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RESUMO

A quimica inorganica medicinal compde um campo da ciéncia que estuda e
desenvolve agentes terapéuticos a base de compostos metélicos, este no qual vem
ganhando espaco ap0s o evidente sucesso de seu composto de maior destaque, 0
cisplatina, empregado no tratamento do cancer. Contemporaneamente, diversos
outros compostos metélicos possuem aplicabilidade na area medicinal, promulgando
maior interesse em explorar as propriedades dos metais para o desenho de novos
metalofarmacos. O presente projeto de pesquisa tem em vista a obtencdo e
caracterizacdo de um novo complexo de ruténio com o ligante aciltioureia
dissubstituida. Estes ligantes dispdem de interesse biologico devido seu
reconhecimento no uso medicinal. Ademais, no contexto da quimica inorgéanica
possuem elevada versatilidade por possibilitarem a formacéo de diferentes centros de
coordenacado, permitindo-se obter distintas regides ndo coordenadas de realizar
interacdes intermoleculares com alvos biolégicos. Sintetizou-se o0 composto de
interesse que possui formula geral [Ru(n®-p-cimeno)(PPhs3)(T)](PFe)], onde PPhs=
trifenilfosfina e T= N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia, obtendo-se rendimento de 87,77%.
Caracterizou-se por meio de condutividade molar permitindo-se verificar a obtencao
de um complexo catiénico de carga (+1) devido a proporcao dos eletrélitos 1:1. Através
da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H, 3C{*H} e 3!P{*H}, assim como por
analises bidimensionais como a Espectroscopia Heteronuclear de Coeréncia Quantica
Unica (HSQC), Espectroscopia Heteronuclear de CoerénciaQuantica Multipla (HMBC)
e Espectroscopia de Correlacdo (COSY), tornou-se possivel atestar a obtencédo do
complexo de interesse com apreciavel pureza. Avaliou- se sua citotoxicidade,
apresentando-se promissora com o valor de ICso para alinhagem tumoral de mama
(MDA-MB-231) de 1,34+ 0,19 pM, um valor menor do que0 apresentado pelo cisplatina
(ICs0 = 2,44 pM).

Palavras-chave: Aciltioureia dissubstituida. Complexo de ruténio. Metalofarmacos.



ABSTRACT

Inorganic medicinal chemistry is part of a field of science that studies and develops
therapeutic agents based on metallic compounds, in which it has been gaining ground
after the evident success of its most prominent compound, cisplatin, used in the
treatment of cancer. At the same time, several other metallic compounds have
applicability in the medical field, promulgating greater interest in exploring the
properties of metals for the design of new metallopharmaceuticals. The present
research project aims to obtain and characterize a new ruthenium complex with the
disubstituted acylthiourea ligand. These binders are of biological interest due to their
recognition in medical use. Furthermore, in the context of inorganic chemistry, they
have high versatility because they allow the formation of different coordination centers,
allowing to obtain different uncoordinated regions to carry out intermolecular
interactions with biological targets. The compound of interest, which has the general
formula [Ru (n8-p-cymene) (PPhs) (T)] (PFe)], where PPhs = triphenylphosphine and T
=N, N- (diphenyl) -N'- benzoylthiourea, yielding 87.77%. It was characterized by molar
conductivity allowing to verify the achievement of a cationic charge complex (+1) due
to the proportion of electrolytes 1:1. Through *H, 3C{*H} and 3'P{*H} Nuclear Magnetic
Resonance (NMR), as well as two-dimensional analyzes such as Single Quantum
Coherence Heteronuclear Spectroscopy (HSQC), Multiple Quantum Coherence
Heteronuclear Spectroscopy (HMBC) and Spectroscopy of Quantum Correlation
(COZY), it became possible to certify the achievement of the complex of interest with
appreciable purity. Its cytotoxicity was evaluated, showing promise with an ICso value
for the breast tumor line (MDA-MB-231) of 1.34 + 0.19 uM, a value lower than that
presented by cisplatin (ICso = 2.44 uM).

Keywords: Acylthiourea disubstituted. Ruthenium complex. Metallodrugs.
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1. INTRODUCAO

O céancer € uma das doencas que mais ocasiona temor na sociedade, por estar
comumente associado a mortalidade e dor. Incidindo sobre a populagéo, de forma
assoladora, devido a transicdo demogréafica bem como o acréscimo da exposicao da
populacdo a agentes cancerigenos no meio ambiente. Contemporaneamente, o
cancer tem como defini¢ao cientifica o termo neoplasia, que refere-se especificamente
aos tumores malignos, os mesmos compdem um conjunto de doencas de diversas
localidades e de diferentes tipos morfoldgicos, caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células transformadas (ABC do Cancer, 2020; FRIGO, 2015).

