..o

— Estruturas espaciais para os complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI2] e
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— llustragdo do fendbmeno de solvatocromismo para solventes aproticos. (a)
estado excitado interage mais com o0 meio do que o estado fundamental,
diminuindo a energia de estabilizacéo. (b) O processo inverso é observado,
a interacdo com o estado fundamental é maior do que no estado excitado,
fazendo com que a energia do estado fundamental diminua, aumentando a
energia de estabilizaGho ..o

—Espectro  eletronico de absorcdo para o complexo trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI2] em solventes de distintas polaridades, na

concentragdo de 1 mmol L™t ..o
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1 INTRODUCAO

1.1 Ruténio

O ruténio ¢ um metal pouco abundante na natureza, e pode ser encontrado junto
com demais metais: Pt, Pd, Ir, Os e Rh (GREENWOOD; EARNSHAW, 1993). Ele se localiza
no bloco d, grupo 8, quinto periodo, possuindo a seguinte configuragio eletronica: [Kr] 4d’ 5s';
¢ um metal relativamente caro, duro, quebradico, brilhante, resistente a corrosao, de densidade
12,45 g cm™! e ponto de fusdo elevado, pode possuir os seguintes estados de oxidagdio mais
comuns +2, +3 e +4, mas podem ser encontrados compostos desse metal cujos nimeros de
oxidacao variam de -2 a +8 (LEE, 1999). O ruténio s¢6 foi isolado e identificado como um novo
elemento no ano de 1844 pelo quimico russo Karl Karlovitch Klaus, enquanto este analisava
residuos de platina, o novo elemento ganhou seu nome em homenagem a terra natal de seu
descobridor, Ruthenia (do latim Russia) (SILVA; GUERRA, 2012).

A maior parte do ruténio é proveniente de jazidas de minérios localizadas na Africa
do Sul, nas Américas do Norte e do Sul e nos Montes Urais (Russia). No Brasil, a quantidade
de ruténio encontrado no subsolo ¢ bastante escassa. O ruténio pode possuir as mais variadas
aplicagdes, tais como: produgdo de ornamentos; chips e discos rigidos para computadores
modernos; telas de plasma; fabricagdo de polimeros; na microeletronica em geral (na forma de
filmes); sendo também ¢ utilizado em diversos processos cataliticos, tais como oxidagao,

hidrogenacao etc. (SILVA; GUERRA, 2012).

1.2 Complexos de Ruténio

O ruténio pode formar um elevado numero de compostos de coordenagdo. Os
complexos de ruténio apresentam uma ampla janela de aplicag¢do, incluindo potencial uso
terapé€utico contra agentes infecciosos, cancer e outras doencas (ZENG et al., 2017), aplicagdes
como catalisadores; sensibilizadores em processos de degradacao fotocatalitica, envolvendo
compostos organicos; sensibilizadores em células solares; dentre outras aplicacdes (ALVES et
al., 2010). O ruténio tem sido estudado amplamente como um potencial quimioterapico nas
ultimas duas décadas.

Os compostos de ruténio oferecem diferentes mecanismos de acdo, combinando
alvos distintos e diversas respostas bioldgicas, tendo ainda, geralmente, toxicidade mais seletiva
quando comparados aos complexos de platina, por exemplo, além de poder ligar-se a

macromoléculas bioldgicas como albumina e transferrina. (BERGAMO, et al., 2012).
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Caracteristicas Unicas do ruténio o tornam um potencial agente anticancerigeno atraente tais
como: o acumulo seletivo em células tumorais via interagdo com receptores de transferrina
(superexpressos em cé€lulas cancerigenas), cinética favoravel de troca de ligantes, efeitos
antimetastaticos (de alguns agentes de ruténio), inibicdo do descolamento de células tumorais,
com invasdo, migracao, e readesdo, além de padrdes tinicos de ligagdo ao DNA promovidos via
ligantes periféricos e geometria espacial, dentre outras (ANTONARAKIS, 2010).

Os complexos polipiridinicos de Ru (IT) frequentemente utilizam ligantes quelantes
como 1,10-fenantrolina e seus derivados, podendo apresentar-se biquelato ou triquelato,
podendo ter carater lipofilico e catidnico e geometria octaédrica. A sua geometria e nimero de
ligantes contribuem para sua diversidade de arranjos tridimensionais e possivelmente esteja
associado a vasta atividade bioldgica destes complexos. Em 1952, Dwyer e colaboradores
mostraram que esses tipos de complexos e seus enantidmeros possuiam diferentes atividades
biologicas, tais como toxicidade em modelo murino, acdo inibitoria de enzimas e bactericida.
Dois complexos de ruténio, denominados TLD1433 e NKP1339 (ver figura 1), encontram-se
em fase de testes clinicos e exibem promissoras atividades antitumorais (ANTONARAKIS,

2010; TRONDL, et al., 2014).

Figura 1 - Estruturas quimicas das metalodrogas TLD1433 e NKP1339 de Ruténio
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Fonte: A autora

1.3 Fotoquimica e Fototerapia

Denomina-se fotoquimica a area de estudo das reagdes quimicas provocadas pela
luz. Na realidade, a fotoquimica abrange todos os aspectos da quimica e fisica de estados
eletronicamente excitados da matéria, desde a sua criagcdo até a sua eventual desativacao de

volta ao estado fundamental. Esta abrange as seguintes areas: processos de criacdo do estado
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excitado, dindmica de relaxag¢do e da redistribuicdo da energia de excitagdo entre estados
excitados da molécula imediatamente apds a excitacdo, diversos processos de luminescéncia,
transformagdes quimicas sofridas pelo estado excitado etc. (NEUMANN; QUINA, 2002).

As transformagdes quimicas tipicas de estados excitados incluem a fragmentacao
homolitica ou heterolitica da molécula, com a producdo de intermediarios reativos (radicais
livres, carbenos, cations), rearranjos estruturais da molécula, reagdes bimoleculares como
substitui¢do ou dimerizagao e reagdes de 0xido-reducao (NEUMANN; QUINA, 2002).

Os complexos metalicos com configuragio eletronica d® de baixo spin representam
provavelmente os sistemas mais estudados em fotoquimica inorganica. Os complexos de Ru(II)
sdo de interesse tanto por suas caracteristicas individuais como pela similaridade de seu
comportamento com outros complexos nd®. Esses complexos tém como caracteristica comum
altos rendimentos quanticos de formagao de produtos resultantes da irradiacdo luminosa
(CARLOS, et al., 1997).

A ativacdo fotoquimica ¢ uma maneira atrativa de alcangar controle espacial e
temporal preciso da a¢do biologica de complexos de metais de transi¢do, que se comportam
como pro-farmacos inativos no escuro. Na maioria das vezes, a atividade desses sistemas
baseia-se na formagao de espécies radicalares reativas. Outra abordagem promissora ¢ a geracao
(labilizagao) fotoquimica de ligantes covalentemente associados aos metais de transi¢do. A
labilizagdo fotolitica de moléculas pequenas, biologicamente ativas, do centro metalico, que se
encontravam inativas nos complexos, também se tornaram alvo de esforcos de pesquisa,
chamada no inglés de photo-uncaging (SCHATZSCHNEIDER, 2010).

Os complexos de ruténio tém sido utilizados como possiveis sensibilizadores em
terapia fotodindmica (PDT, do inglé€s Photodynamic Therapy), que envolve o uso de luz para
tratamentos clinicos com a geragdo de ROS (espécies reativas de oxigénio). O uso mais amplo
destes complexos em fototerapias, mesmo sem a geracdo de ROS, tem sido explorado e
mostrado potencialidades, como por exemplo na eliminagdo de células tumorais,
liberacao/ativacao de moléculas biologicamente ativas ou pro-drogas, etc. (XIANG, et al.,, 2017;
RAU; ZHENG, 2012). Para que um composto seja util em fototerapia este deve conter
usualmente sitios de interacdo hidrofobica para que possa ser incorporado nas biomembranas e
eventualmente ao DNA (LIANG et al., 2007; ZAKI et al., 2016), além de ser estavel em meio
fisiologico, e deve, idealmente, absorver luz entre 600 nm a 800 nm (também conhecida como
janela terapéutica), que ¢ uma radiagdo que possui boa penetracdo em tecidos de organismos
vivos (MACHADO, 2000), gerando um resposta biologica terapéutica. Recentemente Smith e

colaboradores (2017) mostraram como complexos de ruténio podem ter atividade
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antibacteriana seletiva, além de liberar uma molécula ativa de isoniazida quando este era
fotoirradiado, promovendo sua a¢do microbicida. O planejamento desses compostos exige uma

combinagdo entre propriedades do metal e de sua associagdo a ligantes especificos.
1.4 Ligantes N-Heterociclicos: derivados piridinicos e imidazolicos

Os ligantes N-heterociclicos podem possuir sistemas aromaticos ou nao, € possuir
anéis conjugados ou ndo, podendo ainda possuir grupos substituintes em suas estruturas. Sua
versatilidade estrutural afeta diretamente suas propriedades fisicas e quimicas
(GERASIMCHUK; BOWMAN-JAMES, 1994). Estes podem realizar interacdes diversas no
organismo com acidos nucléicos, proteinas, enzimas, alcaloides etc. (KAIM; SCHWEDERSKI,
1994). Ligantes N-heterociclicos possuem orbitais m-antiligantes vazios e uma par de elétrons
que ¢ capaz de formar ligacdes o, ocasionando assim o efeito de retrodoacao, doando elétrons
através da ligacdo o e recebendo elétrons do metal através do orbital © antiligante (DUPONT,
2005).

A piridina e seus derivados sdo um dos muitos outros ligantes N-heterociclicos
estudados. Compostos metalicos com piridina e seus derivados sao estudados desde a década
de 60, seus estudos foram motivados pelo fato destes ligantes possuirem estabilidade quimica,
propriedades eletroquimicas e fotoquimicas, o que tornaria complexos que possuisse estes tipos
de ligantes interessantes para as mais diversas aplicagdes (SANTIAGO, 2004). A 4-fenil-
terpiridina (phtpy) € uma destas muitas diversas estruturas polipiridinicas, formando complexos
metalicos com uma grande variedade de ions metdlicos em uma ampla faixa de estados de
oxidagdo (PROKOP, et al., 2017; MA, et al., 2005; FIK, et al., 2015).

Compostos imidazolicos e seus derivados constituem outro tipo de conjunto de
ligantes N-heterociclicos que sdo de grande relevancia devido a sua também vasta aplicagao
quimica e biologica. Apresentando uma estrutura simples, o anel imidazdlico est4 presente na
natureza e desempenha um papel critico em muitas estruturas dentro do corpo humano, tais
como histamina e histidina, oferecendo muitas interagdes bioldgicas, incluindo sua capacidade
de ligacao de hidrogénio com drogas e proteinas (ANDERSON; LONG, 2010).

O benzimidazol, um dos derivados do imidazol, também possui grande relevancia
por apresentar atividade bioldgica contra parasitas (RIZK, 1993) e bactérias (EL-MASRY, et
al., 2000). Algumas unidades heterociclicas com nucleo triazélico possuem propriedades
antibacterianas e fungicidas (GREENFIELD, et al., 1975). O ligante 2,6-bis(benzimidazol-2-
il)piridina coordenado a metais possui atividade catalitica (DAL et al., 2017; GUNNAZ, et al.,
2018; GUNNAZ, et al., 2011), fotossensibilizadora (IMER, et al, 2019), atividade



29

anticancerigena, capacidade de liberagdo fotoinduzida de CO (MANSOUR; SHEHAB, 2017)

etc.
1.5 Tuberculose

A tuberculose (TB) ¢ a segunda doenga com maior causa de mortes provocada por
um Unico agente infeccioso em todo o mundo, atrds apenas da AIDS, sendo transmitida pelo
agente patogénico Mycobacterium tuberculosis (Mtb), descoberto pelo pesquisador Robert
Koch em 1882 (SAKULA, 1982). A TB tem cura e tratamento na grande maioria dos casos, €
conforme a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), apresentou um decaimento de cerca de 40%
em seus numeros de transmissdo na ultima década. Os dados alarmantes s3o parcialmente
associados a coinfec¢do pelo virus HIV sendo que dentre os pacientes portadores de AIDS,
cerca de % do total de infectados morrem em virtude da tuberculose, estando este grupo com
20 a 30 vezes mais chances de se infectar devido ao enfraquecimento das defesas imunolégicas.
(WHO, 2018)

Em 2017, a tuberculose causou cerca de 1,3 milhdes de mortes (figura 2), e entre
pessoas portadoras de HIV houve um aumento de 300.000 mortes em relag@o a anos anteriores.
Em todo o mundo, estima-se que 10 milhdes de pessoas desenvolvam a doenga; dentre estes
5,8 milhoes serao homens, 3,2 milhdes serao mulheres e 1 milhdo serdo criangas. A tuberculose
resistente aos medicamentos continua sendo um grave problema e fonte de crise de saude
publica. A estimativa ¢ que em todo o mundo, em 2017, 558.000 pessoas desenvolveram TB
resistente a rifampicina (RR-TB), (uma das drogas de primeira linha mais eficazes), e destes,

82% tinham tuberculose multirresistente (MDR-TB) (WHO, 2018).
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Figura 2- Estimativa da incidéncia de TB em 2017, para paises com pelo menos 100.000

casos incidentes.
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Fonte: Global tuberculosis report 2018. Geneva: World Health Organization; 2018.

Trés paises representaram quase metade dos casos mundiais de MDR / RR-TB:
india (24%), China (13%) e a Russia (10%). Além disso, estima-se que 23% da populagio
mundial (cerca de 1,7 bilhdo de pessoas) tenham uma infec¢ao latente por TB e correm o risco
de desenvolver doencga tuberculosa ativa durante o tempo de vida (WHO, 2018).

Atualmente o tratamento da TB tem duragdo de 6 a 12 meses, € consiste no uso de
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol por dois meses na fase intensiva, € no uso de
rifampicina e isoniazida por quatro meses na fase de manutengdo (figura 3). Este tratamento
pode variar de acordo com a resposta do paciente. (SOUSA; VASCONCELOS, 2005)
Entretanto, nas tltimas décadas vem surgindo expressivo nimero de bactérias multirresistentes
aos atuais medicamentos utilizados, trazendo uma preocupacdo adicional, deixando a
comunidade médica em intenso alerta (VIGANOR et al., 2015). O surgimento dessas bactérias
multirresistentes se deve em grande parte ao abandono do tratamento pelos pacientes, € também
pelo uso indiscriminado de medicamento antibacterianos sem prescricdo médica. A TB
multirresistente requer tratamento por dois anos com coquetel de pelo menos cinco drogas que
tendem a ser mais caros, dentre eles estdo: bedaquilina, etionamida, cicloserina, moxifloxacina
e estreptomicina, além de drogas de primeira linha: pirazinamida e etambutol. Alguns pacientes
tém problemas de toxicidade, incluindo cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e ototoxicidade.
(YUAN; SAMPSON, 2018) A busca por novos agentes antituberculose tem se intensificado

nas ultimas décadas de forma a suprir um necessario arsenal de novas drogas.
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1.6 Isoniazida

A hidrazida do acido isonicotinico, isoniazida (piridina-4-carbohidrazida, ou INH)
¢ um dos agentes terapéuticos mais eficazes, amplamente utilizada e econdmica para tratar a
tuberculose. (LABORDE; DERAEVE; BERNARDES-GENISSON, 2017) Este composto foi
sintetizado por H. Meyer e J. Mally em 1912 como parte de seu trabalho de doutorado, a partir
do tratamento do éster do acido isonicotinico com solugdo aquosa de hidrato de hidrazina.
(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001) Foi inicialmente introduzida no tratamento
antituberculose em 1952, e ¢ usado desde entdo como droga de primeira linha, juntamente com
rifampicina, pirazinamida e etambutol. (LABORDE; DERAEVE; BERNARDES-GENISSON,
2017).

Figura 3 - Estruturas das principais drogas de primeira linha empregadas no tratamento da

Tuberculose
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Fonte: A autora

Apesar de muitos estudos terem sido realizados durantes as ultimas décadas a fim
de melhor compreender o mecanismo de agdo da isoniazida, este ainda ndo é completamente
elucidado. Takayama, Wang e David (1972) sugeriram que a inibi¢do da sintese dos acidos
micolicos estava intimamente associada ao mecanismo primario de agdo da isoniazida nos
bacilos da tuberculose. Posteriormente, Zhang et al. (1992) observaram que a multirresisténcia
do Mycobacterium tuberculosis estava ligada diretamente a mutagdes da enzima KatG
(catalase-peroxidase), que ndo conseguiam ativar a isoniazida. Em 1994, Johnsson e Schultz

mostraram que a enzima KatG teria papel chave na ativacdo da isoniazida em célula
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micobacteriana. A importancia da isoniazida como inibidor da enzima enoil redutase (InhA) foi
descrito por Li, Wei e Tu (2000), enquanto Wilming e Johnsson (1999) evidenciaram a
importancia do cofator NAD"/NADH no mecanismo de a¢do da isoniazida.

Atualmente ha um expressivo nimero de estudos sustentando que a isoniazida ¢
uma pro-droga, que ¢ ativada por meio oxidativo catalisado pela enzima KatG, de forma que
assim ela possa inibir a enzima InhA (enoil-acil redutase (ACP)) que esta envolvida na sintese
de acidos graxos da parede celular do Mtb. A agdo oxidativa da KatG na isoniazida produz
varias formas de adutos INH-NAD, resultantes da rea¢io com NAD"/NADH, que inibem InhA.
Este aduto INH-NAD se origina da reagdo entre o intermediario ativo, o radical isonicotil, como
o cofator NAD'/NADH. (LABORDE; DERAEVE; BERNARDES-GENISSON, 2017) A
figura 4 mostra o mecanismo atualmente proposto e mais aceito para ativacao da isoniazida.

Por meio de diversos estudos espectroscopicos e teoricos, acredita-se que o
mecanismo de ativagdo da INH envolve a sua oxidacdo, ocorrendo primeiro a oxidacdo da
funcdo hidrazil no atomo de nitrogénio proximal seguida por uma transposi¢ao para o radical
de nitrogénio distal que induz uma clivagem homolitica da ligagdo C(=0O)-N para gerar a

espécie radicalar isonicotil e outros produtos.

Figura 4 - Proposta de mecanismo de ativacdo da isoniazida por KatG (catalase-

peroxidase).
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Fonte: Adaptado de Laborde; Deraeve; Bernardes-Génisson, 2017. Com permissdo de (ChemMedChem, 2017,
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Copyrigth pode ser encontrado no Anexo A.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As atuais drogas empregadas no combate ao Mycobacterium tuberculosis
encontram-se em numero limitado, e causam diversos efeitos colaterais, tais como: nauseas,
vOomitos, ictericia, perda de equilibrio, asma, alteragdes visuais, diminui¢do da audigdo,
neuropatia periférica e até cegueira. (SOUZA; VASCONCELOS, 2005) Esses efeitos colaterais
e o longo tratamento levam a um grande abandono do tratamento por parte dos pacientes, que
podem causar adicionais maleficios, tal como o surgimento de cepas resistentes aos
medicamentos utilizados. O aumento da resisténcia a multiplas drogas traz a necessidade de
novos medicamentos eficazes frente a estas cepas. Além disso o tratamento de pacientes
portadores de cepas com multipla resisténcia aumenta de 10 a 15 vezes os custos e o tempo de
tratamento, além de que drogas de segunda linha apresentam elevada toxicidade causando
adicionais danos secundarios ao paciente. (ARBEX, et al., 2015)

A isoniazida ¢ uma das drogas de primeira linha mais eficazes no tratamento da
tuberculose; uma das rotas mais frequentes de resisténcia a esta droga se deve a inatividade da
enzima de ativacdo, KatG, que impede a oxidacdo da isoniazida e geracdo do radical
isonicotinoil que ird atuar diretamente inibindo a formagdo da parede celular da bactéria,
levando assim a sua morte. Outros meios de ativagdo da isoniazida tem sido de grande interesse
por parte da comunidade cientifica, quer seja por meios de fotoativagcao ou oxidagdo mediada.
Um trabalho dentro dessas perspectivas ja foi desenvolvido pelo grupo da Bioinorganica (UFC),
tendo originado um candidato a droga com oxida¢ao mediada (IQG607).

Assim, o objetivo deste trabalho ¢é sintetizar novas possiveis pro-drogas com
ligantes polipiridinicos e benzimidazolicos coordenados ao centro metéalico de ruténio (II),
estudando suas propriedades tais como estabilidade, reatividade e eficdcia no combate ao
Mycobacterium tuberculosis, verificando possiveis mecanismos de agdo frente as condic¢des
biologicas e de fotoativagao.

Sao objetivos especificos deste trabalho:

e Sintetizar complexos do tipo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL:], trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:],
trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl], trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl:] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI:]
(ver figura 5);

e (aracterizar estruturalmente estes complexos através das técnicas de espectroscopicas (ex.
eletronica na regido do ultravioleta e visivel, espectroscopia vibracional na regido do

infravermelho, ressonancia magnética nuclear de 'H), voltametria ciclica e analise elementar;
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e Estudar a reatividade fotoquimica dos complexos sintetizados empregando luz visivel (nas
regides do azul e vermelho) e ao abrigo de luz, monitorando mudangas espectrais por
espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-Vis;

e Realizar célculos tedricos de DFT e TD-DFT, a fim de fornecer informacdes eletronicas e
estruturais dos complexos sintetizados.

e Avaliar a capacidade de fotogeracdo de espécies reativas de oxigénio como 'Oy;

e Determinar a lipofilicidade do complexo (LogP);

e Realizar ensaios bioldgicos em cepas de Mycobacterium tuberculosis e bactérias Gram

positivas e negativas;

Figura 5 - Estruturas dos Compostos Sintetizados: a-) trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:], b-)
trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:], c-) cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL:], d-) trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] e e-) trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl.].
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Fonte: A autora
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3 MATERIAIS E METODOS

As sinteses dos complexos foram realizadas no Laboratério de Bioinorganica, do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica (DQOI), da UFC. As anélises de RMN 'H
foram realizadas no Centro Nordestino de Aplicagao e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear
— CENAUREMN (UFC). Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratério Integrado de
Biomoléculas - LABS (UFC).