De acordo com a Organizacao Pan-Americana da Salde juntamente com a
Organizacdo Mundial da Saude (OPAS/OMS Brasil), o cancer é classificado como a
segunda maior causa de 6bitos no mundo, responsavel por 9,6 milhdes de mortes em
2018. No Brasil, conforme estimativas apresentadas pelo INCA para os anos de 2020-
2022 poderdo haver a ocorréncia de mais de 625 mil novos casos de cancer
anualmente.

As principais modalidades de tratamento do cancer sdo as cirurgias,
radioterapia e quimioterapia, os quais geralmente sdo empregadas por meio de terapia
combinada, associando mais de um tipo de tratamento. O objetivo primario da
guimioterapia é eliminar as células neoplasicas, preservando as normais. No entanto,
como maioria dos agentes quimioterapicos ndo atua de maneira especifica, lesiona-
se tanto células malignas quanto normais, o0 que explica a maior parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia, como nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior
as infeccdes (FRIGO, 2015).

O cisplatina € um antineoplasico eficaz na quimioterapia quando administrado
por via intraperitoneal ou por infusédo intravenosa, com doses especificas para cada
tipo de cancer, usualmente em um intervalo de 3 a 4 semanas. Sendo amplamente
utilizado contra diversos tipos de cancer, tais como tumores do testiculo e ovario,
cancer da cabeca e pescoco, cancer do pulmdo e de células germinativas, e,
normalmente sendo a linha de tratamento inicial e mais efetiva (MARTELLO, 2018).

Houve um grande avanco na terapia do cancer com metalofarmacos,
desencadeado pelo cisplatina, no entanto, uma série de efeitos colaterais e o
desenvolvimento de resisténcia, dificuldades comuns também em outros farmacos,

tém limitado notadamente o tratamento da doencga. Consoante a isto, a comunidade



cientifica tem realizado novas pesquisas baseadas em metalodrogas mais efetivas,
com o proposito de desenvolver compostos com menor toxicidade. Neste contexto, as
pesquisas de complexos com diferentes centros metalicos, como o ruténio, tém
despertado muita atencdao, isto se deve as suas propriedades quimicas semelhantes
ao ferro, metal que atua realizando diversas fun¢des biologicas (CUNHA, 2018).

Em pesquisas relacionadas a metalodrogas como recurso terapico do cancer,
0s compostos organometalicos Ru(ll)-areno apresentam-se como uma promissora
categoria de compostos. Bem como as aciltioureias, compostos derivados das
tioureias, tendo em sua estrutura principal a presenca de uma carbonila ligada a
tioureia, -C(O)NC(S)N-, estas nas quais, podem atuar como ligantes versateis, visto
gue em sua estrutura existem diferentes atomos doadores de elétrons, O, N e S
(SAEED, et al., 2013).

Tendo em vista 0s aspectos observados, o intuito central deste trabalho é combinar
as propriedades do composto ruténio areno com um ligante aciltioureia, considerando
gue, as aciltioureias compreendem uma classe de compostos bem estabelecidos na
literatura e dispdem de interesse biologico, espera-se que a complexacéo do ligante
aciltioureia, proporcione um acréscimo na atividade biolégica do composto de
interesse, com vista a obter-se um novo complexo de ruténio com possivel atividade
citotoxica promissora. Atentando-se que as sinteses quimicas permitem a construcao
de moléculas, em seus mais diversificados niveis de complexidade. Demonstrando
caracteristicas particulares, uma vez que, além de fundamentar uma sequéncia de
etapas sintéticas, tem em vista a obtencdo dos melhores rendimentos possiveis,
sendo também imprescindivel atribuir atencéo ao grau de pureza e a escala da reacao
(MENEGATTI, 2001). Desde a sintese da ureia em 1828 realizada por Wohler, um
marco para a quimica organica, a area de sinteses quimicas modificou-se
significativamente, passando por grandes avancos. Na atualidade, existem diversas
alternativas de reacfes e métodos sintéticos, possibilitando sinteses de compostos
complexos de modo muito mais eficiente comparado ha algumas décadas (SANGI,
2016).