3.1 Argonio

Durante a sintese dos precursores trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;], trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CIl2] e cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;], foi utilizado argénio de procedéncia
WHITE MARTINS®. O gés foi tratado em um sistema constituido de colunas contendo silica

gel, cloreto de célcio e o catalisador BTS-R-11.9, para remocao de tragos de oxigénio e dgua.
3.2 Reagentes, solventes e solucoes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica, sem
purificacdo prévia. A dgua utilizada em algum dos procedimentos foi obtida de um equipamento
de ultrapurificagdo de grau milliQ (Direct Q 3UV, com bomba MILLIPORE). A tabela 1

apresenta os reagentes utilizados e suas procedéncias.

Tabela 1 — Reagentes utilizados e suas respectivas procedéncias.

Reagentes/Solventes Procedéncia
RuCl3.3H20 SIGMA-ALDRICH
Isoniazida SIGMA-ALDRICH
Etanol TEDIA
Dimetilsufoxido SYNTH
Acetona SYNTH
Pyridine-2,6-dicarboxylic acid SIGMA-ALDRICH
o-phenylenediamine SIGMA-ALDRICH
Phosphoric acid SIGMA-ALDRICH
NaHCOs3 SYNTH
Metanol TEDIA

Benzaldehyde SIGMA-ALDRICH
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Etanol SYNTH
2-acetylpyridine SIGMA-ALDRICH
NaOH SYNTH
NH4+OAc VETEC
CHCI3 SYNTH
EtO VETEC
Acido trifluoroacético TEDIA
NaOH TEDIA
Perclorato de tetrabutilamoénio FLUKA
DMF VETEC
KBr SIGMA-ALDRICH

Fonte: A autora

Os reagentes cloreto de ruténio(IIl) hidratado (RuCls.3H20), etanol, DMSO, ¢
acetona foram utilizados na sintese do precursor [Ru(DMSO)4Cl;]. Os reagentes acido piridina-
2,6-dicarboxilico, o-fenilenodiamina, bicarbonato de sédio, metanol, acido polifosforico foram
utilizados na sintese do ligante 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina, e os reagentes benzaldeido,
etanol, 2-acetilpiridina, hidroxido de sodio, e acetato de amodnia foram utilizados na sintese do
ligante 4'-fenil-2,2":6',2"-terpiridina. Os solventes organicos cloroférmio e éter etilico foram
utilizados nas etapas sintéticas para obten¢ao dos complexos. DMSO foi utilizado na obtengao
dos espectros eletronicos.

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se como eletrdlito suporte
uma solugdo 0,1 mol L' de perclorato de tetrabutilamoénio (PTBA) em acetonitrila, grau HPLC,
de procedéncia Tedia. N-octanol proveniente da Sigma-Aldrich foi utilizado nos ensaios de

lipofilicidade.

3.3 Equipamentos e técnicas experimentais

3.3.1 Espectroscopia Eletronica de Absorc¢ao na Regiao do UV-vis

Os espectros eletronicos na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos utilizando-
se um espectrofotdmetro Varian, modelo CARY 5000 UV-Vis-NIR. As medidas foram feitas

usando-se cubetas de quartzo retangulares com caminho 6ptico de 1 cm.
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3.3.2 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-se
um espectrofotometro de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR da ABB Bomem
FTLA 2000-102 com janela espectral de 400 a 4000 cm™. As amostras foram analisadas na

forma de pastilhas com brometo de potéassio (KBr).

3.3.3 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e COSY foram obtidos a
partir de um espectrdmetro AVANCE DPX 300 Bruker, a 300 MHz, utilizando-se como

solvente dimetilsulféxido (DMSO) deuterado e metanol deuterado.

3.3.4 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas dos complexos sintetizados foram realizadas utilizando-
se um sistema eletroquimico potenciostato/galvanostato BAS Epsilon E2 818 a temperatura
ambiente, utilizando uma célula convencional de trés eletrodos. As medidas eletroquimicas para
os compostos foram realizadas em solugdo de perclorato de tetrabutilaménio (PTBA) 0,1 mol
L' em acetonitrila e DMSO, utilizando eletrodos de carbono vitreo, platina e Ag/AgCl imerso
em solu¢do contendo o eletrolito utilizado como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia,
respectivamente. Utilizou-se ferroceno como padrdo interno, admitindo que o par redox
ferroceno (Fc+/0) apresenta E1, = 0,326 V vs Ag/AgCl. Sendo esse previamente desaerado por

20 minutos antes das medidas.

3.3.5 Rendimento quintico (geracio de '02)

O calculo da geracao de oxigénio singlete (®a) foi determinada aplicando 1,3-
difenilisobenzofurano (DPBF) como sonda, via fluorescéncia (DING et al., 2006). Os espectros
foram obtidos nas seguintes condi¢des: Aexe =410 nm, varredura = 420 - 550 nm e fendas = 0,3
mm. O experimento foi realizado com 2,5 mL das solugdes dos complexos (20 pmol L) em
etanol ou acetonitrila contendo 20 pmol L' de DPBF adicionados em uma cubeta de quartzo.
A irradiacao das amostras foi efetuada com um sistema de mono LED, LEDs de Amax = 632

nm (vermelho) e Améx = 463 nm (azul) em intervalos de 4 minutos e 5 segundos,
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respectivamente. Azul de metileno e [Ru(bpy)s]*>* foram usados como padrdes. O valor de ®a

para os complexos foi determinado a partir da equacao (1): (WILKINSON et al., 1995).

ka ®A(amostra)
kp @A (padrio)

Sendo que ka e kp sdo os coeficientes angulares das curvas cinéticas do grafico In
(I/Io) vs tempo de irradiagao da amostra e do complexo padrdo. I e Ip sdo as intensidades dos

espectros de emissdo em varios tempos € no tempo zero, respectivamente.

3.3.6 Coeficiente de Particao (LogP)

Os valores de coeficiente de parti¢do (log P) para os complexos sintetizados foram
determinadas pelo método “shake-flask”, utilizando-se como fase organica n-octanol e uma fase
aquosa. Uma aliquota de 3 mL da solucao de particdo (complexo em agua) foi transferida para
uma cubeta de quartzo para que seja lida e registrada a absorbancia inicial da solugdo para a
particdo. Posteriormente, 3 mL da solugdo de particdo (fase aquosa) foi transferido para um
béquer e 3 mL de n-octanol foi adicionado. Em seguida, a solu¢do foi submetida a agitacao
magnética por 24 horas. Apos esse periodo, a solugdo foi transferida para tubos de eppendorf e
submetidos a centrifugagdo (7 minutos) para separar totalmente as duas fases. Posteriormente,
uma aliquota de 2,5 mL da fase aquosa ¢ transferida para uma cubeta de quartzo, de caminho
optico de 1 cm, e realizada a leitura da absorbancia final. Os procedimentos foram realizados

em temperatura de 25°C e o logP foi calculado através da equacdo 2 abaixo:

[Ru](octanol)

Lipofilicidade = LogP = Log( TR (agua)

) (2)

Sendo que [Ru](octanol) € a concentracdo do composto em 1-octanol e [Ru](agua) &
a concentracdo do composto na fase aquosa A concentragdo em fase organica foi obtida de
maneira indireta, através da determinacgdo da absorcao inicial e final, ou seja, antes e depois da
particdo do complexo (RAMA et al., 2006). Para a quantificagdo da concentragdo em fase
aquosa foi realizado curvas de calibragdo para cada um dos complexos. As medidas foram

realizadas em duplicata.
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3.4 Sintese dos complexos e ligantes

3.4.1 Sintese do precursor cis-[Ru(DMSQ0)4Cl:]

Esse composto precursor foi preparado conforme metodologia descrita na literatura,
cujas caracterizagdes se mostraram consistentes com o reportado (RAUCHFUSS, 2010).

Em um baldo de 100 mL de fundo redondo equipado com um condensador e uma
barra de agitacdo magnética foram adicionados RuCl3:3H20 (2,00 g, 7,65 mmol) parcialmente
dissolvido em etanol (50 mL). A mistura foi agitada e aquecida sob refluxo durante 3h e durante
esse tempo o material de partida se dissolveu completamente mudando a cor da solugdo de
marrom para verde escuro. Apdés o primeiro tempo reacional o etanol foi removido por
rotaevaporagao e o residuo oleoso verde escuro restante foi dissolvido em DMSO (cerca de 8
mL) num baldo de fundo redondo de 100 mL. A mistura foi colocada novamente em um banho
de glicerina a 150 °C e agitado por 2h. Nos primeiros minutos, a solu¢do torna-se mais fluida e
sua cor muda de verde escuro para laranja (cor tipica de intermediarios Ru(III)-cloreto-dmso).
Apds 1 h, foi possivel observar-se a formagdo de um produto solido amarelo. Apds o
resfriamento a temperatura ambiente, mais produtos precipitaram. A formagdo do solido
cristalino amarelo ¢ completada pela adicdo de acetona (60 mL) apds manter a suspensdo em
repouso a temperatura ambiente durante 1 dia, o produto final foi recolhido por filtracdo e
cuidadosamente lavado com acetona (cerca de 5 mL), e seco a vacuo. Rendimento: 3,02g (5,72

mmol, 75%).

o oésMez
\ |
RuCL . HLO DMSO Mezs///,,,R el
u 3. 2 L u
A Me,S* | g
ol Mezs\

cis-[RuCl,(DMSO),]

Fonte: A autora
3.4.2 Sintese dos ligantes 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina e 4'-fenil-2,2':6',2''-terpiridina
O ligante 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina foi preparado conforme metodologia

descrita na literatura, cujas caracterizagdes se mostraram consistentes com o seu preparo (LI et

al., 2008), obtendo-se 56 % de rendimento.
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Em um baldo de fundo redondo de 125 mL foram adicionados 3,35 g (20 mmol) de
acido 2,6- piridinodicarboxilico, 4,7 g (44 mmol) de 1,2-fenilenodiamina e 160 g de acido
polifosforico. A mistura foi aquecida em um banho de areia a 210 °C durante 6 h sob agitagao
magnética. Apds o resfriamento a temperatura ambiente a mistura foi lavada com cerca de 500
mL de dgua em pequenas quantidades para obtengdo do precipitado azul esverdeado que foi
recolhido por filtracdo e em seguida suspenso sob aquecimento com cerca de 10g de carbonato
de sodio em solugao aquosa (300 ml) para neutralizagdo da mistura a pH 8. O solido resultante

foi filtrado e recristalizado a partir de metanol para dar origem a um so6lido amarelo palido.

$
X . H
NH2 Acido N = N

o > o O: Polifosforico = N \

N
NH N
OH OH NH2 A

icido 2,6- piridinodicarboxilico  1,2-fenilenodiamina 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina

Fonte: A autora

O ligante terpiridinico (4'-fenil-2,2":6',2"-terpiridina) foi preparado de acordo com
metodologia descrita na literatura, cujas caracterizacdes se mostraram consistentes com o
reportado. (HARRISON et al., 2013; ZIESSEL et al., 2004) Com rendimento de 69,21%.

Parte 1: Benzaldeido (12,2 mL, 12,7 g, 0,120 mol) foi adicionado a um balao de
fundo redondo contendo 126 mL de EtOH e 90 mL de H>0 MilliQ seguido por 2-acetilpiridina
(30,1 mL, 32,5 g, 0,268 mol). NaOH (7,2 g, 0,18 mol) também foi adicionado ao meio reacional
e a solucdo rapidamente ficou vermelha. Em cerca de 1-2 minutos um sélido branco comegou
a precipitar. Depois de agitar a solugdo por 1 hora o precipitado branco foi recolhido por
filtragdo a vacuo em um funil de porosidade média, e lavado com EtOH gelado e seco ao ar
(35,0 g, 0,106 mol, 88% de rendimento). Parte 2: Ao precipitado recolhido na etapa 1 (17,5 g,
0,0530 mol) foi adicionado EtOH (500 mL) e em seguida NH4OAc (35 g, 0,45 mol). A solugao
foi mantida sob refluxo e agitacdo magnética. Apos cerca de 37 horas de reagdo, a solugao
mostrou-se homogénea e amarela. Apos resfriamento, um precipitado amarelo formou-se, o
qual foi recolhido por filtragdo a vacuo em funil de porosidade média, e lavado com EtOH, e
seco ao ar (7,8 g, 0,025 mol, 48% de rendimento). O filtrado foi posteriormente diluido com
500 mL de H>O, e mais precipitado amarelo formou-se. O sélido foi coletado e filtrado a vacuo,
em funil de porosidade média, e em seguida lavado com uma quantidade minima de EtOH, e

SE€CO ao ar.
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i) NaOH
—+ —_—
— CH, ii) lig. NH;OAc
N
(o] P
(o]
2-acetil piridina Benzaldeido

4'-fenil-2,2':6',2""-terpiridina

Fonte: A autora

3.4.3 Sintese dos complexos cis-|[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] e trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:]

Os complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl:] e trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI,] foram
preparados conforme metodologia descrita na literatura, cujas caracterizagdes se mostraram
consistentes com o reportado (ZIESSEL et al., 2004). Para obtencdo do complexo na
conformacdo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl.] faz-se necessario que a sintese seja realizada sem
abrigo de luz, deste modo, para obtengdo do complexo na outra conformacgdo: trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CIl;] faz-se necessaria prote¢ao a exposicao a luz.

Uma mistura de cis-[Ru(DMS0O)4Cl2] (0,212 g, 0,44 mmol) e 4'-fenil-2,2":6',2"-
terpiridina (0,102 g, 0,44 mmol) em 20 mL de CHCI; foi desaerada com argonio por 10 minutos,
e logo apos foi aquecida a 80 °C e mantida sob agitacdo magnética por 12h em um frasco
Schlenk. Durante esse tempo a solugdo tornou-se marrom e um precipitado marrom (para o
complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2]) ou purpura (para o complexo trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CI:]) se formou lentamente. Depois de ser resfriada a temperatura ambiente,
a solugdo foi concentrada sob vacuo para cerca de 2 mL e resfriado a -20 °C, o sélido foi
recuperado por filtracdo e lavado com Et,O (cerca de 10 mL) e posto sob vacuo até secura. O
complexo na forma cis foi isolado com rendimento de 57 % (0,3187 g, 0,572 mmol). O

complexo na forma trans foi isolado com rendimento de 19,82% (0,1105 g, 0,198 mmol).

H4C

o\ ¢ o cH
HSC/S//I'R| ‘\\\CI H3C\ II\\\ 3

O/l o 0 3 | \\\\\\

Hi¢ ) CH, A,8h CI—Ru‘\ N
~S< |
H,c” CH, cl
cis-[Ru(DMS0),Cl,] 4'-fenil-2,2':6',2""-terpiridina cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl,]

Fonte: A autora
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H382§'R| ‘SQ/OCH"Q' N CHCI, e, c|:|

H¢ @ cH, A.8h ols Rlu‘ N
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cis-[Ru(DMSO),Cl,] 4'-fenil-2,2':6',2""-terpiridina trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl,]

Fonte: A autora

3.4.4 Sintese do complexo trans-[Ru(phtpy)(INH)CI:]

Uma mistura contendo frans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl.] (0,150 g, 0,27 mmol) e
isoniazida (0,0403 g, 0,29 mmol), em 20 mL de CHCI3, sob abrigo de luz, foi aquecida a 80 °C
e agitada por cerca de 12h em um frasco Schlenk. Durante este tempo a solugdo tornou-se
marrom clara e um precipitado cinza escuro se formou lentamente. Depois de ser resfriada a
temperatura ambiente, a solu¢ao foi concentrada sob vacuo para cerca de 2 mL e o sélido
marrom formado foi isolado por filtracdo em funil de placa porosa, sendo lavado com éter

etilico (cerca de 10 mL). O rendimento desta sintese foi de 66 % (0,1090 g, 0,177 mmol).

Cl Cl
H3C | R H,N- N _CHCL  HN- N R \\\
H ?N
7 'S >/ -l A, 12h K
HiC ¢ CI
trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl,] Isoniazida f trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl,]

Fonte: A autora

3.4.5 Sintese do complexo frans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:]

Uma mistura contendo trans-[Ru(DMS0)4Cl>] (0,4845 g, 1 mmol) e 2,6-bis(2-
benzimidazol)piridina (0,3113 g, 1 mmol), em 20 mL de CHCI3, foi desaerada com argonio por
10 minutos, e em seguida mantida aquecida a 80 °C e sob agitacdo por 12h em um frasco
Schlenk. Durante este tempo a solu¢gdo mudou de amarelo para violeta e um precipitado marrom
se formou lentamente. Depois de resfriada a temperatura ambiente, a solucao foi concentrada
sob vacuo para cerca de 2 mL e o s6lido marrom castanho foi isolado por filtragdo sob vacuo,

e em seguida lavado com Et;O (cerca de 10 mL), (0,2705 g, 0,482 mmol, 48 % de rendimento).
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Fonte: A autora

3.4.6 Sintese do complexo frans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:]

Uma mistura contendo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] (0,150 g, 0,267 mmol) e
isoniazida (0,0403 g, 0,294 mmol), em 20 mL de acetonitrila, foi aquecida a 80 °C e agitado
magneticamente durante cerca de 8 h em um frasco Schlenk. Durante este tempo a solucao
tornou-se marrom clara e um precipitado cinza escuro se formou lentamente. Depois de ser
resfriada a temperatura ambiente, a solucdo foi concentrada sob véacuo para cerca de 2 mL e o
solido marrom foi filtrado sob vacuo até secura e lavado com Et2O (cerca de 10 mL). (0,1541

g, 0,000248 mol, 92,96 % de rendimento).
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Fonte: A autora
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3.5 Estudos de reatividade

3.5.1 Monitoramento espectrofotométrico da fotolise dos complexos sintetizados

empregando LED azul e vermelho

Empregando-se espectroscopia eletronica na regido do UV-Visivel, avaliou-se a
fotorreatividade dos complexos sintetizados em diferentes condi¢des de irradiacdo, e pH 7.4,
observando-se suas mudangas espectrais. Os ensaios fotoquimicos foram realizados irradiando-
se uma solucdo dos complexos nas seguintes concentragdes: 30, 40 e 50 pmol L' com LED
azul e vermelho de 20 W por tempos variados até a estabilizagdo do processo fotoquimico. A
mistura fotolisada foi monitorada periodicamente por UV-vis. As medidas foram realizadas em
intervalos iniciais de 5-10 min e posteriormente de 20-30 min, por um tempo total de até cerca

de 350 min (média) de irradiagdo.

3.5.2 Monitoramento espectroscopico da estabilidade dos complexos na auséncia de luz

Empregou-se espectroscopia eletronica na regido do UV-Visivel e avaliou-se a
estabilidade dos complexos na auséncia de luz. Os ensaios foram realizados com solugdes dos
complexos nas seguintes concentra¢des: 30, 40 e 50 umol L nos solventes DMSO, EtOH,
MeOH e H>O. As analises foram monitoradas pelo tempo de 100 min, e acompanhadas

periodicamente por UV-Vis (leitura a cada 5 minutos).

3.5.3 Monitoramento espectroscopico da estabilidade dos complexos em diversos solventes

Empregou-se espectroscopia eletronica na regido do UV-Visivel e avaliou-se a
estabilidade dos complexos em diversos solventes proticos e aproticos. Os ensaios foram
realizados com solugdes dos complexos na concentragio 100 umol L™ nos solventes DMSO,

DMF, EtOH, MeOH, H-O, acetonitrila, acetona, diclorometano.

3.6 Calculos teoricos

Célculos computacionais foram realizados no Centro Nacional de Processamento
de Alto Desempenho da Universidade Federal do Ceara (CENAPAD-UFC), utilizando os
softwares GaussView 5.0 (DENNINGTON, et al., 2009), para geracdo dos inputs e o
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Gaussian09 (FRISCH, et al., 2009) para execucao dos célculos. A otimizagdo das geometrias
dos complexos foi realizada utilizando Teoria do Funcional de Densidade (DFT), por meio do
funcional hibrido B3LYP (LEE, et al., 1988; BECKE, 1992; STEPHENS, et al., 1994). Usando-
se como conjunto de bases LANL2DZ (HAY; WADT, 1985) para descri¢gdo do atomo de ruténio
e 6-31G (FRENKING; KOCH, 1986) para os demais atomos. Simulagdes envolvendo a
presenca de solvente serdo efetuadas com uso do modelo de solvatagdo polarizada continua
(PCM)(MENNUCCI, 1997). Os espectros eletronicos tedricos foram simulados através de
Teoria do Funcional de Densidade Dependente do Tempo (TD-DFT) (MARQUES, et al., 2012)
também utilizando o funcional B3LYP e o conjunto misto de bases citado anteriormente. A
determinagdo dos valores de contribuigdes percentuais de orbitais bem como andlise das
transi¢des eletronicas foram efetuadas utilizando os softwares Chemissian 4.23 ¢ GausssSum

3.0.