Assim, o0 objetivo nesta pesquisa, foi realizar a sintese, caracterizacéo e avaliar
a citotoxicidade na linhagem tumoral MDA-MB-231 do complexo de ruténio areno do
tipo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhs)(T)](PFs ), onde PPhs= trifenilfosfina e T= N,N-(difenil)-

N’-benzoiltioureia.






2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Viséo geral do Cancer

O cancer compde um conjunto de mais de 100 doencas de variadas localidades
e de diferentes tipos morfolédgicos, caracterizadas pelo crescimento descontrolado de
células anormais, capazes de invadir tecidos e 6rgaos, vizinhos ou distantes. Os
tecidos do corpo humano séo formados por células que em um processo natural e
continuo se multiplicam, de uma maneira ordenada, crescem, multiplicam-se e
morrem, respondendo as necessidades especificas do corpo. Todavia, as células
denominadas cancerosas ou tumorais, ao invés de morrerem, continuam crescendo
incontrolavelmente, gerando outras novas células anormais (ABC do Cancer, 2020).

Com a frequente multiplicacdo celular, ha a necessidade da formacé&o de novos
vasos sanguineos para a nutricido destas células, em um processo denominado
angiogénese. A manutencdo e o acumulo de massa dessas células originam os
tumores malignos, as quais podem adquirir a capacidade de se desprenderem do
tumor de origem e de migrarem, invadindo inicialmente os tecidos vizinhos, podendo
chegar ao interior de um vaso sanguineo ou linfatico e, através destes, propagarem-
se, chegando a o6rgédos distantes do local onde o tumor foi gerado, formando as
metastases. O processo metastatico € uma caracteristica elementar do cancer de
tumores malignos, estando diretamente ligado as taxas de mortalidade desta doenca
(ABC do Cancer, 2020; BACAC, 2008).

Conforme a Organizacdo Pan-Americana da Saude e a Organizacdo Mundial
da Saude (OPAS/OMS Brasil), o cancer é considerado como a segunda maior causa
de 6bitos no mundo, responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018. Sendo o0s tipos
de cancer mais incidentes os de pulmao com 22,4% dos casos, de mama também
com 22,4%, o colorretal com 19,29% e o de préstata com 13,72%. No Brasil, de acordo
com as estimativas apresentadas pelo INCA para os anos de 2020-2022 poderéo
haver a ocorréncia de mais de 625 mil novos casos anualmente, sendo o cancer de
pele ndo melanoma o mais incidente com 28,32% dos casos, seguido peloscanceres
de mama e prostata com 10,56% cada, colon e reto com 6,56%, pulmdo com 4,8% e
os de estbmago com 3,36%. Sendo os estados com maiores estimativasde novos
casos, Sao Paulo, Rio de janeiro, Minas Gerais e Bahia, respectivamente (OPAS/OMS
Brasil, 2018).



Reportando-se que, os fatores de risco de cancer podem ser ocasionados pelo
meio ambiente ou podem ser hereditarios. Acrescendo-se que a maioria dos casos,
cerca de 80% estéo relacionados ao meio ambiente, o qual entende-se por ambiente,
0 meio em geral, agua, terra e ar, o ambiente ocupacional quando insalubre, o
ambiente social e cultural como estilo e hébitos de vida e o ambiente de consumo, os
alimentos e medicamentos (FRIGO, 2015).

As formas de tratamento do cancer depende de diversos fatores individuais, 0s
quais incluem as caracteristicas patolégicas e moleculares especificas do cancer, sua
localizacdo, extensdo da doenca e o estado de salde do paciente. Os principais
recursos terapéuticos do cancer sédo as cirurgias, radioterapia e quimioterapia, estes
gue, comumente sdo empregados por meio de terapia combinada, associando mais
de um tipo de tratamento. Sendo a cirurgia aplicada frequentemente em canceres
"iniciais”, podendo apresentar-se como a curativa destes, a radioterapia € mais
regularmente usada em um ambiente localizado e em simultaneo com procedimentos
cirargicos. E, a quimioterapia, € geralmente utilizada quando ha necessidade de uma
abordagem sistémica, a qual emprega um amplo grupo de drogas com efeitos
citotoxicos que, preferencialmente, porém ndo exclusivamente, possuem como alvo
as células tumorais que se dividem rapidamente (FRIGO, 2015; LUQMANI, 2005).
2.2 Quimica Inorganica Medicinal no tratamento do Cancer

A gquimica inorganica medicinal tem como pioneiro o composto cisplatina (Figura
1), visto que, este € o composto de maior destaque desta area do conhecimento. Suas
propriedades anticancer foram descobertas acidentalmente, em 1965 por Barnett
Rosenberg e Loretta VanCamp, enquanto realizavam estudos sobre efeito de uma
corrente elétrica em bactérias Escherichia coli. Nestes ensaios notaram que o
composto diaminodicloroplatina(ll), cisplatina impediu a divisdo celular destas
bactérias e por meio de estudos posteriores, observaram que esta propriedade
apresentou 0 mesmo comportamento em células tumorais. Desta forma, através de
analises mais avancadas o cisplatina teve aprovacéao para uso clinico pela FDA (Food
and Drug Administration) em 1978. Com isso, o cisplatina se tornou o0 pioneiro como
agente medicinal a base de metal de transicdo empregado no uso clinico mundial para
o tratamento do cancer (MJOS, 2014).



Figura 1 — Estrutura quimica do composto cisplatina, diaminodicloroplatina(ll).
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Fonte: Autoria propria, ChemSketch.

O composto cisplatina é aplicado contra diferentes tipos de canceres humanos,
tais como tumores do testiculo e ovario, cancer da cabeca e pescoco, cancer do
pulméo e de células germinativas. Sendo um antineoplasico eficaz na quimioterapia
guando administrado por via intraperitoneal ou intravenosa, possuindo também
potencial terapéutico em outras variedades de neoplasias humanas (MARTELLO,
2018).

A atividade antitumoral do cisplatina deve-se a sua interacdo com o DNA.
Partindo-se através de reacOes de hidrolise no meio intracelular. O cisplatina é
conservado em sua estrutura original na corrente sanguinea devido a elevada
concentracao de ions cloretos, contudo, no interior da célula a concentracdo dos ions
cloretos diminui significativamente, favorecendo a ocorréncia da hidrolizacdo do
composto. Ao adentrar no nucleo celular, as moléculas de agua séo labilizadas para
formar ligacdes covalentes com a Pt?*, e mais especificamente ao N-7 das bases
nitrogenadas do DNA, guanina (G) ou adenina (A). Ocasionando a reac¢des fisiologicas
gue levam a parada do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose (MJOS, 2014).

E evidente o avanco na terapia do cancer com metalofarmacos, desencadeado
pelo cisplatina, no entanto, apesar de sua eficiéncia terapéutica, o mesmo tém gerado
uma série de efeitos colaterais e o desenvolvimento de resisténcia, dificuldades
comuns também em outros farmacos. Consoante a isto, a comunidade cientifica tem
realizado novas pesquisas baseadas em metalodrogas mais efetivas, com o propdsito
de desenvolver compostos com menor toxicidade. Neste contexto, as pesquisas de
complexos com diferentes centros metalicos, o ruténio tém despertado muita atencao,
isto se deve as suas propriedades quimicas semelhantes ao ferro, metal que atua

realizando diversas func¢des biologicas (CUNHA, 2018).



Nos estudos com ruténio tiveram dois compostos que se destacaram chegando
a etapa de ensaios clinicos, o NAMI-A, (Him)[RuCls(DMSO)(Him)] (Him=imidazol) e o
KP1019, (indH)[trans-RuCls(ind)2] (ind=indazol) (Figura 2). O complexo NAMI-A
destaca-se pela atividade e seletividade contra tumores metastaticos. Em que
resultados pautados em estudos de modelos in vivo demonstraram evidente redugao
de metastase pulmonar, obtendo reducdo de até 100%. JA& o composto KP1019
apresentou significativa atividade contra cancer de colén. Em modelos animais, a
administracdo desse composto propiciou eficaz reducdo de até 95% do volume
tumoral, ndo provocando Obitos (COSTICH, et al., 2016).
Figura 2 — Estruturas quimicas compostos de ruténio: KP1019 e NAMI-A.
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Fonte: Autoria propria, ChemSketch.