3.7 Ensaios farmacologicos

3.7.1 Citotoxidade in vitro

A determinagdo do potencial citotoxico foi realizada no Laboratério Integrado de
Biomoléculas (LIBS), coordenado pelo prof Dr Edson Teixeira do Departamento de
Engenharia de Pesca da UFC, através do método do MTS. As linhagens MCF-7
(adenocarcinoma de mama), LNCaP clone FGC (carcinoma da prdstata metastatico), A549
(carcinoma de pulmdo humano) e L1929 (fibroblastos murino), foram obtidas da ATCC®
(American Type Culture Collection), EUA, através do Banco de células do Rio de Janeiro
(BCRJ). As linhagens MCF-7 e LNCaP foram cultivadas em frascos T-25 contendo meio RPMI
1640 Medium (GE-Hyclone®) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (GIBCO®
- life Technologies), 1% de L- Glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (GIBCO® - life Technologies) e mantidos a 37°C, em uma atmosfera de 95%
de umidade e 5% de CO. As linhagens A549 e NCTC929 foram cultivadas em meio DMEM
(GE-Hyclone®) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (GIBCO® - life
Technologies), 1% de L-Glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(GIBCO® - life Technologies) e mantidos nas mesmas condigdes descritas acima. O meio foi
trocado a cada trés dias e ao atingirem 90% de confluéncia as células foram tripsinizadas (0,025%

tripsina / 0,1% EDTA) para subcultura e/ou ensaios.
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3.7.2 Avaliacdo do efeito dos complexos na viabilidade celular de células saudaveis e

tumorais

Apos a tripsinizacdo, as células (2 x 10%/200 puL/pogo) foram incubadas em placas
de poliestireno de fundo chato (96 pocos), e mantidas por 24 horas em estufa a 37°C, 95% de
umidade e 5% de CO». Posteriormente, o meio foi retirado e adicionou-se 200 pL de meio
contendo os complexos (trans-[Ru(pybzd))(DMSO)Cl2] (chamado de Ruténio-A); trans-
[Ru(pybbzd)(INH)CI>] (chamado de Ruténio-B); trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI,] (chamado de
Ruténio-C); e trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl;] (chamado de Ruténio D) em diferentes concentragdes
(0,1-100 uM). O experimento foi realizado em dois grupos: A: Apds a adicdo do composto as
placas foram incubadas por 72 horas a 37°C; B: Apds a adicdo do composto as placas foram
incubadas por 2 horas, submetidas a a¢do de luz azul durante uma hora e posteriormente
incubadas por 72 horas antes da analise. Ap0s, essa etapa o meio foi retirado e substituido por
100 pL de meio ndo suplementado no qual foi adicionado 20 pL da solugdo de sal tetrazolium
MTS (CellTiter 96® Aqueous MTS Reagent Powder, Promega, W1, USA) de acordo com
recomendacoes do fabricante.

A densidade o6tica foi mensurada em um leitor de microplacas (SpectraMax 13
Multi-Mode Microplate Reader) com comprimento de onda de 490 nm. Foram realizados trés
ensaios de viabilidade independentes e em triplicata. A viabilidade celular foi calculada pela

equagdo 3 abaixo, e posteriormente calculou-se o ICso.

AbS 490 nm (cOMpostos)

Viabilidade celular (%) = X 100% (3)

AbS490 nm (controle)

3.7.3 Atividade antibacteriana

A susceptibilidade bacteriana dos complexos de ruténio sintetizados neste trabalho
foi avaliada pela concentracdo bactericida minima (MBC) e pela concentragdo minima
inibitéria (MIC) dos complexos. O ensaio foi testado com a metodologia de microdiluigdo em
caldo seguindo as normas padronizadas pelo CLSI (CLSI, 2015), de microdilui¢do seriada em
placas de 96 pocos. Primeiramente o complexo foi solubilizado em uma emulsdo (agua
destilada estéril e DMSO 8%). Posteriormente, realizou-se uma dilui¢do seriada para obtengao
de diferentes concentragdes (500 a 7.8 in pg/mL ') da substancia. Para a determinagio da
atividade antimicrobiana, os complexos foram submetidos ao teste de microdiluig¢do utilizando

placas de poliestireno de 96 pogos. Cada poco da placa foi preenchido inicialmente com 100
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pL dos complexos de ruténio em diferentes concentragdes. Em seguida, adicionou-se 100 pL
da suspensio bacteriana (concentragio de 2x10° cfu mL™'), obtendo-se um volume final de 200
uL. Essas placas foram submetidas a irradiagdo com LED azul ou LED vermelho por 1 hora, a
37°C com 5% de CO,. Como ndo houve nenhuma atividade, os experimentos foram refeitos
apds uma hora de incubagao na estufa, para logo em seguida serem irradiados novamente pelos
LED’s.

A avaliagdo do crescimento bacteriano foi mensurada através da turbidez dos pogos
com auxilio do leitor de microplacas (SpectraMax 13), a um comprimento de onda de 620 nm.
Para a medi¢do de MBC, foram removidos 10 pL de cada pogo onde n3o apresentaram
crescimento microbiano apos 24 horas de incubagao, seguido de inoculagdo em placas de petri
com meio BHI 4gar e posteriormente incubadas sobre as mesmas condi¢des ja descritas. Apos

o periodo de 24 horas avaliou-se a presenca de unidades formadoras de colonias (ufc).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo dos ligantes 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina e 4'-fenil-2,2':6',2"'-

terpiridina

4.1.1 Analise Elementar

A fim de validar a formulag¢do proposta dos ligantes sintetizados, empregou-se a
técnica de analise elementar de carbono, nitrogénio e hidrogénio (CHN), cujos resultados estao
apresentados na tabela 2 para os ligantes 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina e 4'-fenil-2,2":6',2"-
terpiridina. Convém mencionar que se considerou a presenga de 4gua proveniente da sintese do
ligante 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina.

Tabela 2 - Resultado de analise elementar de CHN para o ligante 2,6-bis(2-
benzimidazol)piridina (pybbzd).

Ligante 2,6-bis(2-

benzimidazol)piridina (pybbzd) - Elemento quimico/(%)
Ci9H13Ns.2H20
C N H
Valor Experimental 65,52 20,02 4,71
Valor Teorico (+2H20) 65,69 20,16 4,93

Erro relativo para pybbzd + 2H2O 0,25 0,69 4,46

Ligante 4'-fenil-2,2':6',2'"-terpiridina
(phtpy) — C21H15N3

Elemento quimico/(%)

C N H
Valor Experimental 80,84 13,31 4,77
Valor Teorico 81,53 13,58 4,89
Erro relativo 0,85 1,98 2,45

Fonte: A autora

Os resultados desta medida mostraram valores percentuais para C, H e N para os
dois ligantes consistentes com as formulagdes propostas apresentando erro percentual menor
que 5% para o ligante 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina (considerando a presenca de 2 moléculas

de 4gua) e erro menor que 2,5% para o ligante 4'-fenil-2,2":6',2"-terpiridina.
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4.1.2 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

As figuras 6 e 7 ilustram os espectros vibracionais na regido do infravermelho para
os ligantes 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina e 4'-fenil-2,2":6',2"-terpiridina, respectivamente, os
quais foram usados no preparo dos complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)ClL:], trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2], trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:], trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl:], e trans-
[Ru(pybbzd)(INH)CI2]. As atribuigdes das bandas observadas foram feitas com base na
literatura (LI et al., 2008; e KATCKA e URBANSKI, 1964).

Figura 6 - Espectro vibracional na regiao do Infravermelho do ligante 2,6-bis(2-

benzimidazol)piridina em pastilha de KBr.
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Fonte: A autora

Para o ligante 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina foram identificadas bandas
referentes ao estiramento da ligagio N-H em 3404, 3190 e 3056 cm™'; estiramentos simétricos
das ligagdes C=C e C=N em 1604 e 1573 cm!, respectivamente; estiramento C-N caracteristico
dos anéis aromaticos em 1276 cm™', deformagdo angular N-H em 1319, 1433 e 1458 cm™,

deformacio angular fora do plano da C-H (oop) de anéis aromaticos em 740 e 821 cm™.
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Figura 7 - Espectro vibracional na regido do Infravermelho do ligante 4'-fenil-2,2":6',2"-

terpiridina em pastilha de KBr.
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Fonte: A autora

Com respeito ao ligante 4'-fenil-2,2":6',2"-terpiridina, foram identificadas bandas
referentes ao estiramento da ligagdo C-H caracteristica de aromaticos em 3061 e 3013 cm™;
estiramentos simétricos das ligagdes C=C e C=N em aromaticos em 1611 e 1436 e 1428 cm™,
respectivamente; estiramento C-C em aromaticos em 1583 ¢cm™!, deformagdo angular do anel
aromatico em 1384 cm’™!, e deformagdo angular fora do plano da C-H Csp? (oop) de anéis
aromdticos em 775 cm™.

Um resumo das atribui¢des pode ser visualizado na tabela3 a seguir:



51

Tabela 3: Bandas mais relevantes dos ligantes sintetizados medidos por FTIR.

3404, 3190 e 3056 3061 e 3013
1604 1611
1573 1436 ¢ 1428
1569 1583
1321, 1433 e 1458
1315 1384
1232 1276
740 e 821
742 775

*oop= Out-of-plane

Fonte: A autora

4.1.3 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H.

Os espectros de RMN de 'H para os ligantes 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina e 4'-
fenil-2,2":6',2"-terpiridina foram obtidos e sdo ilustrados nas figuras 8 e 9. As atribuigdes foram
realizadas conforme a literatura. (HARRISON et al., 2015; ZHANG et al.,2005).

Para o ligante 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina os sinais de multipletos em 7,33 ppm

e 7,77 ppm foram atribuidos aos hidrogénios benzilicos no anel aromatico (H-5 e H-4,
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respectivamente). O tripleto em 8,18 ppm e o dubleto em 8,35 ppm sdo atribuidos aos
hidrogénios H-1 e H-2 do anel piridinico, respectivamente. O singleto em 13,0 ppm foi

atribuido ao hidrogénio (H-3) do grupo imina.

Figura 8 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H para o ligante 2,6-bis(2-
benzimidazol)piridina em DMSO deuterado obtido em 300 MHz.
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Fonte: A autora

Com relacdo ao ligante 4'-fenil-2,2".6',2"-terpiridina (phtpy), observou-se um
tripleto em 7,35 ppm que foi atribuido ao hidrogénio H-7, enquanto os tripletos mais protegidos
em 7,45 ppm e 7,52 ppm foram atribuidos aos hidrogénios H-1 e H-2, respectivamente. O
dubleto de dubletos em 7,87 ppm e 7,92 ppm sdo atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-6,
respectivamente. O dubleto em 8,67 ppm foi atribuido ao hidrogénio 5. O sinal em 8,76 ppm
(singleto sobreposto por um dubleto) ¢ referente ao hidrogénio H-4 que nao acopla com nenhum

outro hidrogénio e H-8, respectivamente.
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Figura 9 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H para o ligante 4'-fenil-2,2":6',2"-
terpiridina em DMSO deuterado obtido em 300 MHz.
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Fonte: A autora

4.2 Caracterizacao dos complexos cis-|[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:;] e trans-[Ru(phtpy)(INH)CL].

4.2.1 Analise Elementar

Realizou-se andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) nos
complexos, conforme apresentado na tabela 4. Os percentuais teoricos e os erros relativos de C,
H e N para os dois complexos precursores e trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:] (considerando-se a

presenca de 1 molécula de agua de cristalizagdo) sdo apresentados logo a seguir.

Tabela 4. Dados de analise elementar de C, H e N para o precursor trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] e o complexo trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI:] e seus erros relativos.

trans-|Ru(phtpy)(DMSO)CI:] - C23H,:CLLN;ORuS Elemento quimico/(%)
C N H
trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] - Experimental 47,08 10,91 3,27

trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] - Teérico 49,56 7,54 3,44
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trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] - Erro relativo 5,00 44,59 4,95
cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2] - C2:H2CLN;ORuS Elemento quimico/(%)
C N H
cis-|Ru(phtpy)(DMSO)CI:] - Experimental 46,54 7,14 3,89
cis-|Ru(phtpy)(DMSO)CI:] - Teoérico 49,56 7,54 3,44
cis-|Ru(phtpy)(DMSO)CL:]- Erro relativo 6,09 5,23 13,08
trans-|Ru(phtpy)(INH)Cl;] - C;7H2:C1,NsORu.H,O Elemento quimico/(%)
C N H
trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:] - Experimental 50,54 12,06 3,59
trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:] - Teérico 52,61 13,63 3,27
trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:] - Erro relativo 3,94 11,52 9,78
Erro relativo para Complexo + 1H,O 1,11 8,98 2,57

Fonte: A autora

Observou-se que os valores obtidos para o produto isolado em comparag¢do ao
esperado pela formulagdo proposta foram moderadamente satisfatorios para o complexo trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI:], considerando ainda presenca de dgua de cristalizacdo, possivelmente
proveniente da sintese. Todavia, os resultados para o complexo precursor trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2], mesmo com tentativas de 4guas de cristalizagdo, se mostrou
insatisfatorio, exigindo que novas medidas sejam realizadas, entretanto outras técnicas
sustentam a obtencdo desse precursor, como posteriormente descrito. Os resultados para o
complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:] apresentaram valores moderadamente satisfatorios, que
em conjunto com outras técnicas de caracterizac¢do sustentam a obtencao desse precursor. Ainda
assim, novas analises deverdo ser realizadas para esses trés complexos metalicos, a fim de se

obter valores mais satisfatorios.

4.2.2 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

A figura 10 ilustra os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os
complexos trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CL], trans-[Ru(phtpy)(INH)CL:], bem como para o
precursor cis-[Ru(DMSO)4Clz] e para o ligante 4'-fenil-2,2":6',2"-terpiridina. As atribui¢des
foram feitas com base na literatura. (RAUCHFUSS, 2010; HARRISON et al.,2013; e ZIESSEL
et al.,2004).
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Figura 10 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante a-) 4'-fenil-2,2":6',2"-
terpiridina (phtpy), b-) cis-[Ru(DMSO)4Clz], c-) trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CL:], d-) trans-
[Ru(phtpy)(INH)Cl;], em pastilha de KBr.
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Fonte: A autora

Nos espectros apresentados na figura 10, ndo mais se observa, para o complexo
final contendo o ligante isoniazida (cis-[Ru(phtpy)(INH)CI:], linha em rosa), as bandas
vibracionais em 987 cm’, 1012 cm™, 1080 cm™ e 929 cm™ referentes ao ligante DMSO
oriundas do precursor cis-[Ru(DMSO)4Clz], consistentes com a completa substituicdo do
DMSO. Pode-se verificar também a presenca das bandas em 3434 ¢cm™' no complexo final
referente ao grupo amida do grupo hidrazina da INH, uma banda mais intensa em 1417 e 1473
cm’! referente ao grupamento C=C dos anéis aromaticos, e em 1706 cm™ referente ao
estiramento C=0 da isoniazida, também h4d uma banda em 1417 e 1473 cm’' referente ao

dobramento N-H caracteristico das amidas. (PAVIA et al., 2010; BECK, 1965). Um resumo dos
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dobramentos e estiramentos para o ligante, precursor € complexos pode ser observado abaixo

na tabela 5:

Tabela 5: Bandas mais relevantes dos ligantes sintetizados medidos por FTIR.

3061 e 3013
- - - 1706
1611 - 1635 1660
1583 - 1606 1608
1600 - 1614 1615
1427 - 1417 1415
- - - 1417 e 1473
925, 987, 1080 e
- 997 -
1012
752 - 769 767

Fonte: A autora
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4.2.3 Espectroscopia de absorcio eletrénica na regiio do UV-Vis

Realizou-se também anélise por meio de espectroscopia eletronica na regido do UV-
vis para obtencdo do espectro de absor¢ao dos complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl2] (HARRISON et al., 2013; ZIESSEL et al.,
2004). Adicionalmente, utilizou-se calculo computacional para estimar a natureza e energias
das transi¢des eletronicas dos complexos, empregando teoria do funcional da densidade
dependente do tempo (TD-DFT), a fim de auxiliar na interpretagdo dos resultados
experimentais. Os espectros calculados via TD-DFT sao apresentados nas figuras 11 a 16,
correspondendo aos complexos estudados neste trabalho. Ha satisfatéria concordancia entre os
espectros tedricos e experimentais para os complexos. Desse modo, podemos interpretar as
propriedades espectroscopicas dos complexos em termos de suas energias e distribui¢des
espaciais dos seus orbitais moleculares.

Para o complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Clz], o espectro eletronico obtido
experimentalmente e por calculos computacionais esta representado na figura 11, bem como a
distribui¢do dos orbitais HOMOs e LUMOs na figura 12.

Ziessel e colaboradores (2004) trabalharam com um sistema anélogo tendo como
ligante terpiridina, neste trabalho foi empregado um derivado terpiridinico contendo o grupo
fenil modificando a terpiridina. Os autores atribuiram as bandas de forte intensidade e de maior
energia localizadas em torno de 286-330 nm, para ambos os complexos contendo DMSO, as
transicdes m-m* do ligante derivado terpiridinico (IL, intraligantes)(ver apéndice

A).(DEARMOND; CARLIN, 1981)
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Figura 11- Espectros eletronicos do complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl>] (0,1 mmol L)

em DMSO, experimental (------ ) e teorico (------ ).
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Fonte: A autora

Observa-se para o espectro eletronico, em DMSO, na regido do ultravioleta, a
presenca de bandas intensas em 281 e 330 nm. Os dados de TD-DFT indicam que a transi¢ao
em 281 nm tem contribuigdes dos orbitais moleculares HOMO-6 ->LUMO+1 (95%)
(majoritaria) e HOMO-10 - LUMO (3%), enquanto a banda em 330 nm tem contribuigido
majoritaria dos orbitais moleculares HOMO-8 = LUMO (92%), conforme pode ser visto na
Figura 8. Os orbitais HOMO-6, HOMO-8 e HOMO-10 apresentam diferentes contribui¢des dos
ligantes e do metal, mas, tem contribuicdo majoritaria dos ligantes cloretos e phtpy, podendo-
se afirmar que as bandas em 281 e 330 serdo classificadas como do tipo intraligantes (IL) e
transferéncia de carga ligante-ligante (LLCT), respectivamente.

Na regido do UV proximo e visivel, observa-se para o trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CIlz], bandas em 392, 526 e 685 nm, sendo que a banda em 392 nm,
conforme os calculos tedricos, é composta pela transigdo HOMO-2 - LUMO+1 (98%). Uma
vez que o orbital HOMO-2 tem composi¢do predominante do atomo de ruténio, isso permite
classificar aquela transicdo como de transferéncia de carga metal ligante (MLCT). A banda em

526 nm tem a seguinte contribuicdo majoritaria: HOMO-1 - LUMO (34%), HOMO -
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LUMO+1 (60%), HOMO-1 - LUMO+1 (4%). Sabendo-se que os orbitais HOMO ¢ HOMO-
1 também tem componente majoritario do metal, e que LUMO e LUMO+I tem carater
essencialmente do ligante phtpy, essa banda também ¢ denominada como uma transi¢ao do tipo
MLCT. A banda mais deslocada para regido do vermelho, em 685 nm, ¢ composta pelas
transigoes HOMO - LUMO (99%), o que também a caracteriza como uma transigdo MLCT,
uma vez que o orbital HOMO ¢ composto majoritariamente pelo centro metalico e o LUMO

pelo ligante phtpy.

Figura 12- Contribuic¢des dos orbitais moleculares: trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI;] em fungao
de seus fragmentos: Ru (----), phtpy (), Cl- (----), DMSO (----).
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Fonte: A autora

Para o complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] o espectro tedrico obtido por calculo
computacional estd apresentado na figura 13, bem como alguns de seus orbitais moleculares na

figura 14.
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Figura 13 - Espectros eletronicos do complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl,] (0,1 mmol L)

em DMSO, experimental (------ ) € tedrico (------ ).
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Fonte: A autora

No espectro tedrico do complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:], na regido do
ultravioleta, observa-se a presenca de bandas intensas em 286 e 318 nm. Os dados de TD-DFT
indicam que a transi¢do em 286 nm tem contribui¢des dos orbitais moleculares HOMO-7 =
LUMO+1 (46%), HOMO-6 - LUMO+1 (16%), HOMO-2 - LUMO+4 (30%) HOMO-4 >
LUMO+1 (4%), enquanto a banda em 318 nm tem contribui¢des majoritarias dos orbitais
moleculares HOMO-1 = LUMO+4 (88%) e HOMO-5 = LUMO+1 (4%). Conforme pode ser
visto na figura 14 com as contribuigdes de cada orbital, a transicdo do HOMO-7 para o
LUMO+1 tem maior contribui¢dao dos ligantes DMSO e phtpy sera classificada como do tipo
ligante para ligante, ja os orbitais HOMO-6 e HOMO-4 tem contribui¢des majoritarias do
ligante phtpy podendo-se afirmar que essa transi¢ao da banda em 286 nm sera classificada como
do tipo intraligante. Os orbitais HOMO-1 e HOMO-5 tem diferentes contribuicdes dos ligantes
e do metal sendo esta classificada como do tipo LLCT, similarmente ao observado para o
complexo na configuragdo trans.

Na regido do visivel, observa-se uma banda em 506 nm, a qual, conforme indicado

pelo calculo tedrico, é composta pelas transigoes HOMO-1 - LUMO (72%), HOMO ->
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LUMO+1 (17%), HOMO-2 - LUMO+1 (8%). Os orbitais HOMO, HOMO-1, HOMO-2 tem
composi¢ao predominante do centro metélico, sendo esta uma transi¢do do tipo transferéncia

de carga metal ligante (MLCT).

Figura 14 - Contribuic¢des dos orbitais moleculares: cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI>] em funcao de
seus fragmentos: Ru (----), phtpy (), CI' (----), DMSO (----).
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Fonte: A autora

Interessante observar que para os complexos precursores nas formas isomeéricas cis
e trans ha um distinto comportamento espectral. Essa diferenca se mostra particularmente
distinta no visivel, tendo o complexo #rans uma banda mais deslocada para a regido do vermelho,
em 526 nm, além de outra transi¢do em torno de 685 nm, enquanto o complexo cis apresenta
apenas uma banda MLCT em 506 nm. E provavel que o deslocamento batocromico observado
para o complexo trans esteja relacionado a uma diminui¢do da diferenca de energia entre os
orbitais HOMO/LUMO (tendo as simetrias C; e Cs os complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:]
e trans-[Ru(phtpy)(DMSO)ClL;], respectivamente), sendo que o complexo trans tem na posi¢ao
oposta a piridina central o ligante DMSO, que retira densidade eletronica do centro metalico

mais fortemente que na conformagao cis.
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Para o complexo trans-[Ru(phtpy)(INH)CI2], o espectro obtido por TD-DFT esta
apresentado na figura 15. Para este complexo observa-se que o espectro teorico, na regido do
ultravioleta, exibe bandas intensas em 286, 317 ¢ 324 nm. Os resultados de TD-DFT, para a
banda em 286 nm, indicam contribui¢des dos orbitais moleculares HOMO-10 - LUMO (48%),
HOMO-9 - LUMO (23%), HOMO-8 - LUMO (8%), HOMO-7-> LUMO (7%), HOMO-
7> LUMO+2 (2%), HOMO-4 - LUMO (2%), HOMO-3 - LUMO+1 (3%), cujos orbitais
HOMO tem diferentes contribuigdes dos ligantes isoniazida, cloreto e phtpy, sendo esta

transigdes classificadas como do tipo LLCT.