Em pesquisas relacionadas a metalodrogas como recurso terapico do cancer,
0s compostos organometalicos Ru(ll)-areno apresentam-se como uma promissora
categoria de compostos, sendo que a primeira pesquisa das atividades citotoxicas de
metal de transicdo-areno, foi realizada em 1922 por Tocher e colaboradores
(TOCHER, et al., 1922). Na quimica organometalica as terminologias “sanduiche” e
“semi-sanduiche”, referem-se a classificagcbes dos complexos onde o metal liga-se
paralelamente a dois anéis planos (sanduiche) ou a apenas um (semi-sanduiche).
Estas ligacdes sao formadas por meio dos orbitais e *do @nel aromatico com orbitais
apropriados do metal, no qual a ligacdo é conservada pela ligacdo o, originadapela
interacdo dos orbitais moleculares p ligantes ocupados, do areno, com o orbital o

aceptor, vazio, do ruténio. Como o0s arenos sao ligantes -acido/ -aceptores, a



retrodoacéo nda ligagédo se da por meio da interacédo de um orbital 4d® do metal com
o orbital pn*, vazio, do areno (MUETTERTIES, et al., 1982).

Os complexos Ru(ll)-areno possuem uma proposta de mecanismo de ag¢ao que
compreendem, de modo geral, a reacao de hidrdlise da ligagdo Ru-X originando as
espécies Ru-OHz. A aquacao ocorre no meio intracelular, assim como no processo de
hidrdlise do cisplatina, constituindo dessa forma, uma via de ativacéo seletiva. Similar
a maioria das metalodrogas com propriedades antitumorais, o DNA é o alvo elementar
dos complexos Ru(ll)-areno e essa interacdo complexo-DNA pode ocorrer por
ligacOes covalentes, prioritariamente ao N7 da guanina (DOUGAN, 2007).

Muitos estudos tém focado na coordenacédo de ligantes com interesse biolégico,
como os ligantes aciltioureias. Ensaios in vitro de complexos de ruténio evidenciaram
expressiva citotoxicidade em linhagens de cancer de pulméo e prostata, onde os
complexos de Ru(ll) coordenados a ligantes bifosfinicos, bipiridinicos e aciltioureas,
com forma geral [Ru(dppb)(bipy)(T)]PFs demonstraram significativamente mais ativos
do que a cisplatina e seus respectivos ligantes livres. Tal resultado é um forte indicativo
gue a complexacéo dos ligantes pode potencializar suas atividades (CUNHA, 2018).
2.3 Ligantes Aciltioureias

As tioureias e seus derivados possuem eficientes aplicacées medicinais, estando
presentes em usos clinicos, utilizadas para tratamentos de infec¢des, devido possuir
propriedades com atividades anti-inflamatorias, além de suas aplicacbes nao
medicinais na industria, quimica analitica, metalurgia e agricultura. Os compostos
aciltioureias, que sdo um dos derivados das tioureias, tem em sua estrutura principal
a presenca de uma carbonila ligada a tioureia, -C(O)NC(S)N- (Figura 3). Os mesmos
possuem um grande numero de substituintes (R) possiveis, podendo-se formar uma
grande variedade de compostos. De acordo com os substituintes, as aciltioureias séo
classificadas como monossubstituidas ou dissubstituidas, apresentando a capacidade
de serem ligantes versateis, visto que em sua estrutura existem diferentes atomos
doadores de elétrons, O, N e S, possibilitando a formacéo de distintas formas como
ligantes, incluindo a neutra, monoanibnica e bianidnica (SAEED, et al.,, 2013;
SHAKEEL, 2016).



Figura 3 — Estrutura genérica de uma aciltioureia.
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Fonte: Autoria propria, ChemSketch
As aciltioureias apresentam notavel potencial para atuarem como ligantes na

guimica de coordenacao, pois formam complexos estaveis em anéis de seis membros,
comportando-se como agentes quelantes, devido a presenca dos grupos funcionais
(C=S) e (C=0). Conforme estas caracteristicas, diversos modos de coordenacéo com
distintos centros metalicos sdo descritos para esta classe de compostos: coordenacao
(anidnica) bidentada, via atomos de O e S; coordenacao (neutra) monodentada, via
atomo de S; coordenacdo (neutra) monodentada, via atomo de N; coordenacéo
(anidbnica) bidentada, via atomos de O e N; coordenacdo em ponte (anibnica) via
atomo de N e coordenacédo (anidnica) bidentada, via atomos de S e N. Sendo dentre
estes 0 modo de coordenacdo mais comum dessa classe de ligantes, o bidentado via
atomos de enxofre e oxigénio (CUNHA, 2018; SHAKEEL, 2016).
3. JUSTIFICATIVA