Figura 15- Espectros eletronicos do complexo trans-[Ru(phtpy)(INH)CL>] (10 mol L") em
DMSO, experimental (------ ) e teorico (------ ).
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Fonte: A autora

A banda em 317 nm tem contribuigoes HOMO-4 - LUMO (72%), HOMO-3 >
LUMO+I1 (16%), HOMO-1 - LUMO+7 (3%), conforme pode ser visto pelo diagrama com as
contribui¢des de cada orbital, HOMO-1, HOMO-3 ¢ HOMO-4 tem contribui¢des no metal,
phtpy e CI" podendo-se afirmar que esta banda contém dois tipos diferentes de transi¢coes
eletronicas, sendo do tipo MLCT bem como intraligante (ver apéndice A e C, que contém
espectros UV-Vis experimentais dos ligantes phtpy e INH). A banda em 324 nm tem
contribui¢des dos orbitais HOMO-1 - LUMO+5 (88%), HOMO-1 - LUMO+3 (4%), com
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contribui¢des do metal, phtpy e Cl> sendo classificada como do tipo MLCT. A figura 16

apresenta a contribui¢do de cada orbital molécula em cada fragmento da molécula.

Figura 16 - Contribui¢des dos orbitais moleculares: frans-[Ru(phtpy)(INH)CIl>] em funcao de
seus fragmentos: Ru (----), phtpy (), CI"(----), INH (----).
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Fonte: A autora

Na regido do visivel observam-se duas bandas de transi¢ao em 409 e 566 nm, que,
conforme indicado pelos calculos tedricos, a primeira banda ¢ composta pelos orbitais
moleculares HOMO-2 - LUMO (14%), HOMO-1 = LUMO (53%), HOMO - LUMO+I
(28%) e HOMO - LUMO+6 (3%), cujos orbitais HOMO, HOMO-1, HOMO-2 tem
composi¢do predominante do centro metalico de ruténio, enquanto LUMO do ligante, sendo
possivel atribuir uma transicdo de transferéncia de carga metal ligante (MLCT). A banda em
maior comprimento de onda, em 566 nm, ¢ composta por HOMO-2 - LUMO (74%), HOMO-
1 = LUMO (14%), HOMO - LUMO+1 (3%), HOMO - LUMO+6 (6%), tendo contribui¢cdo
dos orbitais HOMO, HOMO-1 e HOMO-2 com predominancia do ruténio, LUMO e LUMO+1
maior contribui¢cdo do ligante phtpy, entretanto o LUMO+6 tem contribuigcdo (6%) do centro
metalico também, tendo assim, esta banda uma mistura de tipos de transi¢des eletronicas,

consistente com uma transicao de transferéncia de carga metal ligante (MLCT) e “d-d”.
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O complexo final obtido com a coordenacao do ligante isoniazida (INH) apresentou
uma banda de maior intensidade em 409 nm, quando comparado ao complexo precursor trans,
que apresentava uma banda discreta de menor intensidade em 392 nm. Essa alteragcdes podem
ser atribuidas possivelmente ao efeito de retrodoacao do ligante INH, que compete com o
ligante terpiridinico, alterando as transi¢des de transferéncia de carga. Essa perturbagdo pode

ser ainda observada no significativo deslocamento da banda em 526 nm do complexo precursor

para 566 nm, quando coordenado a isoniazida.

A Tabela 6 apresenta um resumo com os valores das bandas de absor¢des (maximos)

e suas atribui¢des baseadas em TD-DFT. Os apéndices D, E e F trazem os desenhos dos

contornos dos orbitais moleculares dos complexos em estudo.

Tabela 6 - Bandas de transicao eletronica e atribuicdes para os complexos trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:] e trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:], em

DMSO.
Complexos x10* mol L! Maior Contribuicéo Cariter
1
cm™)
281 (16,4) HOMO-6 >LUMO+1 (95%) pr* (phtpy) < pm (phtpy) (ILCT)
HOMO-10 >LUMO (3%) pm* (phtpy) < px (Cl) (LLCT)
330 (7,7) HOMO-8 > LUMO (92%) p* (phtpy) « pm (Cl) (LLCT)
trans- 392 (1,8) HOMO-2 > LUMO+1 (98%) pm* (phtpy) «— dzmt (Ru) (MLCT)
Ru(phtpy)(DMSO)CL] HOMO-1 - LUMO (34%), pr* (phtpy) «— dxt (Ru) (MLCT)
526 (2,1 HOMO > LUMO+1 (60%), pr* (phtpy) < dr (Ru) (MLCT)
HOMO-1 - LUMO+1 (4%) pm* (phtpy) «— dmt (Ru) (MLCT)
685 (0,5) HOMO - LUMO (99%) pr* (phtpy) «— dn (Ru) (MLCT)
HOMO-7 - LUMO+1 (46%),  pm* (phtpy) < pm (DMSO) (LLCT)
286 (12,6) HOMO-6 > LUMO+1 (16%), p* (phtpy) «— pm (phtpy) (ILCT)
HOMO-2 - LUMO+4 (30%) pr* (phtpy) «— dzt (Ru) (MLCT)
cis HOMO-4 - LUMO+1 (4%) pr* (phtpy) «— p7 (phtpy) (ILCT)
HOMO-5 - LUMO+1 (4%) p* (phtpy) «— pm (phtpy) (ILCT)
HOMO-1 - LUMO (72%), pr* (phtpy) < dnt (Ru) (MLCT)
506 (1,7) HOMO > LUMO+1 (17%), pr* (phtpy) < dm (Ru) (MLCT)
HOMO-2 - LUMO+1 (8%) p* (phtpy) «— dmt (Ru) (MLCT)
HOMO-10 = LUMO (48%), p* (phtpy) « pmt (Cl) (LLCT)
trans- 286 (7.3) HOMO-9 - LUMO (23%), pr* (INH) « pm (phtpy) (LLCT)
) HOMO-8 - LUMO (8%, p* (phtpy) «— px (Cl e INH) (LLCT)
[Ru(phtpy)(INH)CL:] HOMO-7-> LUMO (7%), pr* (CI) < prt (INH) (LLCT)

HOMO-3 2 LUMO+1 (3%)

pr* (phtpy) < pm (phtpy) (ILCT)




65

HOMO-4 - LUMO (72%), p* (phtpy) «— pm (phtpy) (ILCT)
317(3,6)  HOMO-3 > LUMO+1 (16%),  pr* (phtpy) < px (phtpy) (ILCT)
HOMO-1 > LUMO+7 (3%) pr* (INH) « dn (Ru) (MLCT)

324 (4,6) HOMO-1 > LUMO+5 (88%), p* (phtpy) «— dn (Ru) (MLCT)
HOMO-1 - LUMO+3 (4%) p* (phtpy) «— dn (Ru) (MLCT)

HOMO-2 - LUMO (14%), p* (phtpy) « dn (Ru) (MLCT)
409 (2,2) HOMO-1 - LUMO (53%), p* (phtpy) «— dn (Ru) (MLCT)
HOMO - LUMO+1 (28%), p* (phtpy) «— dmt (Ru) (MLCT)

HOMO > LUMO+6 (3%) dn* (Ru) « dzt (Ru) (MMCT)
HOMO-2 - LUMO (74%), p* (phtpy) «— dn (Ru) (MLCT)
566 (1,6) HOMO-1 - LUMO (14%), p* (phtpy) « dn (Ru) (MLCT)
HOMO = LUMO+1 (3%), pr* (phtpy) < d (Ru) (MLCT)

HOMO > LUMO+6 (6%) dn* (Ru) « dzt (Ru) (MMCT)

Fonte: A autora

4.2.4 Voltametria ciclica

Estudos foram realizados por voltametria ciclica em solu¢do de acetonitrila e
DMSO com eletrélito suporte PTBA 0,1 mol L™! e utilizando ferroceno como padrdo interno. A
voltametria ciclica ¢ uma técnica de significativa relevancia no estudo de complexos metalicos,
fornecendo informacdes relacionadas a natureza dos complexos e ligantes. Isto decorre do fato
de que a natureza dos ligantes esta diretamente relacionada com a magnitude do potencial em
que os processos redox acontecem (ELGRISHI ef al., 2017) (ROCHA; TOMA, 2002). As
figuras 17 e 18 ilustram os voltamogramas ciclicos para os complexos cis-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2] e trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2], em DMSO e acetonitrila,
apresentando processos redox numa ampla faixa de potencial.

Os voltamogramas ciclicos revelaram processos quasi-reversiveis, sendo possivel
verificar através de pelo menos um dos critérios de reversibilidade, tal como AEp > 59/n, ou a
razdo entre [ipa/lpc] proximo a 1 (MABBOTT, 1983). O voltamograma ciclico apresenta

potenciais de meia onda (E1.2) para o processo Ru*"?*

em 0,33 V e 0,295 V para o complexo
cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL:], em acetonitrila e DMSO, respectivamente. Os potenciais
observados na regido negativa (Figura 17 E) caracterizam a reducdo da 4-fenil-terpiridina
(phtpy) como pode ser visto pela Figura 17 F e também j4 reportado na literatura (RAO et e/,
1976)(YOSHIKAWA et al., 2004) (SALVATORE, 2011), sugerindo, portanto, a coordenagado

do ligante ao centro metalico.
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Figura 17- Voltamogramas ciclicos do complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2] (1,0 x 10 mol
L), obtidos em eletrélito 0,1 mol L™ de perclorato de tetrametilbutilaménio em acetonitrila
(A, B) e DMSO (C, D eE), e voltamograma em do ligante phtpy (F) em DMSO, usando
carbono vitreo, platina e Ag|AgCl como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia,
respectivamente. Essa medidas foram obtidas na velocidade de varredura de 100 mV/s. Linha
tracejada em vermelho em (E) representa a varredura eletroquimica somente do eletrolito 0,1

mol L' de perclorato de tetrametilbutilaménio em DMSO.
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Fonte: A autora

A figura 18 apresenta o voltamograma ciclico para o complexo trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2] em DMSO. Infelizmente n3o foi possivel obter resultados

eletroquimicos com processos redox bem definidos para este complexo em acetonitrila.
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Figura 18 - Voltamograma ciclico do complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] obtidos em
eletrélito suporte 0,1 mol L™! de perclorato de tetrametilbutilaménio em DMSO, usando
carbono vitreo, platina e Ag|AgCl como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia,
respectivamente, obtidos na velocidade de varredura de 100 mV/s. Linha tracejada em
vermelho em (A) representa o somente o eletrélito suporte 0,1 mol L de perclorato de

tetrametilbutilamonio em DMSO.
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Fonte: A autora

Os voltamogramas ciclicos revelaram processos quasi-reversiveis, com potencial

3*2* do complexo trans-

de meia onda (Ei2) de 0,210 V para o processo Ru
[Ru(phtpy)(DMSO)CI2], em DMSO. Pode-se verificar que para o processo redox do centro
metalico no complexo na conformacdo trans, ha um alargamento do sinal com aparente sinal
adicional em cerca de 50 mV deslocado no pico anddico. Trabalhos realizados por (ZIESSEL
et al., 2004) ¢ (KNODLER; KAIM, 2005) com complexos de Ru, contendo ligantes
terpiridinicos e DMSO, relatam a formagao de isdmeros de ligagdo do DMSO, cujo estimulo
eletroquimico pode alterar o &tomo coordenado. Desta forma, apresentando assim uma mistura
de Ru-SO e Ru-08, sendo para o estado redox Ru'' a forma mais estavel ligada através do 4tomo
de S, enquanto na forma de Ru' ligado através do O do DMSO.

Os processos eletroquimicos também observados na regido negativa de potencial
(figura 18 A) caracterizaram novamente a reducdo do ligante 4-fenil-terpiridina (phtpy). Os
valores de reducgdo ja foram bastante reportados por autores para a terpiridina e seus derivados

em faixa de valores negativos também, sendo que Ziessel et al.(2004) relatou potencial de

reducdo em -1,63 V para o primeiro processo catdédico. Knddler e Kaim (2005) relataram
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potencial em -1,84 V para o ligante terpiridina. Rao (1967) reporta o valor em -2,07 V,
Yoshikawa (2004) em -1,37 V.

Interessante mencionar que os complexos nas conformagdes cis- e trans-
apresentam potenciais de meia onda (Ei2) diferentes em cerca de 90 mV, comportamento
comumente observado, inclusive descrito para complexos analogos na literatura (ZIESSEL et
al.,2004). Além das diferengas presentes nos espectros eletronicos na regiao do UV-vis e RMN,
as medidas eletroquimicas também permitem diferenciar e caracterizar esses dois complexos
em suas distintas geometrias espaciais.

O orbital de fronteira participante no processo de oxidagdo dessas moléculas,
HOMO), esta localizado sobre o grupo phtpy. Os estudos de TD-DFT confirmam a proximidade
dos valores de energia entre os orbitais HOMO destes complexos, -5,68 eV para trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CIl:] e -5,84 eV para cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL:], e sendo mais estavel para
o complexo cis, consistente com os dados de voltametria ciclica. Os dados de TD-DFT e de
voltametria ciclica também podem ser comparados sabendo que a reducdo ocorre para o
complexo frans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] nos orbitais LUMO (-2,64 eV), LUMO+1 (-2,40 eV)
e LUMO+2 (- 1,52 eV), enquanto para o complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI;] nos orbitais
LUMO (-2,66 €V), LUMO+1 (-2,45 eV) e LUMO+2 (- 1,54 eV).

As médias de energias calculadas para os orbitais LUMO, LUMO+1 e LUMO+2
sdo iguais a -2,19 eV e -2,22 eV para os complexos trans e cis, respectivamente, sendo a
distribuicdo destes orbitais, de acordo com dados de TD-DFT, centrados majoritariamente sobre
o fragmento fenil terpiridinico, e assim dando suporte que as redu¢des em baixos potenciais
devam ser predominantes nessa regido do complexo.

Estudo eletroquimico também foi realizado para o complexo final trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI:], cujo voltamograma ciclico se encontra na figura 19, empregando como
eletrlito suporte PTBA 0,1 mol L' em DMSO. O voltamograma ciclico do complexo trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI2] exibiu um processo aparentemente irreversivel quando a varredura passa
pelo potencial de 0,8V, entretanto ao realizar varredura evitando alcangar 0,8V, o processo se
mostrou quasi-reversivel, com potencial de meia onda em 0,005 V, associado ao par redox
Ru'/Ru', apresentando uma expressiva reducdo de potencial em comparagdo aos complexos
precursores. Sugere-se que haja uma dependéncia do processo anodico quando se realiza o
processo catodico em 0,8 V, possivelmente a oxidagao da isoniazida. Esta observacao pode ser
explicada pelos dados obtidos por TD-DFT, comparando-se as energias de estabilizagdo dos
orbitais de fronteira, o complexo final trans-[Ru(phtpy)(INH)CI,] tem valor de energia do

orbital HOMO em -5,47 eV, significativamente superior aos valores de energia dos HOMO dos



69

precursores (-5,68 eV, trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl,] e -5,84 €V, cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl]),

consistente com seu menor potencial eletroquimico medido.

Figura 19 - Voltamograma ciclico do complexo trans-[Ru(phtpy)(INH)CI2] obtido no
eletrolito de suporte 0,1 mol L™ de perclorato de tetrametilbutilamonio em DMSO, usando
carbono vitreo, platina e Ag|AgCl como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia,
respectivamente, obtidos na velocidade de varredura de 100 mV/s. Linha tracejada em
vermelho em (A) representa somente o eletrélito de suporte 0,1 mol L' de perclorato de

tetrametilbutilamonio em DMSO.
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Fonte: A autora

O comportamento apresentado pelos complexos precursores, sendo mais estaveis
na forma reduzida, pode ser explicado por conterem um ligante DMSO coordenado ao centro
metélico. Em trabalho realizado por Rack & Gray (1999) com complexos de Ru'" contendo
DMSO como ligante quando estes estavam coordenados via atomo de enxofre, foi observado
que estes poderiam apresentar também a coordenagdo via atomo de oxigénio quando sofriam

um estimulo eletroquimico, apresentando o estado de oxida¢io mais alto do Ru'"

, apresentando
extensa capacidade o-doadora, bem como m-aceptora para os dois casos. O ligante INH também
apresenta a capacidade de realizar retrodoagdo com o centro metélico, mas pode-se sugerir que
a capacidade do ligante DMSO em se coordenar aos complexos com Ru-phtpy tanto via atomo
de S ou O, para ambos os estados de oxidagao do ruténio. Isso estabilizaria o metal em seus

estados redox e poderia assim corroborar para essa estabilizacdo eletroquimica maior do

complexo precursor comparado ao complexo final com INH coordenada.
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Adicionalmente, em todos os voltamogramas ciclicos observou-se também os
processos caracteristicos da reducao da 4-fenil-terpiridina em potenciais mais negativos, na
faixa entre -2,44 a -1,74 V. Esses processos ja foram reportados e mencionados anteriormente,
sendo referentes ao processo redox da terpiridina (MORRIS et al., 1982), sendo a 4-fenil-
terpiridina um de seus derivados, espera-se que esta apresente comportamento redox
semelhante. Baseando-se no comportamento eletroquimico dos compostos estudados, os

esquemas a e b na figura 20 ilustram os processos eletroquimicos descritos neste trabalho:

Figura 20 - Ilustragdo dos processos eletroquimicos descritos neste trabalho, 1- centrados no

metal e 2 — centrados no ligante tetradentado.
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Fonte: A autora

4.2.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

Os espectros de RMN de 'H para os complexos precursores trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] e cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl;], bem como para o complexo final trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI,], foram obtidos em DMSO deuterado e sdo apresentados nas figuras 21,
23 e 26. As atribuicdes dos sinais de hidrogénios observados foram realizadas de acordo com a
literatura (HARRISON et al., 2015; ZHANG et al.,2005), bem como dos espectros de
ressonancia magnética de 'H bidimensional COSY, na qual sdo detectados acoplamentos 'H-"H
até uma distancia de 2 ligagdes (ver figuras 22, 24 ¢ 27).

Comparando-se os espectros de RMN de 'H dos complexos precursores (figuras 21
e 23) com o espectro do ligante phtpy livre (ver figura 9) nas mesmas condigdes de andlise,
observou-se uma melhor separacdo dos sinais de hidrogénio do ligante quando este se encontra
coordenado. A coordenagdo quebra a simetria presente no ligante livre, além de haver o

processo de retrodoacao, em que redistribui¢do de densidade eletronica entre o ligante e centro
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metalico de ruténio, bem como outros processos devido ao massivo centro diamagnético de
ruténio, o que deve promover também um deslocamento dos sinais de hidrogénio para regioes
menos protegidas.

Inicialmente para o complexo precursor trans-[ Ru(phtpy)(DMSO)CI:], atribuiu-se
que o sinal de tripleto em torno de 7,55 ppm refere-se ao H-7, atribui¢do confirmada pelo
espectro bidimensional COSY (ver figura 22), no qual apresenta que este nicleo de hidrogénio
acoplando com os sinais em 8,02 ppm (tripleto) e em 9,38 ppm (dubleto), que foram atribuidos
aos H-6 e H-8 respectivamente. O nucleo H-8 apresenta apenas um unico acoplamento ja
mencionado anteriormente, ¢ se encontra mais desprotegido, uma vez que esta ao lado do
nitrogénio do anel terpiridinico. O nticleo H-6, além de apresentar acoplamento com o H-7,
também apresenta outro acoplamento em 8,83 ppm (dubleto), atribuido ao H-5. O espectro
mostra um singleto em 8,24 ppm que ndo faz interacdo com nenhum dos outros sinais de
hidrogénio e foi atribuido ao H-4. Ainda por meio do espectro bidimensional pode-se observar
um acoplamento entre dois sinais em 7,69 ppm (tripleto) e em 8,24 ppm (dubleto) atribuidos
aos H-2 e H-3 respectivamente. Por meio da integragdo dos sinais observou-se ainda um
singleto em torno de 3,61 ppm, que apresenta integracdo correspondente ao ligante DMSO,
possuindo 6 hidrogénios. O H-1 esta em 7,61 ppm, em uma regido mais protegida do espectro,
e este sinal apresentou integragdo para 1 hidrogénio. O espectro experimental de Ressonancia
Magnética de 'H para o complexo precursor trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:] se encontra a seguir

na figura 21.
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Figura 21 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H para o complexo precursor trans-

[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2] em DMSO deuterado, obtido em 300 MHz.
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Fonte: A autora

Figura 22 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H bidimensional (COSY) para o complexo
trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Clz] em DMSO deuterado, obtido na frequéncia de 300 MHz.
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Por meio do espectro obtidko de RMN de 'H do complexo cis-
[Ru(phtpy)(DMSO)CIl:], observa-se, possivelmente, um efeito de coalescéncia dos sinais, que
pode ser visto através do sinal em 8,15 ppm que ndo se desdobrou quando na forma do
complexo trans, enquanto os demais sinais se apresentaram mais proximos uns dos outros.
Verificou-se que os sinais dos H-3 e H-6, que haviam se apresentado distintos, sofreram bastante
influéncia com a mudanca de posi¢ao estrutural do ligante DM SO, deslocando ambos os sinais,
e colocando-os aglutinados em um sinal em 8,18 ppm (tripleto), com integracdo para 4
hidrogénios. Verificando-se mais uma vez os dados obtidos pelo espectro COSY (ver figura 24),
observa-se que este sinal em 8,18 ppm faz acoplamento com outros nucleos de hidrogénio
previstos na estrutura, que nos auxilia a fazer as atribui¢des destes.