O cancer € uma doenca de ambito global, sendo causa de inUmeras mortes, cujos
tratamentos ainda causam muitos efeitos colaterais. Assumindo-se relevante esta
pesquisa, visto 0 contexto atual de novos estudos com o metal de transicdo ruténio,
assim como o respaldo do ligante aciltioureia, ja utilizado no campo medicinal, portanto
tém-se como finalidade o desenho de um novo complexo que podera ser objeto de
estudo futuro por areas biolégicas e farmacoldgicas, podendo apresentar potencial

para tornar-se assim, base para um novo agente terapico contra o cancer.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Sintetizar, caracterizar e avaliar a citotoxicidade do complexo organometalico
[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(T)](PFs)] onde PPhs= trifenilfosfina e T= N,N-(difenil)-N’-
benzoiltioureia.
4.2 Objetivos especificos
e Sintetizar o] complexo com férmula geral [Ru(n®-p-
cimeno)(PPhz)(T)](PFs)], onde PPhs= trifenilfosfina e T= N,N-(difenil)-N’-
benzoiltioureia.
e Caracterizar o complexo com auxilio de técnicas espectroscopicas de
RMN de 'H, 3C{*H} e 3'P{'H}, assim como por analises com técnicas
bidimensionais HSQC, HMBC e COSY; e condutividade molar.
e Avaliar a citotoxicidade do composto obtido em células tumorais de
mama (MDA-MB-231).
5. MATERIAL E METODOS

Os reagentes precursores para a sintese do complexo reportado neste
trabalho, o precursor [Ru(n®-p-cimeno) (PPhz)Cl;] e o ligante aciltioureia N,N-(difenil)-
N’-benzoiltioureia, foram cedidos pela Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCAR-
SP), onde suas respectivas sinteses basearam em métodos ja descritos na literatura
(BAROLLLI, etal., 2017; COLINA-VEGAS, et al., 2017; SAEED, et al., 2010). Também,
as medidas de condutividade molar, RMN e ensaio de citotoxicidade foram realizadas
nesta mesma instituicao.

5.3 Sintese do complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhz )(T)](PFs )]

Realizou-se a sintese do complexo organometalico  [Ru(n®-p-
cimeno)(PPhz)(T)](PFs ) no Instituto Federal Goiano Campus Ceres, conforme
metodologia previamente descrita por Cunha. Adicionou-se o precursor, o ligante e o
NaHCO3, em quantidades estequiométricas 1:1:1, em um bal&o volumétrico de fundo
redondo com o solvente. Deixou-se a mistura sob agitacdo por 2h e 30min. Adicionou-
se excesso de NH4PFe e 4gua destilada resfriada para a obtencdo do solido. Filtrou-
se a solucao, em filtracdo a vacuo, lavou-se repetidas vezes e coletou-se o precipitado
(CUNHA et. al, 2020).

10



5.4 Andlise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Realizou-se as andlises no equipamento BRUKER 9.4 T, modelo AVANCE Il
para obtencéo dos espectros de RMN de 'H (400 MHz), 3C{*H} (100 MHz) e 3!P{‘H}
(162 MHz). Utilizou-se o solvente deuterado (acetona) para as medidas relacionadas
aos ensaios de 'H, 13C{*H}, COSY, HSQC e HMBC, e para os experimentos de 3'P{1H}
usou-se capilar D20.

5.5 Condutividade Molar

As medidas de condutancia molar foram realizadas por meio do aparelho Meter
Lab., modelo CDM230. As medidas foram feitas através da solucdo do complexo
sintetizado em diclorometano com concentracdo de 103 mol. L. Utilizando-se faixas
de valores previamente tabeladas por Velho (VELHO, 2006).

5.6 Ensaio de Citotoxicidade

A citotoxicidade do complexo sintetizado foi avaliada pelo método MTT (Metil-
Tiazolil-Tetrazolio) na linhagem de células tumorais humanas de mama (MDA-MB-
231). Este ensaio consiste em um método colorimétrico muito aplicado para
determinar proliferacdo celular e citotoxicidade. Neste ensaio o MTT reduz-se apenas
a formazan, cristais de coloracéo violeta, por células viaveis, dessa forma o niamero
de células é proporcional ao nimero de cristais formados.