Um tnico acoplamento apresentado pelo sinal em 8,18 ppm com um tripleto em
7,66 ppm, nos orienta a nomea-los como H-3 (apresentado em 8,18 ppm) e H-2 em 7,66 ppm.
Ainda por meio do COSY, o sinal em §,18 ppm apresenta mais dois acoplamentos, sendo um
com um dubleto em 8,82 ppm, e com um tripleto em 7,81 ppm, os quais através da analise da
estrutura do complexo foram definidos como H-5 (8,82 ppm) e H-7 (7,81 ppm). O H-7 além de
interagir com o H-6, também apresenta acoplamento com um dubleto em uma regido mais
desprotegida em 9,04 ppm, que semelhantemente ao sinal apresentando no complexo na
conformacdo -trans, corresponde ao sinal do H-8 mais proximo ao nitrogénio presente no anel
terpiridinico coordenado ao centro metélico.

Observa-se também um singleto em 2,60 ppm com integragdo referente a 6
hidrogénios, que representa o sinal do ligante DMSO (H-9). O sinal do H-1 se encontra em uma
regido mais protegida do espectro em 7,57 ppm. O espectro experimental para o precursor cis-

[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] esté representado a seguir na figura 23.



Figura 23 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H para o precursor

cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI>] em DMSO deuterado obtido em 300 MHz.
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Figura 24 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H bidimensional (COSY) para o complexo

cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI>] em DMSO deuterado, obtido na frequéncia de 300 MHz.
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Para o complexo precursor cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] observou-se que o espectro
de RMN de 'H obtido apresenta algumas semelhangas com o espectro para o complexo na
conformagdo trans, entretanto alguns sinais apresentaram deslocamentos diferentes. Pode-se
observar, por exemplo, a diferenga espectral entre os isdmeros ocorrida entre os sinais de
dubletos em 9,38 e 9,04 ppm (para os precursores trans € cis, respectivamente, referentes ao H-
8), cuja desprotegdo ocorreu em cerca de A = 0,34 ppm, analisando a estrutura pode-se observar
também que para ambos os complexos o sinal referente ao hidrogénio H-8 encontra-se proximo
ao ligante cloro, que pode induzir um campo magnético, que se soma ao campo externo,
deslocando mais este sinal. Na conformagao trans o H-8 localiza-se vizinho a dois ligantes de
cloro, o que pode justificar o seu maior deslocamento quimico, uma vez que na conformacao
cis- 0 H-8 tem como vizinhanca os ligantes cloro e DMSO.

Convém ainda mencionar que os valores de deslocamentos para o ligante DMSO
distinguiram bastante para os dois complexos (2,60 ppm para o cis e 3,63 ppm para o trans),
observando-se que na posi¢do trans ha uma maior competicdo com o anel central terpiridinico,
aumentando a densidade eletronica e desprotegendo mais o sinal do ligante nessa conformacao.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da isoniazida livre
encontra-se a seguir, ¢ foi obtido para auxiliar na caracterizacdo do complexo final. Além deste,
o espectro de ressonincia magnética de 'H bidimensional COSY (ver figura 27) também foi
consultado para auxiliar nesta caracterizagdao. O espectro experimental obtido para o complexo

final encontra-se na figura 26.

Figura 25 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H para o ligante Isoniazida(INH) em

DMSO deuterado obtido em 300 MHz.
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Figura 26 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H para o complexo trans-

[Ru(phtpy)(INH)CI2] em DMSO deuterado obtido em 300 MHz
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Figura 27 - Espectro de Ressonancia Magnética de 'H bidimensional COSY para o complexo

trans-[Ru(phtpy)(INH)CIl2] em DMSO deuterado, obtido na frequéncia de 300 MHz.

Fonte: A autora
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O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio para o complexo final
trans-[Ru(phtpy)(INH)CIL2] apresentou mais uma vez semelhangcas com os complexos
precursores. O sinal do H-1 apresenta-se como um multipleto em 7,54 ppm uma regido bem
protegida do espectro. Os sinais dos H-2 e H-3 da porg¢ado fenilica apresentam-se como sinais
de tripleto e dubleto em 7,66 e 8,22 ppm respectivamente, por meio do espectro bidimensional
(ver figura 27) pode-se constatar que estes dois sinais apresentam acoplamento entre si. Um
singleto aparece em 8,93 ppm ¢ referente ao H-4 do anel central terpiridinico que nao apresenta
acoplamento com sua vizinhanga. Os hidrogénios H-5, H-6, H-7 ¢ H-8 do anel terpiridinico
aparecem em 8,37, 7,58, 7,97 e 8,83 ppm respectivamente, e essas atribui¢des podem ser
confirmadas pelo COSY, no qual o H-6 (7,58 ppm) apresenta acoplamento com os sinais em
8,37 ppm (H-5, dubleto) e em 7,97 ppm (H-7, tripleto), complementar a essas informagdes,
pode-se verificar um acoplamento entre os nucleos de hidrogénio em 7,97 ppm (H-7, tripleto)
e 8,83 ppm (H-8, dubleto), confirmando a proposta de atribui¢do descrita.

Os hidrogénios H-9 e H-10 presentes no ligante isoniazida aparecem em 9,81 ¢ 8,09
ppm como dois dubletos, que apresentam acoplamentos entre si. Quando se compara esses
sinais apds a coordenagdo da isoniazida ao centro metalico com o ligante livre (figura 25),
observamos uma expressiva desprote¢do dos sinais. Um singleto com integragdo para um
hidrogénio aparece em 10,37 ppm, e ¢ atribuido ao H-11 da porcdo hidrazida da isoniazida.
Pode-se observar que o sinal do hidrogénio H-12 da regido da hidrazida da INH nao apareceu
no espectro, pode ter havido uma troca com o solvente, ou pode ter-se estabelecido ligagdes de
hidrogénio intermoleculares ou até mesmo com a 4gua residual ainda presente da sintese, que
ndo permitiram que seu sinal aparecesse.

E interessante notar o deslocamento para regides mais protegidas dos hidrogénios
H-5 e H-6, quando ocorre a coordenacdo do ligante INH ao centro metalico, os aneis piridinicos
dos ligantes phtpy e INH ficam ortogonais, os hidrogénios H-5 e H-6 que estdo nos aneis
centrais da phtpy ficam localizados acima do anel aromatico da INH, e sofrem influéncia da
corrente do anel, que blinda esses 2 protons, deslocando os sinais para regides mais protegidas
quando comparados aos precursores trans € cis, como também ao ligante livre.

A tabela 7 apresenta um resumo dos valores dos deslocamentos e atribui¢des para

os complexos apresentados nesse estudo.
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Tabela 7 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H e atribui¢des para os complexos trans-

[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] e trans-|[Ru(phtpy)(INH)Cl].

(8)/ ppm
H trans- cis - trans-
Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] [Ru(phtpy)(INH)Cl;]
1 7,61 (2H) 7,57 (2H) 7,54 (2H)
2 7,69 (2H) 7,66 (2H) 7,66 (2H)
3 8,24 (2H) 8,18 (2H) 8,22 (2H)
4 9,01 (2H) 8,89 (2H) 8,93 (2H)
Sistema phtpy 5 8,83 (2H) 8,82 (2H) 8,37 (2H)
6 8,02 (2H) 8,18 (2H) 7,58 (2H)
7 7,55 (2H) 7,81 (2H) 7,97 (2H)
8 9,38 (2H) 9,04 (2H) 8,83 (2H)
9 3,63 (6H) 2,60 (6H) 9,81 (2H)
10 - - 8,09 (2H)
11 - - 10,37 (1H)
12 - - -

Fonte: A autora
4.3 Caracterizagao dos complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:], trans-
[Ru(pybbzd)(INH)CL:].

4.3.1 Analise Elementar

De forma a validar a formulagdo do composto sintetizado, realizamos analise
elementar de carbono, nitrogénio e hidrogénio (CHN), conforme apresentado na tabela 8. Os
percentuais tedricos, experimentais e erros relativos foram considerados para a proposta de

formulacao apresentada logo a seguir.
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Tabela 8 - Dados de analise elementar de C, H e N para o precursor trans-

[Ru(pybbzd)(DMSO)CI:] e 0 complexo frans-|Ru(pybbzd)(INH)CI:] e seus erros relativos.

trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:] — C3H;sCL,NsORuS

Elemento quimico/(%)

trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:] — Experimental
trans-|Ru(pybbzd)(DMSO)CI:] — Teérico
Erro relativo

C N H
4322 1244 3,03
4501 12,50 3,24
3,98 0,48 6,50

trans-|Ru(pybbzd)(INH)CIz] .H20 - C;sH2C1:NsORu.H,O

Elemento quimico/(%)

trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:] ‘H20 - Valor Experimental

trans-[Ru(pybbzd)(INH)CIz]'H:20 - Valor Tedrico
Erro relativo para Complexo + 1H20

C N H
46,38 14,77 3,51
48,47 18,09 3,09

1,38 1584* 1,15

Fonte: A autora

Para o complexo precursor trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI;] os erros relativos sao

moderados, consistentes com o composto preparado. Entretanto, para o complexo final trans-

[Ru(pybbzd)(INH)CI:] os valores obtidos ainda apresentaram erros elevados, o que exigira

novas medidas com nova sintese. Entretanto, outras medidas espectroscopicas bem como RMN

'H apresentados neste trabalho, sustentam que o composto preparado deva ser consistente com

a formulagao.

4.3.2 Espectroscopia vibracional na regiao do Infravermelho.

A figura 28 ilustra os espectros vibracionais na regido do Infravermelho para os
complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CL:], trans-[Ru(pybbzd)(INH)CIz], bem como para o
precursor cis-[Ru(DMSO)4Cl2] e para o ligante 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina. As suas

atribui¢des foram feitas com base na literatura (ZHANG et al., 2006; LI et al., 2008).



Figura 28. Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante 2,6-bis(2-
benzimidazol)piridina (a), complexo precursor cis-[Ru(DMSO)4Cl>] (b), trans-
[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl;] (¢), trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI;] (d), em pastilha de KBr.
—— 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina
— cis-[Ru(DMS0),Cl,]

—— trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI,]
—— trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI,]
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Fonte: A autora
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Similarmente ao observado no sistema terpiridinico anteriormente descrito,

observou-se o desaparecimento das bandas em 987 cm™, 1012 cm™, 1080 cm™ e 929 cm’!

referente a substituicdo do DMSO pela isoniazida. Pode-se ainda verificar também a presenca

das bandas em 3433 e 3305 cm’! referente ao grupo N-H do grupo hidrazida da INH.

Adicionalmente, a banda mais intensa em 1456 ao dobramento N-H, e em 1672 cm’!

estiramento C=0. Também ha uma banda em 1637 cm' referente ao estiramento C=C

amidas. (PAVIA et al., 2010; BECK, 1965).

ao

cm
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Tabela 9: Bandas mais relevantes dos ligantes sintetizados medidos por FTIR.

3392 - 3438 3434
3062 - 3068 3066
- - - 1672
1623 - 1635 1636
1612 - 1604 1604
1627 - 1610 1631
1595 - 1591 1600
1436 - 1454 1456
929,987, 1080 ¢
- 1099 -
1012
725 - 746 750

Fonte: A autora

4.3.3 Espectroscopia eletronica de absorcio na regido do UV-Vis

Para os complexos com o ligante 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina pode ser
observado o espectro eletronico na regido do UV-Vis (figura 29) para os complexos trans-

[Ru(pybbzd)(DMSO)CL] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)CIl2]. As atribuicdes das bandas de
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transi¢do eletronica foram realizadas com base na literatura (MANSOUR; SHEHAB, 2017,
NAZEERUDDIN et al., 1997), além do uso de calculos computacionais para se obter as
transi¢des eletronicas teoricas presentes nestes complexos, a fim de auxiliar na interpretagao
dos dados experimentais.

Para o complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl:], o espectro eletronico obtido por
TD-DFT e experimental esta representado na figura 29. Os espectros teéricos obtidos por TD-
DFT apresentaram também satisfatoria concordancia entre os espectros tedricos e
experimentais dos complexos. Desse modo, podemos interpretar as propriedades eletronicas
dos complexos em termos de energia e distribui¢do espacial dos orbitais moleculares. Observa-
se para o espectro obtido em DMSO, na regido do ultravioleta, a presenca de duas bandas
intensas em 316 ¢ 339 nm. A primeira transi¢ao teve sua natureza indicadas por TD-DFT,

envolvendo as transigdes HOMO-4 - LUMO+1 (87%), HOMO-6 - LUMO+1 (9%).

Figura 29 - Espectros eletronicos do complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl,] (0,1 mmol L)
em DMSO, experimental (------ ) e teorico (------ ).
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Fonte: A autora

Conforme pode ser observado na figura 30 (ver também apéndice B), os orbitais
HOMO-4 e HOMO-6 sdao majoritariamente compostos pelo ligante pybbzd, bem como o orbital
LUMO-+1, assim caracterizando uma transi¢do do tipo intraligante (IL). A banda em 339 nm,

por sua vez, tem composic¢ao percentual, segundo calculos de TD-DFT, HOMO-1 - LUMO+4
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(86%), HOMO-1 - LUMO+2 (4%), HOMO-1 - LUMO+3 (5%), tendo o orbital HOMO-1
composicao principalmente do ruténio e cloreto, enquanto os orbitais LUMO+2, LUMO+3 e
LUMO+4 tem composigao tanto do centro metalico como de todos os ligantes, com isso pode-
se afirmar que essa banda ¢ uma mistura de transi¢des, contendo transi¢ao do tipo “d-d”, IL e
LLCT. A banda em 352 nm tem composig¢ao percentual HOMO-3 - LUMO (93%), HOMO-2
- LUMO+4 (2%), o que indica contribui¢do do centro metalico e ligantes pybbzd e DMSO,
tendo assim carater de uma mistura de transigoes, envolvendo transi¢gdes do tipo intraligante,

que devem ser majoritarias, e transferéncia de carga metal ligante (MLCT).

Figura 30 - Contribui¢des dos orbitais moleculares: trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl,] em
funcao de seus fragmentos: Ru (----), pybbzd (), CI' (----), DMSO (----).
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Fonte: A autora
Para a transicdo eletronica na regido no visivel, em 497 nm, os calculos
computacionais realizados indicaram as contribui¢des das seguintes transigoes HOMO-1 -
LUMO (13%), HOMO-1 - LUMO+1 (80%), HOMO - LUMO+1 (4%), o que indica que

essa banda pode ser classificada como MLCT, dado o carater majoritario dos orbitais HOMO
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de fronteira localizados no atomo de ruténio e dos orbitais LUMO de fronteira localizados no
ligante pybbzd.

Para o complexo trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI2] o espectro obtido por TD-DFT e
experimental estd apresentado na figura 31 (ver apéndices B e C, que contém os espectros UV-

Vis dos ligantes pybbzd e INH, para fins de comparagao).

Figura 31 - Espectros eletronicos do complexo trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl,] (0,1 mmol L)
em DMSO, experimental (------ ) e tedrico (------ ).
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Fonte: A autora

Na regido do ultravioleta existem trés bandas em 277, 316 e 339 nm. A primeira
banda teve por TD-DFT sua natureza indicada pelas transigoes HOMO-5 = LUMO+2 (80%),
HOMO-10 - LUMO (4%). Conforme pode ser observado na Figura 27, os orbitais HOMO-5
e HOMO-10 sao distribuidos nos ligantes pybbzd, INH e CI", enquanto LUMO+2 ¢ LUMO,
majoritariamente, INH e pybbzd, respectivamente, caracterizando como uma banda de
transicao do tipo LLCT. A banda em 316 nm, por sua vez tem composi¢do percentual, segundo
calculos de TD-DFT: HOMO-5 - LUMO (19%), HOMO -> LUMO+5 (78%), sendo os
orbitais HOMO e HOMO-5 tem contribuigdes do centro metalico e da pybbzd, podendo essa
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banda ser caracterizada como uma mistura de tipos de transi¢do, envolvendo MLCT
(majoritaria) e IL. A banda em 339 nm ¢ composta pela transigdo HOMO - LUMO+4 (99%),
caracterizada pelos orbitais centrados no metal transitando para orbitais centrados
majoritariamente no ligante INH, indicando ser esta banda do tipo MLCT.

Na regido do ultravioleta proximo e visivel observam-se bandas em 353, 434 e 487
nm. Conforme indicado pelo célculo tedrico a banda em 353 nm ¢ composta por HOMO-2 -
LUMO+9 (88%) ¢ HOMO-3 - LUMO (6%), sendo os orbitais HOMO-2 ¢ HOMO-3
majoritariamente centrados no ruténio, € a transi¢cao ocorre para os orbitais LUMO e LUMO+9
cuja presenga majoritaria encontram-se nos ligantes pybbzd e INH, sendo esta banda
classificada como uma banda de transi¢do de carga do metal para o ligante (MLCT). A banda
em 434 nm ¢ composta por HOMO-2 - LUMO+2 (15%), HOMO-1 = LUMO+2 (83%),
sendo os orbitais HOMO-1 e HOMO-2 tendo contribuicdo do centro metélico, enquanto o
orbital LUMO+2 tem contribui¢do majoritaria da INH, sendo esta banda do tipo MLCT. Por
fim, a banda em 487 nm é composta por: HOMO-1 - LUMO (65%), HOMO - LUMO+1
(26%). Sendo o orbital HOMO e HOMO-1 de composi¢do majoritaria do ruténio, enquanto os
orbitais LUMO e LUMO+I no ligante pybbzd, caracterizando também essa banda do tipo
MLCT.

Nazeeruddin e colaboradores (1997) também fizeram estudos com complexos analogos
contendo ligantes piridil benzimidazolicos, e atribuiram as bandas em regides de mais altas energias
(entre 300 a 365 nm) as transi¢oes intraligantes - ©* do proprio ligante pybbzd. Nos espectros
observados as 3 bandas observadas em 316 nm, 338 nm e 352 nm s3o atribuidas a essas transigoes
n- n* IL. Estes autores destacaram também uma caracteristica interessante destes complexos
contendo o ligante pybbzd, apresentarem uma banda de transi¢ao do tipo MLCT bem larga na faixa
de absor¢do na regido visivel com um méaximo em 500 nm. Os complexos preparados aqui
apresentaram bandas similares com maximos em 498 nm e 487 nm, que também apresentam um
desvio para o vermelho, observado como resultado do aumento da energia causado pelo aumento do
efeito de conjugacao no sistema do ligante (piridina com porgao benzimidazolica). O grafico com

as contribui¢des de cada orbital molecular se encontra na figura 32.
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Figura 32 - Contribui¢des dos orbitais moleculares: trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI>] em funcao
de seus fragmentos: Ru (----), pybbzd (), Cl' (----), INH (----).
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Fonte: A autora

A tabela 10 apresenta um resumo com a bandas de absorcdo (méximos),
contribui¢cdes e atribuigdes para os complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:] e trans-
[Ru(pybbzd)(INH)CI:]. Os apéndices G e H trazem os desenhos dos contornos dos orbitais para

estes dois complexos.
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Tabela 10 - Dados de transicio eletronica no UV-Vis para os complexos trans-

[Ru(pybbzd)(DMSO)CI:] e trans-|Ru(pybbzd)(INH)Clz2] em DMSO.

HOMO - LUMO+1 (26%)

Amax / nm (€
Complexos x10*mol L Maior Contribuigio Carater
cm™?)
316 (21,5) HOMO-4 > LUMO+1 (87%), p* (pybbzd) «— pm (pybbzd) (ILCT)
’ HOMO-6 - LUMO+1 (9%) p* (pybbzd) < pm (pybbzd) (ILCT)
HOMO-1 - LUMO+4 (86%),  pm*, dn* (Ru e pybbzd) « pm (pybbzd)
339 (2.8 (LLCT e MLCT)
trans- (22.8) HOMO-1 - LUMO+2 (4%), dn* (Ru) «— drt (Ru) (MMCT)
[Ru(pybbzd)(DMSO)Clz] HOMO-1 - LUMO+3 (5%) pTC’X< (pybed) «—dmn (Ru) (MLCT)
352 (240)  HOMO-3 > LUMO (93%) pr* (pybbzd) < pr (pybbzd) (ILCT)
’ HOMO-2 > LUMO+4 (2%) p* (pybbzd) «<— pm (pybbzd) (ILCT)
HOMO-1 > LUMO (13%), pr* (pybbzd) «— dt (Ru) (MLCT)
497 (3,8) HOMO-1 - LUMO+1 (80%), pr* (pybbzd) « dm (Ru) (MLCT)
HOMO > LUMO+1 (4%) p* (pybbzd) < dm (Ru) (MLCT)
316 (24.0) HOMO-5 > LUMO (19%), p* (pybbzd) < pr (pybbzd) (ILCT)
’ HOMO > LUMO+5 (78%) p* (pybbzd) < pmt (Ru) (MLCT)
339 (26,1) HOMO > LUMO+4 (99%) pr* (INH) « dx (Ru) (MLCT)
A HOMO-2 = LUMO+9 (88%) dr*, pr* (Ru e pybbzd) < p7t (Ru)
[Ru(pybbzd)(INH)CL] 353 (30,1) (MMCT e MLCT)
HOMO-3 > LUMO (6%) pr* (pybbzd) < prt (pybbzd) (ILCT)
13445 HOMO2 > LUMO+2 (15%), pr* (INH) < dn (Ru) (MLCT)
’ HOMO-1 > LUMO+2 (83%) pr* (INH) « dn (Ru) (MLCT)
- o %
4s7(s3)  HOMO-1->LUMO (65%). pr* (pybbzd) «— dt (Ru) (MLCT)

p* (pybbzd) «— dm (Ru) (MLCT)

Fonte: A autora

4.3.4 Voltametria Ciclica

As propriedades eletroquimicas dos complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl:] e trans-
[Ru(pybbzd)(INH)CI>] foram estudadas também por voltametria ciclica em eletrdlito suporte
PTBA 0,1 mol L' em DMSO, utilizando ferroceno como padrio interno, similarmente ao
descrito anteriormente para complexos terpiridinicos. As figuras 33 e 34 ilustram os
voltamogramas ciclicos para os complexos em estudo. Os processos redox obtidos sdo

caracteristicos de sistemas de Ru (II/IIT).
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Figura 33 - Voltamograma ciclico do complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI] (A, B) e do
ligante 2,6-bis(2-benzimizadol)piridina (C), obtidos em eletrélito suporte 0,1 mol L' de
perclorato de tetrametilbutilaménio em DMSO, usando carbono vitreo, platina e Ag|AgCl
como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia, respectivamente, e obtidos a 100 mV/s.

Linha tracejada em vermelho em (A) representa somente o eletrélito suporte 0,1 mol L™ de

perclorato de tetrametilbutilamonio em DMSO.
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Fonte: A autora

Os voltamogramas ciclicos revelaram processos eletroquimicos quasi-reversiveis,
apresentando critérios de reversibilidade tais como AEp > 59/n, processo anddico e catddico
bem definidos (MABBOTT, 1983), com potenciais de meia onda (Ei2) em 0,125 V para o
complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI,] associado ao par redox Ru'/Ru'™. Os potenciais de
meia onda observados na regido negativa de potencial (figura 33 A em -1,80, -1,99 e -2,37 V)
caracterizam a reducdo do ligante 2,6-bis(2-benzimizadol)piridina sugerindo, portanto, a sua

coordenagao ao centro metalico.
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Figura 34 - Voltamograma ciclico dos compostos trans-[Ru(pybbzd)(INH)CL:] (A), trans-
[Ru(pybbzd)(DMSO)CI:] (B) e INH (C) obtidos em eletrélito suporte 0,1 mol L de
perclorato de tetrametilbutilamdénio em DMSO, usando carbono vitreo, platina e Ag|AgCl
como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia, respectivamente, obtidos na velocidade de
varredura de 100 mV/s. Linha tracejada em vermelho em (A) representa somente o eletrolito
suporte 0,1 mol L™ de perclorato de tetrametilbutilaménio em DMSO.
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O voltamograma ciclico revelara um processo irreversivel para o par redox
Ru'/Ru', sendo possivel observar apenas o processo anddico com potencial (Epa) em 0,445 V
para o complexo frans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl.]. Novamente observam-se potenciais na regiao
negativa (figura 34 A, em -1,37, -1,80 e -2,27 V), caracteristicos das redugdes dos ligantes
pybbzd e INH. A partir desses dados pode-se verificar que houve um deslocamento positivo no
valor do potencial de pico anddico, bem como os catddicos, referentes ao ligante quando
comparado ao complexo precursor. Esse resultado indica uma maior estabilidade do complexo
final trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI;] na forma de Ru(Il). O complexo com ligante pybbzd tem em

sua composicdo a presenca de benzimidazol, que ¢ um forte doador de elétrons, Yang (2011)
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sugere que os anéis desse tipo de ligante diminuem substancialmente o potencial nos complexos
de ruténio. Moorlag e colaboradores (2004) atestam a importancia dos ligantes
benzimidazolicos para estabilizar do estado de oxidagdo mais elevado do centro metalico,
devido a sua natureza o-doadora mais forte que as piridinas. Por outro lado, o ligante INH tem
forte carater m-receptor e dessa forma promove o processo de 7-backbonding (retrodoagao) com
o centro metalico, o que estabilizaria melhor a molécula na sua forma de Ru(Il) quando
comparado ao precursor.

Os estudos de TD-DFT indicaram que os orbitais de fronteira, possivelmente
participantes do processo de oxidagdo do complexo, estdo localizados e distribuidos sobre o
grupo 2,6-bis(2-benzimizadol)piridina (ligante). Estes estudos confirmaram a proximidade dos
valores de energia dos orbitais moleculares HOMO, -5,79 eV para trans-
[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] e -5,46 eV para trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl;]. Os dados de TD-DFT
e voltametria ciclica podem ainda ser comparados quando se assume que a redugdo ocorre para
o complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI:] nos orbitais LUMO (-2,57 eV), LUMO+1 (-2,46
eV) e LUMO+2 (- 1,16 eV), enquanto para o complexo trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl2] nos
orbitais LUMO (-2,51 eV), LUMO+1 (-2,44 eV) e LUMO+2 (- 1,99 eV). Esses dados refor¢am
a consisténcia entre os dados tedricos e voltamétricos, auxiliando a se compreender melhor e

confirmar as propriedades eletronicas dos compostos.

4.3.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

Os espectros de RMN de 'H para o precursor trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI.] € o
complexo trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI;] foram obtidos, e encontram-se ilustrados nas figuras 35
e 37. As atribuigdes dos sinais observados foram realizadas com ajuda da literatura (MANSOUR;
SHEHAB, 2017; NAZEERUDDIN et al., 1997) e do espectro de ressonincia magnética de 'H
bidimensional (COSY), na qual sdo detectados acoplamentos H-H até uma distancia de 2
ligacdes (figura 36).

Comparando-se 0 RMN de 'H do ligante pybbzd livre (ver figura 8) nas mesmas
condicdes, observou-se uma melhor separa¢do dos sinais de hidrogénio do ligante quando
coordenado. A coordenagdo mais uma vez quebrou a simetria presente no ligante livre, e assim
como a phtpy, o ligante pybbzd também ¢ um ligante © retirador que promove a retrodoagao
com o centro metalico e resulta nos deslocamentos dos picos distribuidos por todo o espectro.
Os tripletos em torno de 7,02 ppm e 7,28 ppm sdo referentes aos hidrogénios H-5 e H-6 do anel

benzimidazolicos, através dos dados obtidos pelo espectro bidimensional (ver figura 36), pode-
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se observar que estes sinais apresentam acoplamento entre si. Adicionalmente, o tripleto em
7,02 ppm (H-5) acopla com um dubleto em 6,15 ppm, que ¢ atribuido ao H-4. O tripleto em
7,28 ppm (H-6) por sua vez apresenta acoplamento com um dubleto em 7,53 ppm, que ¢
atribuido ao ntcleo de hidrogénio H-7.

O sinal de multipleto com integra¢do para um nucleo de hidrogénio em 8,71 ppm,
foi atribuido ao H-1 do anel central piridinico. O dubleto em 8,81 ppm foi por fim atribuido ao
H-2 do anel central piridinico. Os sinais dos hidrogénios H-1, H-2 sdo os que estdo em regides
mais desprotegidas, observando-se a estrutura para o complexo precursor (trans-
[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] verifica-se que estes nucleos de hidrogénio sdo os que estdo presentes
na parte do ligante que se coordena diretamente ao centro metalico, e devido ao efeito c-doador,
desprotege bastante esses sinais. O espectro experimental para o precursor trans-

[Ru(pybbzd)(DMSO)CI;] pode ser observado a seguir na figura 35.

Figura 35 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H para o precursor trans-

[Ru(pybbzd)(DMSO)Clz] em DMSO deuterado obtido em 300 MHz.
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Figura 36 - Espectro de Ressonincia Magnética de 'H bidimensional (COSY) para o complexo
trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl2] em DMSO deuterado, obtido na frequéncia de 300 MHz.
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Fonte: A autora

O sinal referente ao DMSO coordenado, como também do H-3 ndo apareceram no
espectro, mas esperava-se que o sinal de DMSO se encontrasse em regifes mais protegidas (em
torno 3,0-4,0 ppm), e 0 H-3 ligado a porgao imidazélica em uma regido mais desprotegida (em
torno de (10,0-11,0 ppm). Uma vez que na regido entre 3,0-4,0 ppm se encontram também
sinais do solvente, o sinal do DMSO pode ter sido sobreposto. A estrutura também apresenta
algumas impurezas, tal como um singleto em torno de 8,28 ppm que ¢ referente ao cloroférmio
residual do processo de sintese (GOTTLIEB et al., 1997).

O espectro de ressonancia magnética de *H para o complexo final trans-
[Ru(pybbzd)(INH)CI2] ndo apresenta resolucdo satisfatoria para elucidacdo da estrutura
proposta, sendo necessarios estudos posteriores. Mesmo tendo-se o cuidado em relacdo aos
reagentes utilizados e a protecdo fotoquimica, ndo se conseguiu ainda um espectro que se
mostrasse isento de sinais adicionais, possivelmente de impurezas. O espectro apresenta ainda
sinais de baixa resolucdo e com integracdo muito superior ao esperado. 1sso pode ser oriundo
da fotossensibilidade do complexo, que geraria produtos de amostra decomposta, e como

consequéncia o aumento de sinais que podem estar sobrepostos. O espectro experimental de



93

Ressonancia Magnética de 'H para o complexo final trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI,] pode ser

visualizado a seguir na figura 37.

Figura 37 - Espectro de Ressonancia Magnética

de 'H para o complexo trans-

[Ru(pybbzd)(INH)CI>] em DMSO deuterado obtido em 300 MHz.
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A Tabela 11 apresenta um resumo dos valores dos deslocamentos e suas atribuicdes.

Tabela 11 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H
[Ru(pybbzd)(DMSO)CL2].

e atribuicdes para o complexo trans-

H

trans-

[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;]

8,70

8,81

Sistema pybbzd

6,15

7,02

7,28

~N| O o Bl W N| -

7,53

8

Fonte: A autora
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4.4 Estudos de reatividade

4.4.1 Estudo Fotoquimico dos complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL], trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], trans-[Ru(phtpy)(INH)CL:], trans-|Ru(pybbzd)(DMSO)CL:] e

trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI:], monitorado por espectroscopia eletronica de absorcao

A fim de estudar o comportamento fotoquimico dos complexos sintetizados, e
identificar possiveis produtos gerados apds sua fotoirradiacdo e suas potencialidades
terapéuticas, foram realizados ensaios de fotolise monitorados por espectroscopia eletronica de
absor¢ao na regido do UV-vis. Esse tipo de estudo deve fornecer informagdes uteis em termos
qualitativos de estabilidade fotoquimica para estes complexos, servindo como forma de
monitoramento e base para possiveis aplicagdes em terapia fotodinamica (PDT), que ¢é limitada
aos processos que geram espécies radicalares reativas de oxigénio, tal como oxigénio singlete,
'0,. Garner et al. (2017), investigaram a fotoquimica de complexos polipiridinicos de ruténio
com ligantes terpiridina e bipiridina apresentando a isoniazida como um dos ligantes também
coordenado ao centro metalico, mostrando que havia liberacao de isoniazida no meio reacional
quando o complexo era irradiado com luz azul. Naquele trabalho, observou-se que durante as
fotoirradiagdes ocorriam alteragdes expressivas dos espectros eletronicos dos complexos
estudados, mais particularmente das bandas MLCT. As Figuras 38, 39, 41, 42 e 43 ilustram a
alteracdo fotoquimica dos complexos sintetizados nessa dissertagdo, monitorados por
espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis e sob irradiagdo com LED azul e vermelho

(poténcia de 20W).
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Figura 38 - Monitoramento por espectroscopia eletronica de absor¢ao na regido do UV-Vis
para o complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI;] sob irradiacdo de (a) luz azul e (b) luz
vermelha, na concentracdo de 30 umol L' em DMSO. Foram plotados também graficos de

Abs x Tempo (min) para as bandas MLCT (insets).
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Observando-se o espectro obtido para o precursor trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;]
(figura 38 A e B), ap0ds o término do tempo de irradiagdo, este apresenta dois pontos isosbésticos
em 388 nm e 457 nm indicando que novas espécies foram formadas, possivelmente em um
processo de uma etapa. A banda em 527 desapareceu enquanto uma nova banda surge em 437
nm (quando irradiado com LED azul) e em 407 nm (quando irradiado com com LED vermelho),
estas novas bandas apresentam perfil espectral semelhante ao obtido para o complexo na

conformagao cis.

Figura 39 - Monitoramento por espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-Vis para o
complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl;] sob irradiagao de (a) luz azul onde linhas representam:
Antes da irradiagdo (----), ap6s 5 minutos de irradiacao (----), apos término do tempo de
irradiacdo (----), e (b) luz vermelha na concentracio de 30 umol L' em DMSO. Foram

plotados também gréaficos de Abs x Tempo (min) para as bandas MLCT (insets).
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Para o complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:], o espectro eletronico apresentado na
figura 39 (A), ap6s o término da irradiacdo luminosa, apresenta perfil semelhante ao obtido
também apo6s irradia¢do luminosa do complexo frans-[Ru(phtpy)(DMSO)CI]. Todavia, ambos
inicialmente apresentam mudancas espectrais diferentes, como pode ser visualizado nas figuras

38 e 39. Interessantemente, quando o complexo cis ¢ irradiado com LED azul, logo apos 5
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minutos de irradiagdo, o complexo assume a conformagao trans (figura 39 B), e com o decorrer
do tempo de irradiagdo, este gradativamente reassume um perfil espectral que nao se assemelha
ao perfil espectral para nenhuma das conformagdes (cis ou trans). Até o final da escrita deste
documento nao pode-se ainda confirmar qual estrutura final apos a fotoirradiagdo ¢ obtida para
os complexos em estudo, necessitando de estudo adicionais.

Um esquema ¢ proposto na figura 40, em que o complexo frans primeiramente
sofreria fotoliberacdo do DMSO coordenado, posteriormente a irradiagdo promoveria a sua
fotoisomerizagdo, assim o sitio livre seria coordenado novamente pelo ligante DMSO. Para o

complexo cis 0 mesmo comportamento ¢ apresentado semelhante ao complexo trans.

Figura 40 - Processo de fotoisomerizacdo proposto para os complexos em estudo: trans-

[Ru(phtpy)(DMSO)CI2] (A) e cis-[Ru(phtpy)(DMSO)ClL:] (B).
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Fonte: A autor

O mesmo estudo foi realizado para o complexo final trans-[Ru(phtpy)(INH)CL:] e esté

representado na figura 41.
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Figura 41 - Monitoramento por espectroscopia eletronica de absor¢ao na regido do UV-Vis
para o complexo trans-[Ru(phtpy)(INH)CI>] sob irradiagdo de (a) luz azul e (b) luz vermelha
na concentragio de 30 umol L' em DMSO. Foram plotados também graficos de Abs x Tempo

(min) para as bandas MLCT (insets).

2,0
R?=0,99555 o R”=0,9940
1,8
1,6 <

1,4 -

1,2 -

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 0|
Tempo (Min) Tempo (Min)

.

409 nm

1,0 -

Abs

0,8

0,6 =

0,4 -

0,2

0,0 <

L] L] L] L] L]
300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

2,2 - '\ RP=09923 | o, ' R?=0,9933
2,04
1,84
1,6 4

1,4

T T T T T T T T T T
0 2 40 60 8 0 20 ) 60 8

Tempo (Vi) Tempo (Min)

2124
<
1,0 -
0,8 4
0,6 4
0,44
0,2 4

0,0 1

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

Fonte: A autora



99

Um comportamento espectral interessante ¢ observado para o complexo final trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI:], pois apos a fotoirradiacdo o perfil espectral se apresenta completamente
diferente do inicial e também nao ¢ semelhante ao perfil espectral apresentados pelos
precursores cis € trans.

As duas bandas iniciais em 409 nm e 566 nm do tipo MLCT desaparecem. Diante
disso, sugere-se que haja a liberagdo do ligante INH, e a coordenagdo no ligante DMSO, apds
fotoisomerizagdo. Isso ¢ de grande relevancia para o trabalho, uma vez que se propde a
fotoliberar INH capacitando sua interagao aos seus alvos biologicos. Além disso, o perfil com
luz vermelha ¢ diferente e bem mais rapido do que com luz azul.

Em trabalhos realizados por Planas e colaboradores (2011) e Porter e colaboradores
(2010), os autores investigaram a capacidade que certos compostos de ruténio contendo ligantes
bipiridinicos tinham em mudar sua conformagdo espacial apos irradiados. Pode-se observar
significativas mudangas nos espectros eletronicos dos compostos estudados tanto quando
irradiados no azul ou no vermelho. A luz vermelha tem grande uso particularmente na terapia
fotodinamica, funcionando como forma de ativacdo menos invasiva, devido sua alta
penetrabilidade na pele, sendo assim de grande interesse. Em trabalhos recentes (Rohrabaugh
et. al, 2018; Wang, et. al, 2018; Huang et. al, 2018) destacaram a importancia da terapia
fotodinamica e sua crescente necessidade, além do surgimento de moléculas que além de serem
fotoativas liberam também substincias desejadas e nas formas ativadas (com produgio de 'O
que esta diretamente interligado ao processo de ativacao destas substancias).

As figuras 42 e 43 mostram os espectros eletronicos obtidos nas mesmas condi¢des
para os complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CL] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI:] irradiados
com LED azul e vermelho, ambos em DMSO.

Observa-se nos espectros obtidos para o precursor trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;]
e trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:] que existem dois pontos isosbésticos o primeiro em 415 (quando
este ¢ irradiado no azul) e em 420 nm (quando este ¢ irradiado no vermelho), e um segundo
ponto isosbéstico em 536 (quando este ¢ irradiado no azul) e em 550 nm (quando este ¢ irradiado
no vermelho), o que indica, mais uma vez, que novas espécies quimicas foram formadas através
de um processo em Unica etapa. Todavia, os espectros finais, ap6s irradiagdo, ndo mais se
assemelham aos espectros iniciais do precursor trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:]. Sugere-se que
0 processo de fotoisomerismo ndo ocorreu para estes compostos, o que se pode observar mais
claramente por meio do desaparecimento das bandas MLCT para ambos os complexos em
diferentes comprimentos de irradiagdo, necessitando de estudos adicionais para avaliar-se a

natureza desse processo.
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Figura 42 - Monitoramento por espectroscopia eletronica de absor¢ao na regido do UV-Vis
para os complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] sob irradiag¢do de (a) luz azul e (b)
vermelha 30 pmol L' em DMSO em temperatura ambiente de 25°C. Foram plotados também

graficos de Abs x Tempo (min) para as bandas MLCT (insets).
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Figura 43 - Monitoramento por espectroscopia eletronica de absor¢ao na regido do UV-Vis
para os complexos trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI:], sob irradiacdo de (a) luz azul e (b) vermelha
40 e 50 umol L' ambos em DMSO em temperatura ambiente 25°C. Foram plotados também

graficos de Abs x Tempo (min) para as bandas MLCT (insets).
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Para o complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI:] a banda que decresce em 498 nm
se trata de uma banda do tipo MLCT, enquanto a nova banda que surge em 603 nm (figura 42
A e B) sugere-se que se trata de uma banda de carater “d-d”, oriunda da oxidacdo do centro
metalico apos a fotoirradiagdo. Para o complexo frans-[Ru(pybbzd)(INH)CI;] ha também o
desaparecimento da banda em 486 nm e o surgimento de uma banda alongada em 622 nm
(figura 43 A e B), que também sugere-se ser uma banda de carater “d-d”, do Ru**. Testes
adicionais foram entdo realizados com agentes que promovem oxidagdes e redugdes quimicas,
adicionando-se agentes redutores como acido ascorbico, para comprovar o estado de oxidacao
3+do ruténio. Apos a adig¢ao destes redutor quimico promoveu-se a redu¢ao do centro metalico
e o desaparecimento da banda caracteristica do estado de oxidagdo, sustentando a hipdtese de
oxidagdo (POSSATO, 2013).

Os resultados das adigdes de acido ascorbico podem ser vistos na figura 44 A e B.

Ambos os complexos foram dissolvidos em DMSO.

Figura 44 - Monitoramento por espectroscopia eletronica de absor¢ao na regido do UV-Vis
para os complexos (a) trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI:] e (b) trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI>] na
concentracio de 30 umol L sob irradiacdo de luz azul por 24h ambos em DMSO em
temperatura ambiente 25°C. Antes (----) € ap0s (----) a adi¢do de 0 e 100 uL (3,33 mmol.L™!)

de 4cido ascorbico 0,1 mol L.
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Os resultados indicaram que ap6s a adigdo, mesmo que de uma quantidade pequena
de 4cido ascorbico 0,1 mol.L! (3,33 mmol.L™"), ha o reaparecimento imediato da banda MLCT
dos dois complexos que havia desaparecido apos a irradiacao desses compostos pelo periodo
de 24h, esse tempo de irradiagdo foi escolhido baseando nos estudos anteriores (ver figuras 42
e 43) e para garantir que houvesse uma total conversdo fotoquimica, apresentando assim os
complexos perfis espectrais diferentes antes e ap6s a irradiagao.

Os resultados, aparentemente, corroboram para explicar que diferentemente dos
complexos com o ligante phtpy, os com ligante piridil bis-benzimizadol ndo sofrem
fotoisomerizagdo ou fotolabiliza¢do, mas sim sofrem a oxidacdo do centro metalico indo de
Ru?" a Ru*" quando irradiados, ocasionando o desaparecimento da banda de transferéncia de
carga, mas que apos a adi¢ao do agente redutor pode ser visualizado o reaparecimento da banda
de transferéncia de carga MLCT em torno de 505 nm para ambos os complexos (antes as bandas
eram localizadas em 498 nm e 486 nm para os complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl:] e
trans-[Ru(pybbzd)(INH)CIl:] respectivamente.