Utilizou-se uma densidade de 1,5 x 10* células/poco, em 150uL de meio
suplementado, plaqueadas em placas de 96 pocos. Apés 24 h de incubacao (5% de
CO. a 37°C), tratou-se as ceélulas com diferentes concentragcbes do composto
(dissolvidos em DMSO estéril) e incubou-as novamente por 48 h. Adicionou-se 3QquL
de uma solucdo de MTT (1 mg/mL) em cada poco e apos 4 h de incubacéo, os cristais
de formazan foram solubilizados em 100L de isopropanol. Determinou a atividade
optica (medidas de absorbancia) a 540 nm em um leitor de microplacas. Os controles
receberam 0,5 % do solvente DMSO. Verificou-se os valores de ICso (concentracao
correspondente a inibicdo do crescimento celular em 50%) do complexo determinado
a partir de uma curva de concentracao utilizando o software GraphPad Prism . Utilizag-

se a citotoxicidade do cisplatina como controle positivo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Caracterizagdo do Precursor [Ru(n®-p-cimeno)(PPh3)Cl;] e Ligante N,N-
(difenil)-N’-benzoiltioureia.

Realizou-se a caracterizacdo do precursor e do ligante, a fim de verificar a
pureza destes compostos, para ndo haver interferéncias na sintese do complexo de
interesse.

6.1.1 Caracterizagdo do Precursor [Ru(n®-p-cimeno)(PPh3)Cl;] por RMN de H.

Na analise de RMN de *H utilizou-se a acetona deuterada como solvente, sendo
observado seu sinal caracteristico no espectro (Figura 4), em 2,05 ppm e o0 sinal em
2,87 indica a presenca da agua.

Figura 4 — Espectro de RMN de 'H do precursor [Ru(nf-p-cimeno)(PPh3)Cly].
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Fonte: Autoria prépria, MestreNova.

Observando o espectro, ttm-se um dubleto em 1,03 ppm, que compreende a
regido caracteristica de grupos -CHas. A integral deste sinal indica a presenca de 6
atomos de H, inferindo que o mesmo refere-se aos dois grupos metil (-CHs) do
isopropil do ligante p-cimeno. Ja o singleto em 1,87 ppm com integral 2,98, indica a
presenca de 3 &tomos de H, cujo sinal pode ser atribuido ao grupo metil (-CHs) ligado

diretamente ao anel aroméatico do p-cimeno. Ha um hepteto na faixa entre 2,60 e 2,70
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ppm, o que é caracteristico do grupo -CH ligado a anel aromatico, por ser um hepteto
pode identificar este como o grupo -CH do isopropil (PAIVA, 2013, 632 p).

Na regido de 5,17 e 5,27 ppm tém-se dois dubletos, em 5,19 e 5,26 ppm,
respectivamente, com integral indicando a presenca de 4 a4tomos de H, atribuindo
estes sinais aos H do anel aromatico do p-cimeno. Entretanto, apenas com esta
técnica ndo é possivel realizar a atribuicdo especifica desses H aromaticos.
Geralmente, os H aromaticos ficam em faixas de 6,5-8,0 ppm, regides do espectro
mais desblindadas do que as observadas aqui, esta diferenca no deslocamento
guimico deve-se a influéncia da coordenacdo do ligante p-cimeno com o centro de
Ru?*, pois ao complexar a este metal ha o fenébmeno de retroacdo, onde ha a
transferéncia de densidade eletronica do metal para o ligante, deixando os atomos de
H mais blindados do que o esperado.

Por fim, tém-se dois multipletos entre as faixas de 7,36 ppm a 7,94 ppm, sinais
caracteristicos de H aromaticos, podendo-se inferir estes sinais aos H do ligante
trifenilfosfina, onde a integral do primeiro multipleto em 7,40 ppm indica a presenca de
9 atomos de H e o0 segundo em 7,92 ppm indica a presenca de 6 atomos de H.

6.1.2 Caracterizacdo do Precursor [Ru(nf-p-cimeno)(PPh3)Cl;] por RMN de
13C{1H}.

Também realizou-se a caracterizacao do precursor pela técnica de RMN de
13C{*H}. No espectro apresentado na Figura 5, os sinais observados em 29,8 ppm e
206,0 ppm compreendem ao solvente utilizado na analise, acetona deuterada, sendo
o primeiro sinal referente ao carbono dos grupos CHz e o segundo ao carbono da
carbonila (PAIVA, 2013, 655 p).
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Figura5 —Espectro de RMN de 3C{*H} do precursor [Ru(1f-p-cimeno)(PPh3)Cl,].
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

Tém-se dois sinais em 17 ppm e 22 ppm, cujo deslocamentos quimicos sao
caracteristicos de grupos metil (-CHs), que compreendem a faixa de 8-30 ppm (PAIVA,
2013, 655 p). Sugere-se que o sinal em 17 ppm refere se ao carbono do grupo metil
ligado diretamente ao anel aromatico o que acarretaria em um sinal mais blindado
guando compara-se aos grupos metil do grupo isopropil do p-cimeno, 0s quais
atribuem-se ao sinal em 22 ppm. O sinal em 31 ppm compreende a faixa caracteristica
de grupos —CH sendo atribuido ao carbono do grupo —CH do isopropil do p-cimeno.