4.4.2 Monitoramento espectroscopico da estabilidade dos complexos na auséncia de luz

Para os complexos em estudo, as suas estabilidades térmicas, ao abrigo da luz,
foram investigadas em DMSO, na concentragdo de 1 mmol L™, durante 100 minutos. Com
respeito ao complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2] e trans-[Ru(phtpy)(INH)CL2], ndo se
observou qualquer variagdo espectroscopica. As figuras 45 e 46 apresentam os espectros

eletronicos nas condig¢des estudadas para os complexos.
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Figura 45 - Monitoramento espectroscopico do complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;], em

DMSO na concentragdo de 1 mmol L', na auséncia de luz por 100 min a 25° C
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Figura 46 - Monitoramento espectroscopico do complexo final trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl2],

em DMSO na concentracdo de 1 mmol L', na auséncia de luz por 100 min a 25° C.
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Entretanto, estudo similar realizado com o complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;]
indicou mudancgas expressivas em seu espectro eletronico, com aumento da intensidade tanto
da banda MLCT quanto das bandas intraligantes, no tempo, como ilustrada na figura 47, ndo
sendo evidente nenhum ponto isosbéstico. Os graficos de Abs x tempo, monitorados tanto nas
bandas intraligantes quanto na MLCT, indicam que ap6s 85 min esse processo se encerra (figura
47).

Devido a instabilidade desse complexo, ou sua alteracao estrutural, apresentada ja
nos minutos iniciais, optou-se por realizar novos estudos em outro solvente, mantendo-se a
temperatura constante (25°C). Selecionou-se como solvente alternativo o etanol (EtOH), sendo

iniciado monitoramento térmico cujo resultado encontra-se na figura 48.

Figura 47 - Monitoramento espectroscopico do complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CL;], em

DMSO na concentracgdo de 1,0 mmol L, na auséncia de luz por 100 min a 25° C.
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Figura 48 - Monitoramento espectroscopico do complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;], em

EtOH na concentragdo de 1 mmol L', na auséncia de luz, por 100 min a 25° C.
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Esse monitoramento cinético, na auséncia de luz, em EtOH, apresentou
comportamento similar ao observado em DMSO, como ilustrado na figura 47. Outros dois
solventes, dgua e metanol (figura 49 e 50), foram ainda investigados a fim de identificar se o
complexo se manteria inalterado. Em agua houve mudancas espectroscopicas significativas,
mas aparentemente mais lentas, todavia, em metanol, mesmo ap6s 100 min, ndo se observou
alteragdes espectroscopicas, indicando ser o complexo estdvel naquele solvente. Esse
comportamento instavel em varios solventes poderia ser decorrente de troca de ligantes com o
solvente ou mesmo alteragdo configuracional; a auséncia de ponto isosbéstico sugere que mais

de um processo esteja ocorrendo.
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Figura 49 - Monitoramento espectroscopico do complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CL;], em

4gua na concentracdo de 1 mmol L', na auséncia de luz por 100 min a 25° C.
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Figura 50 - Monitoramento espectroscopico do complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CL], em

MeOH na concentragio de 1 mmol L, na auséncia de luz por 100 min a 25° C.
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Através destes estudos cinéticos percebeu-se a influéncia do solvente em promover
alteragcdes no composto na conformagao trans. Esse estudo se faz relevante para orientar quais
solventes empregar, por exemplo, nos ensaios bioldgicos ou outros tipos de estudos de
reatividade. Em nenhum dos solventes estudado, apos o tempo reacional de 100 min, houve
conversao da conformacao frans para cis, esse tipo de isomeriza¢ao s foi possivel quando o
composto foi irradiado.

Para os complexos contendo o ligante 2,6-bis(2-benzimizadol)piridina as suas
estabilidades ao abrigo da luz foram investigadas em DMSO, na concentra¢io de 1 mmol L™,
durante 100 minutos, similarmente aos estudos anteriores Nessas condi¢cdes o complexo trans-
[Ru(pybbzd)(INH)Cl2] mostrou-se aparentemente estavel, sem variagdo espectral como

ilustrado na figura 51.

Figura 51 - Monitoramento espectroscopico do complexo trans-[Ru(pybbzd)(INH)CL:], em

DMSO na concentragdo de 1 mmol L™, na auséncia de luz por 100 min a 25° C.
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Entretanto, o complexo precursor apresentou-se bastante instdvel, na auséncia de

luz, com expressiva mudanga de seu perfil espectral apés 100 minutos, sem a identificacdo de

qualquer ponto isosbéstico, a figura 52 ilustra este comportamento.
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Constatou-se uma sucessiva reducdo da intensidade das bandas na regido do visivel
(MLCT) e um aumento nas bandas intraligantes, comportamento que se repetiu com irradiagao
de luz, evidenciando que o composto ¢ instavel. Entretanto, somente essa observacao, apesar
de sugestiva, nao ¢ suficiente para inferir que esteja ocorrendo a troca de ligantes com o solvente,
sendo necessario estudos adicionais para identificar que alteragdes estdo ocorrendo.

Assim, similarmente ao descrito anteriormente, investigou-se outros solventes a fim
de identificar se o complexo se manteria inalterado, tendo sido empregado etanol e agua. O
comportamento nestes solventes foi bastante promissor, havendo mudangas lentas e discretas
em agua, enquanto em etanol o complexo se manteve plenamente inalterado como ilustrado nas

figuras 53 e 54.

Figura 52 - Monitoramento espectroscopico do complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl;], em

DMSO na concentragio de 1 mmol L, na auséncia de luz por 100 min a 25° C.
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Figura 53 - Monitoramento espectroscopico do complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;], em

4gua na concentracdo de 1 mmol L', na auséncia de luz por 100 min a 25° C.
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Figura 54 - Monitoramento espectroscopico do complexo trans-[Ru(pybbiz)(DMSO)Cl;], em

EtOH na concentragio de 1 mmol L, na auséncia de luz por 100 min a 25° C.
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Os dados obtidos pelos estudos de estabilidade térmica sdo de grande importancia
para conhecimento da reatividade/estabilidade dos complexos em varios solventes, e estes
servirao para direcionar futuros experimentos que dependam da reatividade destes compostos,

particularmente, os estudos biologicos.

4.4.3 Efeito solvatocromico dos solventes nos complexos metalicos

Os efeitos dos solventes sobre os fendmenos quimicos sdo complexos porque
existem varios mecanismos de interacao soluto-solvente. Todavia, ha uma necessidade de se
entender melhor os processos de solvatagdo nos fendmenos quimicos, uma vez que a maioria
das reagdes sdo realizados na fase liquida.

O solvente participa no processo de transferéncias de protons e na solvatagdo de
ions, espécies dipolares, capacidade de doagdo de ligacdes de hidrogénio ou ‘“acidez”, e
capacidade de aceitagdo de ligagdo de hidrogénio ou “basicidade”, etc. (EL SEOUD, 2010).
Tendo em vista o efeito do processo de solvatagdo sobre os processos quimicos, inclusive
estabilizando espécies ou conduzindo-as a outros isomeros, realizou-se um estudo com os
complexos sintetizados neste trabalho, a fim de verificar se estes sofreriam alteracdes
espectroscopicas na regiado do UV-Vis ao interagirem com solventes diferentes.

As Figuras 55 e 56 trazem os espectros eletronicos na regido do UV-Vis para os
complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL:] e trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CL:], solubilizados em
diferentes solventes (acetonitrila, acetona, DMF, DMSO, etanol, metanol e 4gua), na
concentracdo de 1 mmol L. As leituras dos espectros ocorreram logo apds a total dissolucio
dos complexos nos respectivos solventes, avaliou-se os deslocamentos das bandas MLCT’s dos

complexos ao longo da faixa espectral da regido do UV-Vis.
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Figura 55 - Espectros eletronicos de absor¢do para o complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:]

em solventes de distintas polaridades, na concentracdo de 1 mmol L.
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Figura 56 - Espectros eletronicos de absor¢ao para o complexo frans-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl;]

em solventes de distintas polaridades, na concentra¢io de 1 mmol L.
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A Tabela 12 apresenta os valores de maximos de absor¢do da banda MLCT para

esses dois complexos nas conformacoes cis e trans.
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Tabela 12 - Efeito dos solventes na banca MLCT dos complexos cis-

[Ru(phtpy)(DMSO)CI:;] e trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:].

Nuimero de
Momento cis trans
Solvente Dipolar (u)* Doador** At () A (11)
1polar (1 max (NN max (NN
(keal/mol) - :
DMF 3,37 26,6 508 530
» DMSO 3,96 29,8 444 527
Aprotico
Acetonitrila 3,92 14,1 502 521
Acetona 2,88 17 512 535
Diclorometano 1,6 1 - 524
H,O 1,85 18 443 487
Prético MeOH 1,7 19 469 488
EtOH 1,69 32 476 495

Fonte: A autora

*Romero et al. (2002) **Nelson (2003) Chipperfield (1999)

Com base nos valores apresentados na Tabela 9, pode-se verificar que os dois
compostos se comportam de maneira semelhante dependendo do meio em que estdo
dissolvidos, apresentando deslocamentos batocromicos e hipsocrdmicos nas bandas MLCT’s.
Sabe-se que a polaridade da molécula e do meio sdo determinantes para o tipo de interagdo que
ocorrera entre ambos. A geometria conformacional dos dois complexos cis e trans faz com que
estes tenham polaridades distintas (pu cis = 14,79 e trans = 9,75, dados obtidos pelos céalculos
TD-DFT) e cada um interagird diferentemente com o solvente ou mesmo possibilitara
mudancas quimicas do préprio complexo, como substituigdes de ligantes por moléculas do
solvente. A figura 57 apresenta as estruturas espaciais dos dois complexos cis e trans, assim

como também o contorno dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO para os dois complexos.
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Figura 57 - Estruturas espaciais para os complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] e trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CL].
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Fonte: A autora

A posicao axial e meridional do ligante DMSO influencia diretamente a interagao
com os solventes, uma vez que o grupo sulfoxido (S=0O) pode formar ligagcdes de hidrogénio
com solventes polares proticos por exemplo (NIGAM; RUTAN, 2001) (GEORG, 2006). Essa
tendéncia pode ser vista pelos valores apresentados na tabela 9, sendo constatado que para o
complexo na conformagao frans os valores de Amax se encontram um pouco mais deslocados
para maiores comprimentos de onda do que os compostos na conformagao cis, para os solventes
proticos. Isso pode ser explicado, uma vez que o grupo sulfoxido na conformagdo trans se
encontra menos impedido estericamente para realizar ligagdes de hidrogénio com os solventes.

Para os solventes H>O, EtOH ¢ MeOH ha um desvio hipsocromico para menores
comprimentos de onda quando comparado aos solventes aproticos (ambos polares) para ambos
os complexos (cis e trans) nestes solventes. Em solventes com a possibilidade de promoverem

ligagdes de hidrogénio com os complexos, ¢ esperado que a energia de estabiliza¢do do estado
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excitado do meio se torne mais polarizavel, aumentando o gap de energia deslocando estes para
regides de menor comprimento de onda (MARINI, 2010) (GEORG, 2006)

No caso de solventes aproticos, em que nao hé a formacao de ligagdes de hidrogénio,
mas ocorrem transi¢des do tipo - 1 e n-n", dependendo do tipo de interagdo com esses orbitais,
elas se deslocam para o vermelho ou para o azul. Na transi¢do n-n*, por exemplo, no estado
excitado o elétron ocupara um orbital geralmente deslocalizado, fazendo com que esse estado
excitado seja mais localizado que o estado fundamental que interagird mais com o solvente,
aumentando o gap de energia, levando ao desvio para o azul (GEORG, 2006). Para as interagdes
n-m*, a interacdo com o solvente no estado excitado ¢ maior, tornando este mais polarizavel e
deslocando-o deslocado para o vermelho (MARINI, 2010) (GEORG, 2006). Pode-se observar
que para os complexos estudados, o seu estado excitado ¢ mais estabilizado que o estado
fundamental, e assim diminui a energia deslocando os comprimentos de onda para maiores
valores, apresentando assim deslocamento batocromico. Esses fendmenos podem ser

visualizados na figura 58.

Figura 58 - Ilustracdo do fendmeno de solvatocromismo para solventes aproticos. (a) estado
excitado interage mais com o meio do que o estado fundamental, diminuindo a energia de
estabilizacdo. (b) O processo inverso ¢ observado, a interacdo com o estado fundamental ¢
maior do que no estado excitado, fazendo com que a energia do estado fundamental diminua,

aumentando a energia de estabilizagdo.

Estado
Meio Excitado Meio
Aprético Protico
Estado
Fundamental

(a) (b)

Fonte: Adaptado de Georg (20006).



115

O mesmo estudo foi realizado para o complexo final contendo o ligante INH
coordenado. A figura 59 apresenta o espectro eletronico na regido do UV-Vis para o complexo

trans-[Ru(phtpy)(INH)CI2].

Figura 59 - Espectro eletronico de absor¢ao para o complexo trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl2] em

solventes de distintas polaridades, na concentracdo de 1 mmol L.
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Fonte: A autora

Por meio do espectro eletronico experimental, para a primeira banda MLCT,
localizada proximo a 400 nm, ndo ha desvios espectroscopicos consideraveis para o complexo
final trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:]. J& para a segunda banda, localizada proximo a 600 nm, ha
desvios para regides de menor ou maior energia entre os solventes utilizados. A tabela 13
apresenta os valores de maximos de absor¢ao das bandas MLCT para este complexo.

A energia do gap de transicdo entre os orbitais HOMO e LUMO para a banda
MLCT proximo a regido do UV para este complexo nao sofre grandes desvios espectrais com
0 meio em que este composto esta solvatado. Por outro lado, a banda MLCT préoxima a 600 nm
sofre desvios batocrdmico e hipsocromicos, apresentando comportamento semelhante aos
complexos precursores, sO que mais discretos. O ligante INH poderia, em principio, estabelecer
ligacdes do tipo hidrogénio com solventes proticos, mas este comportamento ndo foi tdo

observado. Pelos célculos TD-DFT pode-se obter o valor do momento dipolar do complexo
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final trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl2] com valor u = 5,61, comparando este valor aos dos precursores
(1 cis = 14,79 e trans = 9,75) pode-se verificar que houve decréscimo no momento dipolar da
molécula, e esta ndo interagira tdo fortemente com o solvente polares como os precursores, 0

que justificaria os desvios espectrais mais discretos apresentados.

Tabela 13 - Efeito dos solventes nas bancas MLCT do complexo trans-
[Ru(phtpy)(INH)Cl2].
Numero
Momento
de MLCT1  MLCT?2
Solvente Dipolar
" Doador**  Amsx (nNm)  Amax (NM)
a (Kcal/mol)
DMF 3,37 26,6 410 571
: DMSO 3,96 29,8 407 566
Aproético
Acetonitrila 3,92 14,1 407 561
Acetona 2,88 17 410 568
: MeOH 1,7 19 404 545
Protico
EtOH 1,69 32 406 552

Fonte: A autora

*Romero et al. (2002) **Nelson (2003) Chipperfield (1999)

Esses estudos foram relevantes para apresentar o quanto o solvente pode influenciar
diretamente nas mudangas espectrais e nos niveis energéticos dos complexos sintetizados. Os
espectros eletronicos na regido do UV-Vis apresentam desvios batocromicos e hipsocromicos,
mas ndo a formagdo de pontos isosbésticos com o passar do tempo, 0 que nos permite sugerir
que ndo houve a formagdo de novas espécies quimicas, e somente a influéncia do solvente no
meio reacional. Mais uma vez os estudos sdo de grande relevancia para a escolha do solvente
em futuros estudos com estes complexos.

Estudos similares foram realizados para os complexos contendo o ligante pybbzd.
As figuras 60 e 61 apresentam os espectros eletronicos na regido do UV-Vis para os complexos
trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl,]. Mais uma vez as leituras dos
espectros ocorreram logo apds a total dissolugdo dos complexos nos respectivos solventes,
avaliou-se os deslocamentos das bandas MLCT’s dos complexos ao longo da faixa espectral da

regido do UV-Vis.
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Figura 60 - Espectro eletronico de absor¢ao para o complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;]

em solventes de distintas polaridades na concentra¢io de 1 mmol L1
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Fonte: A autora

Figura 61 - Espectro eletronico de absor¢ao para o complexo frans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl] em

solventes de distintas polaridades na concentragdo de 1 mmol L.
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A tabela 14 abaixo apresenta os valores de absorgdo eletronica (Amix) da banda

MLCT para esses dois compostos, precursor € o final.

Tabela 14 - Efeitos dos solventes na banca MLCT dos compostos trans-

[Ru(pybbzd)(DMSO)CI:] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:] em diversos solventes.

Numero
Momento d trans- trans-
e
Solvente Dipolar Doador [Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:]  [Ru(pybbzd)(INH)CL:]
oador
(n)* Amax (nm) Amix (Nm)
# (Kcal/mol)
.. DMSO 3,96 29,8 498 651
Aprotico
DMF 3,37 26,6 500 643
H20 1,85 1,85 480 639
Prético MeOH 1,7 1,7 496 641
EtOH 1,69 1,69 498 642

Fonte: A autora

*Romero et al. (2002) **Nelson (2003) Chipperfield (1999)

Para o complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] observou-se deslocamentos muito
discretos de natureza hipsocromica ou batocroOmica para a maioria dos solventes, exceto para
H:O, cujo desvio foi hipsocromico Esse fenomeno pode ser explicado tal como anteriormente,
sendo que a H20 foi o unico solvente capaz de estabelecer ligagdes mais fortes de hidrogénio,
esse tipo de interacao aumenta o desdobramento entre os orbitais exigindo mais energia para as
transi¢des eletronicas. Para os demais solventes pode-se levar a inferir que o gap de energia
entre os orbitais HOMO e LUMO para este complexo ndo sofre grandes altera¢cdes com o meio,
e o complexo permanece praticamente estdvel e com basicamente os mesmos niveis energéticos.

Para o complexo final frans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl2] 0 mesmo comportamento foi
observado, quase todos os solventes nao apresentaram desvios no espectro eletronico, apenas o
solvente DMSO apresentou desvio consideravel batocromico para o vermelho. Dentre os
solventes utilizados este € o que apresenta maior momento dipolar (1) o que lhe permite maior
interacdo com o estado excitado dipolar da molécula, estabilizando a molécula e necessitando
de menor energia para a transicdo eletronica, logo deslocando o espectro para regides com
maiores comprimentos de onda.

A auséncia de mudanga nos perfis espectroscopicos dos complexos trans-
[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl2] na presenca de varios solventes,

torna-os interessante para termos um padrdo espectroscopico fundamental, uma vez que
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dependendo do meio em que estes estejam solvatados, os solventes ndo influenciardo nos niveis

energéticos destes compostos.

4.5 Estudo da geracio de radical reativo de oxigénio singlete 'Ox.

O composto 1,3 difenilisobenzofurano (DPBF) foi utilizado como sonda para
detectar a formacdo de oxigénio singlete, via fluorescéncia, através da reacio entre 'O, e essa
sonda organica. A reacdo que ocorrer ¢ descrita na figura 62, em que se busca monitorar a

geragao de oxigénio singlete pelos compostos irradiados com luz.

Figura 62 - Equacdo quimica da reacdo entre DPBF e oxigénio singlete.

Q Q o-dibenzoilbenzeno

1,3-difenilisobenzofurano

Fonte: A autora

Os estudos para os complexos com ligante phtpy foram realizados irradiando as
amostras no vermelho e no azul em diversos solventes. Os espectros de emissdo apenas do
DPBF e deste na presenca dos complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL:], trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CIL2] e trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl;] irradiados com luz vermelha foram
obtidos em acetonitrila e seguem apresentados na figura 63. Observa-se para ambos os espectros
uma diminui¢do na intensidade luminescente da banda do DPBF, contudo, na presenga do
padrio de geragdo de 'Ox na regido do vermelho, o azul de metileno, o decaimento foi maior,

revelando a possivel geragcdo de oxigénio singlete.
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Figura 63 - Espectro de emissdao do DPBF em fung¢do do tempo de irradiagdo na (a) auséncia
e (b) presenga de Azul de Metileno; (c) cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl.]; (d) trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2], € (e) trans-[Ru(phtpy)(INH)CI,], ambos nas mesmas concentragdes
de 16 pmol L' em acetonitrila. Fendas:0,3 mm, A= 410 nm e emissdo de 420-610 nm.

Amostras irradiada ex situ usando LED vermelho.
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Fonte: A autora

Os coeficientes angulares das curvas cinéticas do grafico In (I / Io, variagao das
intensidades de emissdo em varios tempos) vs tempo (figura 64) de irradiagdo da amostra e do
complexo padrdo quando aplicados na equacao (1) (WILKINSON et al, 1995), € possivel obter
os rendimentos quanticos de geragdo de oxigénio singlete. O complexo trans-

[Ru(phtpy)(INH)Cl>] apresentou valores significativos de geracdo de !0, (®a= 0,38), quando
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comparado ao padrdo azul de metileno (®a= 0,64, em acetonitrila). O complexo precursor
trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl,] também apresentou um perfil de geracdo de 'O, significativo
(®a= 0,28), e bem proximo ao complexo trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl2]. Sugere-se que o estado
MLCT destes complexos possa estar atuando como canal de transferéncia de energia para
excitar o oxigénio molecular (*0.). Apesar das curvas nio se apresentarem tdo inclinadas como
a do padrao azul de metileno, deve-se avaliar se outros processos que consumam essa espécie
nao estejam ocorrendo. Esses valores sdo de grande relevancia uma vez que muitos complexos
nio apresentam ou apresentam baixos valores de geracdo de 'O, quando irradiados
particularmente na regido do vermelho. Todavia, convém ainda usarmos posteriormente outras
estratégias de medicdo de oxigénio singlete, a fim de assegurar esse comportamento.
Curiosamente, o complexo cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl;] ndo apresentou qualquer capacidade de

fotogerar oxigénio singlete, bem diferente do complexo na sua forma trans.

Figura 64- Consumo de DPBF em fungao do tempo de irradiacdo como controle e na presenga
de azul de metileno e dos complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] e trans-[Ru(phtpy)(INH)CL].
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Os espectros de emissdo apenas do DPBF e deste na presenga dos complexos cis-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2],  trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2] e  trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:]

irradiados com luz azul foram obtidos em acetonitrila e seguem apresentados na figura 65.

Figura 65- Espectro de emissao do DPBF em fun¢ao do tempo de irradiagdo na (a) auséncia e
(b) presenca de [Ru(bpy)s]**; (c) cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL]; (d) trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CIl:], e (e) trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl;], ambos nas mesmas concentragdes
de 16 pmol L' em acetonitrila. Fendas:0,3 mm, A= 410 nm e emissdo de 420-610 nm.

Amostra irradiada ex situ usando LED azul.
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O mesmo procedimento ja descrito anteriormente foi realizado a fim de obtengao
dos coeficientes angulares das curvas de decaimento para estes experimentos. Observa-se que
para os complexos precursor trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CLl] e complexo final trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI2] (de acordo com a figura 66) os valores de geragio de 'O, sdo praticamente
nulos, uma vez que suas retas apresentam perfil semelhante ao da sonda DPBF, estando dentro
da margem de erro da analise. Quando comparado ao padrio [Ru(bpy);]*" (®a= 0,84 em
acetonitrila) o complexo precursor cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl,] apresentou um perfil de geracao

de 'O, mais significativo (®a= 0,37).

Figura 66 - Consumo do DPBF em fung¢ao do tempo de irradiagdo como controle e na
presenca de [Ru(bpy);]** e dos complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl,], trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] e trans-[Ru(phtpy)(INH)CL].
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Fonte: A autora

Os mesmos estudos foram realizados para os complexos com ligante pybbzd, estes
foram irradiados com LED vermelho e com LED azul em acetonitrila. Os espectros de emissao
apenas do DPBF e deste na presenca dos complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl,] e trans-
[Ru(pybbzd)(INH)CI2] irradiados com luz vermelha obtidos em Acetonitrila seguem

apresentados na figura 67.



124

Figura 67 - Espectro de emissdo do DPBF em fung¢do do tempo de irradiagdo na (a) presenca

de azul de metileno; (b) auséncia de azul de metileno; (c) trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CL]; (d)

trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl,], ambos nas mesmas concentragdes de 16 pmol L' em

Acetonitrila. Fendas:0,3 mm, L= 410 nm e emissdo de 420-610 nm. Amostra irradiada ex

situ usando LED vermelho.
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Fonte: A autora

Observa-se que para o complexo trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI:] (de acordo com a

figura 68) apresenta valores ainda atrativos de geragio de 'O, (®a= 0,13), quando comparado

ao padrao azul de metileno (®a= 0,52 em acetonitrila). O complexo precursor frans-

[Ru(pybbzd)(DMSO)CI2] ndo apresentou um perfil de geragdo 'Oz que fosse mensuravel com

seguranga.




125

Figura 68- Consumo do DPBF em fun¢ao do tempo de irradiagdo como controle e na presenga
de azul de metileno e dos complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:] e trans-
[Ru(pybbzd)(INH)Cl.].
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Os espectros de emissdao apenas do DPBF e também deste na presenca dos
complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl;] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI.] irradiados com luz
p py py

azul foram obtidos em acetonitrila e seguem apresentados na figura 69.
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Figura 69 - Espectro de emissdao do DPBF em func¢do do tempo de irradiacdo na (a) auséncia
e (b) presenca de [Ru(bpy)s]*"; (c) trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CL]; (d) trans-
[Ru(pybbzd)(INH)Cl], ambos nas mesmas concentra¢des de 16 umol L™ em acetonitrila.
Fendas:0,3 mm, dexe= 410 nm e emissdo de 420-610 nm. Amostra irradiada ex situ usando

LED azul.
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Fonte: A autora

Observa-se que para o complexo trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI2] (de acordo com a
figura 70) apresenta valores interessantes de geracdo de 'O, (®a=0,37), quando comparado ao
padrio [Ru(bpy)s]*" (®a= 0,84 em acetonitrila), sendo esse valor é atrativo. O complexo
precursor trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl,] também apresentou um perfil de geracdo '0,, ainda
que um pouco menor (Pa= 0,28). A tabela 15 apresenta os valores de geracdo de 'O, (®a) para

os complexos estudados.
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Figura 70 - Consumo do DPBF em fungdo do tempo de irradiacdo como controle e na
presenca de [Ru(bpy);]** e dos complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl,] e trans-
[Ru(pybbzd)(INH)Cl.].
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Fonte: A autora

Tabela 15 - Dados de geragio de 'Oz (®») obtidos para os complexos metalicos em estudo

usando como solvente a acetonitrila.

Complexos metalicos Irradiado (azul) Irradiado (vermelho)
cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl»] ®r=0,37 -
trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl,] - ®r=0,28
trans-[Ru(phtpy)(INH)CI:] - ®A=0,38
trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI;] ®r=0,28 -
trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:] ®r=0,37 ®r=0,13

Fonte: A autora

-----

bactérias Gram positivas e negativas.

Com o objetivo de investigar se os complexos sintetizados apresentariam atividade
frente a agentes patogénicos, como bactérias Gram positivas e negativas, foram realizados

ensaios de concentracdo inibitoria minima (MIC) e concentra¢do bactericida minima (MBC)
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com as bactérias S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e E. coli com irradiacdo de luz azul
e vermelha na regido do visivel e sem irradiacdo. Essas medidas foram realizadas em uma
parceria com o Laboratério Integrado de Biomoléculas - LABS (UFC) do prof. Dr. Edson
Holanda Teixeira (UFC).

Os resultados mostraram que os complexos sintetizados, com e sem irradiagdo de
luz, ndo apresentaram qualquer atividade biologica nas bactérias estudadas, mesmo na
concentracdo maxima de 500 pg/mL. Todavia, convém lembrar que a isoniazida nao apresenta
atividade microbicida frente aos patogenos empregados, mas ¢ bastante efetiva frente ao

Mycobacterium tuberculosis (Mtb).

4.7 Ensaio biolégicos com Mycobacterium tuberculosis

Foram realizados ensaios bioldgicos in vitro com Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, em uma parceria com o Centro de Pesquisas em Biologia Molecular ¢ Funcional e
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Tuberculose da Pontificia Universidade Catolica
do Rio Grande do Sul (PUC-RS), para determinagdo da concentracao inibitéria minima (MIC)
dos  complexos trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CL], cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;], trans-
[Ru(phtpy)(INH)Cl,], trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl2] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)CIl2]. Os
estudos foram realizados em triplicata, todavia sem o pleno abrigo de luz. Os resultados se

encontram resumidos na tabela 16.

Tabela 16 - Determinacido do MIC dos complexos frente ao M. tuberculosis H37Rv

Amostras MIC (pM)
cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] 44,8
trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] >100
trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:] 40,6
trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CI] >100
trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:] >100
Isoniazida 2,8

Fonte: A autora

Os resultados de MIC n3o se mostram promissores para os complexos trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2], trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl:] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:], cujos
valores foram superiores a 100 uM. Todavia, para os complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:] e
trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl,], os valores de MIC de 44,8 e 40,6 umol L™, respectivamente, se

mostraram animadores. Esses valores sdo ainda bastante superiores ao medido para isoniazida,
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que ¢ 15 vezes menor, mas quando comparados a outros firmacos de segunda linha empregados
no tratamento da tuberculose, como a cicloserina, estes resultados sdo bem interessantes, uma
vez que a cicloserina apresenta MIC para M. tuberculosis variando entre 478 pmol L' e 1920
pumol LT (COLL, 2009), e em um trabalho recente, este farmaco apresentou valor de MIC frente
as cepas MDR no valor de MIC <313 pmol L' (GONCALVES, 2015). Os valores de MIC,
possivelmente, devem melhorar quando as amostras forem fotoirradiadas com a possivel
liberacao de INH, o que enfrenta, temporariamente, algumas limitagcdes técnicas para essa

medida em um laboratério de biossegurancga de nivel 3.

4.8 Estudos da Citotoxidade

Avaliou-se também em uma colabora¢do ao Laboratério Integrado de Biomoléculas
(LIBS) do prof. Dr Edson Holanda Teixeira (UFC), a citotoxidade dos complexos trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2], trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:], trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIL:] e trans-
[Ru(pybbzd)(INH)Cl:], empregando-se células das linhagens: L929 (Fibroblasto murino),
A549 (carcinoma de pulmao), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) ¢ LNCAP (carcinoma de
prostata). As células foram tratadas concentracdes variaveis dos compostos (0,1 - 100uM) por
72 horas, e a viabilidade celular medida através do ensaio de MTS. Os resultados dessas

medidas encontram-se apresentados nas Figuras 71, 72, 73 e 74.
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Figura 71 - Ensaio de citotoxicidade do complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] frente as

células das linhagens: 1.929 (Fibroblasto murino), A549 (carcinoma de pulmao), MCF-7

(adenocarcinoma de mama) e LNCAP (carcinoma de prostata): (A) incubadas sem irradiacao

(B) e com 1h de irradiacao (LED luz); todas as células foram incubadas por 72h com os

complexos.
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Fonte: A autora

Figura 72 - Ensaio de citotoxicidade do complexo trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI] frente as

células das linhagens: L.929 (Fibroblasto murino), A549 (carcinoma de pulmao), MCF-7

(adenocarcinoma de mama) e LNCAP (carcinoma de préstata): (A) incubadas sem irradiagdo

(B) e com 1h de irradiacao (LED luz); todas as células foram incubadas por 72h com os

complexos.
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Figura 73 - Ensaio de citotoxicidade do complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl;] frente as

células das linhagens: 1.929 (Fibroblasto murino), A549 (carcinoma de pulmao), MCF-7

(adenocarcinoma de mama) e LNCAP (carcinoma de prostata): (A) incubadas sem irradiacao

(B) e com 1h de irradiacao (LED luz); todas as células foram incubadas por 72h com os

complexos.
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Figura 74- Ensaio de citotoxicidade do complexo trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl,] frente as células

das linhagens: L.929 (Fibroblasto murino), A549 (carcinoma de pulmao), MCF-7

(adenocarcinoma de mama) e LNCAP (carcinoma de préstata): (A) incubadas sem irradiag@o

(B) e com 1h de irradiacao (LED luz); todas as células foram incubadas por 72h com os

complexos.
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Com base nos dados apresentados nas Figuras 71-74, nota-se que os complexos

trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;], trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl;], trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)CIl;] e
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trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl2] nd3o apresentam qualquer atividade citotdxica significativa,
mesmo nas mais altas concentragdes empregadas, ou mesmo apos irradiagdo com luz azul. Para
os complexos trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)CI] frente as células
LNCaP (carcinoma de prostata) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama), estes apresentaram baixa
citotoxicidade (com redugdo entre 10 a 30% na viabilidade) quando estas ndo sdo irradiadas,
mas somente em concentragdes bem mais elevadas, entre 50 uM e 100 pM.
Interessantemente, os complexos apresentaram baixa citotoxicidade seja em células
saudaveis ou cancerigenas, mesmo com luz, indicando uma possivel seguranca em seu uso
bioldgico. Entretanto, os dados indicam que ndo se mostram promissores para o tratamento dos
tipos de cancer investigados. A presenga de até trés sitios disponiveis para coordenagio nesses
complexos € um fator positivo, o que potencializa posteriormente coordenar outras moléculas,
inclusive algumas ja conhecidas na literatura que apresentem elevada atividade citotoxica, e
com isso aumentar a seletividade e citotoxicidade para cancer. Posteriormente serdo realizados
novos ensaios testando esses compostos frente a outras linhagens celulares (como por exemplo
células de c6lon humano (HCT-116), ovario humano (Ovacar-8), leucemia (HL60)) para revelar

sua capacidade de inibir o crescimento celular de tais células.

4.9 Lipofilicidade (LogP)

A lipofilicidade ¢ uma propriedade fisico-quimica amplamente utilizada, sendo
quantificada como o logaritmo de um coeficiente de partigdo de uma molécula entre uma fase
organica e uma fase aquosa (octanol e 4gua utilizados, neste trabalho) (OU, et al., 2016). Esse
parametro P ¢ definido como a razdo das concentracdes da molécula em fase octanol/dgua, no
equilibrio, que surgem por combinagdo desses dois solventes imisciveis. Desta forma, as
moléculas de carater lipofilico possuem logP com valores positivos e moléculas de carater
hidrofilico possuem valores logP negativos.

Além de possuir alguma solubilidade aquosa para produzir uma resposta
farmacologica, uma molécula de um possivel farmaco deve ser capaz de atravessar as
membranas biologicas, constituidas predominantemente de lipideos e certas proteinas (ALLEN,
et al.,2007). Sabe-se que a importancia da lipofilicidade no estudo das interagdes de complexos
de Ru(Il) com sistemas bioldgicos € significativa, e alta lipofilicidade poderia aumentar a
absorc¢ao celular do complexo, que por sua vez aumentaria ainda mais a interacao do complexo
nas células (MA, et al., 2015). Todavia, compostos muito insoliveis em solugdo aquosa sao

limitantes e um balango deve existir, para uma 6tima absor¢ao, biodistribui¢ao e excre¢ao.
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A quantificagdo dos compostos na fase aquosa foi realizada através de
espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis. A concentragdo do composto na fase organica
foi calculada pela diferenga entre a concentragao inicial e a final na fase aquosa (RAMA et al.,
2006), cujos valores de absortividade sdo conhecidos, e foram medidos nesse trabalho (ver
apéndice I). A tabela 17 nos mostra a diferenca de log P dos complexos trans-
[Ru(phtpy)(DMSO)Cl2], cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl:], trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl2], trans-
[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl:] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl.].

Tabela 17 - Medidas dos coeficientes de particao (logP) para alguns complexos de ruténio.

n
Composto (Momento LogP Ref.
Dipolar)?

cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] 14,79 -1,76 Este trabalho

trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] 9,75 -1,33 Este trabalho

trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl:] 5,61 -1,00 Este trabalho

trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] 15,14 -0,16 Este trabalho

trans-[Ru(pybbzd)(INH)Cl:] 8,18 -0,79 Este trabalho

[Pt(ttpy)(L)] - -0,37 OU, Zhize et al. (2016)

L = 4-aminonafitalimida

[Pd(ttpy)(L)] - -0,56 OU, Zhize et al. (2016)

L = 4-aminonafitalimida

[Ru(tpy)(bpy)(CD)]Cl1 - -0,81 LAMEIJER, Lucien et
al. (2018)

[Ru(tpy)(pymi)(Cl)]Cl1 - -1,80 LAMEIJER, Lucien et
al. (2018)

Derivados Benzimidazolicos - 1,53 - PODUNAVAC-

3,45 KUZMANOVIC;

CVETKOVIC (2011)

a- calculado por DFT

Fonte: A autora
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Os complexos estudados exibiram valores de logP < 0, o que os caracteriza com
perfil hidrofilico. A cisplatina, que ¢ um composto bastante empregado em tratamentos
anticancer, tem valor de logP igual a -2,53 (SCRENCI, et al., 2000), sendo considerada bastante
hidrofilica também. Apesar do seu valor de logP negativo, esse pardmetro nao parece ser um
empecilho para a sua atividade biologica, e sua aplicabilidade de grande relevancia.

A tabela 16 apresenta os valores de logP de alguns complexos metalicos ja descritos
na literatura que contém 2,2":6',2"-terpiridina, 4-fenil-terpiridina (e/ou seus derivados) em sua
composi¢ao. Assim, € possivel verificar que os valores de logP para estes compostos, também
sd0 negativos, o que nao parece inviabilizar os complexos sintetizados neste trabalho de terem
aplicagdes bioldgicas, uma vez que os complexos ja descritos na literatura possuem alguma
atividade bioldgica promissora, mesmo tendo cariter mais hidrofilico. Todavia, ¢ uma
motivacao para que possamos alterar esse perfil e avaliar se assim conferimos potencialidades
bioldgicas.

Lameijer e colaboradores (2018) descrevem a importancia dos ligantes na
lipofilicidade dos compostos, destacando que complexos com ligantes maiores geralmente
possuem essa propriedade. Os mesmos autores mencionam também que os ligantes cloretos
afetam diretamente na lipofilicidade ou hidrofilicidade das moléculas. Os complexos
sintetizados neste trabalho permitem ainda a coordenagdo de novos ligantes que possam afetar
diretamente as propriedades de lipofilicidade e hidrofibicidade da molécula. A fim de alcangar
esses valores, futuras modificagdes serdo realizadas nas moléculas, e assim permitam uma
promissora taxa de permeabilidade pelas biomembranas hidrofobicas, tal como a do

Mycobacterium tuberculosis, agente patogénico de estudo deste trabalho.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho foram sintetizados e caracterizados cinco complexos de ruténio (II)
contendo os ligantes 2,6-bis(2-benzimidazol)piridina ou 4'-fenil-2,2":6',2"-terpiridina, cuja
pureza se mostrou de satisfatoria a moderada, todavia suas formulagdes se apresentaram de
maneira geral consistentes com as formulagdes propostas, comprovadas pelas técnicas de
caracterizacao.

Os complexos cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;], trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] e trans-
[Ru(phtpy)(INH)CI;], se mostraram possivelmente fotoisoméricos quando irradiados no azul e
no vermelho. Avaliando a estabilidade dos complexos no escuro constatou-se que os complexos
cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CL], trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl2] e trans-[Ru(pybbzd)(INH)CL:], se
mostraram estdveis quando monitorados por espectroscopia eletronica na regido do UV-vis na
auséncia de luz. Entretanto o complexo trans-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl;] se mostrou estavel em
MeOH, e o complexo trans-[Ru(pybbzd)(DMSO)Cl;] em EtOH.

A formagcio de espécie reativa de oxigénio, como 'O», foi evidenciada para varios
dos complexos investigados utilizando-se LEDs azul e vermelho, sendo o complexo trans-
[Ru(phtpy)(INH)CL,] (®a= 0,38) o que fotogerou mais 'O> quando irradiado no vermelho
quando comparado ao padrdo azul de metileno (®a= 0,52). Adicionalmente, quando os
complexos com ligante phtpy foram irradiados no azul os resultados também foram atrativos,
sendo o trans-[Ru(phtpy)(INH)Cl,] com maior fotogeragio de 'O, (®a= 0,23),
comparativamente ao padrdo [Ru(bpy);]*" (®a= 0,84 em acetonitrila). O complexo precursor
cis-[Ru(phtpy)(DMSO)Cl.] apresentou um perfil de fotogeragio de 'O, bastante promissor
(®a= 0,37), enquanto o trans-[Ru(phtpy)(DMSO)CIl;] apresentou uma menor fotogreagdo (®a=
0,23), semelhante ao complexo final contendo INH. O complexo final trans-
[Ru(pybbzd)(INH)Cl,] apresentou também um atrativo rendimento de 'O, (®A= 0,37), ao ser
irradiado no azul em acetonitrila. Desta forma, os complexos metalicos preparados podem ter
potencialidades em terapia fotodindmica, o que merece ser melhor investigado.

Os complexos apresentaram ainda valores de logP negativos indicando serem de
natureza hidrofilica. Novas modificagdes deverao ser realizadas em sua esfera de coordenagao
a fim de inserir um ligante que promova um maior carater lipofilico para esses compostos,
assim possam permear a membrana celular das bactérias e possivelmente conferir atividade
biologica.

Os complexos metéalicos ndo apresentaram atividades antibidticas frente as

bactérias Gram positivas e negativas, mesmo com e sem a presenga de luz. Os ensaios
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biologicos in vitro com M. tuberculosis mostraram-se bastante satisfatorios para dois dos
complexos: cis-[Ru(phtpy)(DMSO)CI:] e trans-[Ru(phtpy)(INH)CI:], apresentando valores de
MIC de 44,8 e 40,6 uM, respectivamente, sao animadores ¢ se mostram melhores do que alguns
farmacos antituberculose de segunda linha. O emprego de luz possivelmente deve melhorar
estes resultados, e ainda pode fazer com que os outros complexos também apresentem atividade
anti-Mtb.

Ensaios in vitro dos compostos ndo apresentaram agao citotoxica especifica mesmo
quando irradiados. De maneira geral, os complexos apresentam baixa citotoxicidade, seja em
células saudaveis ou cancerigenas, mesmo com luz, indicando uma possivel seguranca em seu
uso bioldgico. Posteriormente, novos testes deverdo ser realizados com outras linhagens
celulares, bem como a incorporagdo de novos ligantes ao centro metalico com o objetivo de

potencializar as suas atividades bioldgicas.
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APENDICE A — ESPECTRO ELETRONICO NA REGIAO DO UV-VIS PARA O
LIGANTE 4'-FENIL-2,2':6',2"-TERPIRIDINA EM DMSO NA CONCENTRACAO DE
1 MMOL L.
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APENDICE B - ESPECTRO ELETRONICO NA REGIAO DO UV-VIS PARA O
LIGANTE 2,6-BIS(2-BENZIMIDAZOL)PIRIDINA EM DMSO NA
CONCENTRACAO DE 1 MMOL L.
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APENDICE C - ESPECTRO ELETRONICO NA REGIAO DO UV-VIS PARA O
LIGANTE ISONIAZIDA EM DMSO NA CONCENTRACAO DE 1 MMOL L.
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APENDICE D - CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO TRANS-[RU(PHTPY)(DMSO)CL]
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APENDICE E - CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO CIS-[RU(PHTPY)(DMSO)CL]
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APENDICE F - CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO TRANS-[RU(PHTPY)(INH)CL].
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APENDICE G — CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO TRANS-[RU(PYBBZD)(DMSO)CL].
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APENDICE H - CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO TRANS-[RU(PYBBZD)(INH)CL].
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APENDICE I - ESPETROS OBTIDOS POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
UV-VIS PARA OS COMPLEXOS TRANS-[RU(PHTPY)(DMSO)CL], CIS-
[RU(PHTPY)(DMSO)CL], TRANS-[RU(PHTPY)(INH)CL:], TRANS-
[RU(PYBBZD)(DMSO)CL] E TRANS-[RU(PYBBZD)(INH)Cl:] UTILIZADOS PARA O
CALCULOS DE LOG P, REALIZADOS NA CONCENTRACAO DE 1 MMOL L.
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ANEXO A - PERMISSAO DE DIREITOS AUTORAIS PARA FIGURA 3.
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