Observando-se o espectro, na faixa de 87,9 a 90,8 ppm, ha dois dubletos um
em 87,9 ppm e o outro em 90,8 ppm, que sdo mais visiveis observando a aproximacao
dessa regido do espectro (Figura 5), atribuindo estes aos quatro -CH do anel
aromatico do p-cimeno, o qual possui deslocamento quimico caracteristico em faixas
de 110-175 ppm, mas que a efeitos da aromaticidade e da retrodoagéo com o Ru?*,
estes C ficam em uma regido mais blindada, porém, somente com essa técnica nao
pode-se inferir cada sinal a um C especifico.

Hé dois sinais de baixa intensidade em 96,6 ppm e em 110,1 ppm, que podem
ser atribuidos aos C aromaticos terciarios do p-cimento, os sinais destes carbonos

aromaticos encontram-se em uma regido mais blindada do que o esperado para este
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tipo de carbono (110-175 ppm), devido ao fen6meno da retrodoagéo, anteriormente
comentado. Contudo, apenas com esta técnica nao se faz possivel atribuir qual é o C
correspondente ao sinal em 96,6 ppme em 110,1 ppm.

Figura 6 — Aproximac&o do Espectro de RMN de 3C{*H} do precursor [Rug®-p-
cimeno)(PPh3)Cl,].
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

Observa-se um singleto em 130,9 ppm (Figura 6) com média intensidade, entre
dois dubletos, um em 128,53 ppm e outro em 135,8 ppm, sinais com maiores
intensidades, estes podem ser inferidos aos C do grupo fenil do ligante da
trifenilfosfina, pois estdo em faixas de deslocamento quimico caracteristico (110-175
ppm) e o acoplamento dos atomos de C com o atomo de P resulta na multiplicidade
observada (dubletos),dessa forma o singleto pode-se atribuir aos carbonos para, pois
estdo mais distantes do atomo de P, ndo sofrendo acoplamento e os dubletos aos
carbonos orto e meta, contudo, ndo sendo possivel atribuir cada sinal apenas com
esta técnica. Por fim, h4 um pequeno dubleto em 135,9 ppm, de baixa intensidade, o
gual estéa parcialmente sobreposto pelo sinal em 135,4 ppm, estando este na faixa de
deslocamento quimico caracteristico de C de anel aromatico, 110-175 ppm, pode-se
atribuir este sinal aos C secundarios ligados diretamente ao atomo de P da

trifenilfosfina.
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6.1.3 Caracterizagdo do Precursor [Ru(1f-p-cimeno)(PPh3)Cl;] pelas técnicas de
HSQC e HMBC.

Utilizou-se as técnicas de HSQC e HMBC, técnicas bidimensionais, que inter-
relacionam os espectros de RMN de 'H e de 3C{!H}, possibilitando avancar na
caracterizacado estrutural dos compostos conferindo maior confiabilidade nas
atribuicdes realizadas. A técnica HSQC permite a correlacdo dos sinais dos H e C
diretamente ligados, sendo que a técnica de HMBC tal correlacdo pode ser realizada
a longas distancias.

Figura 7 — Analise bidimensional do espectro de RMN de 'H e de ¥C{!H} do
precursor [Ru(rf-p-cimeno)(PPh3)Cl,], pelatécnica de HSQC.
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

Pelo experimento de HSQC, observando o espectro da Figura 7, confirmou-se
gue os H em 1,03 ppm encontram-se ligados aos C em 22 ppm, inferindo-os aos
grupos metil do isopropil do p-cimeno, assim como os H em 1,87 ppm encontram-se
ligados ao C em 17 ppm, confirmando estes como o do grupo metil ligado diretamente
ao anel aromatico do p-cimeno. Também, certifica as atribuicdes dos sinais ao ligante
trifenilfosfina, em que os H em 7,41 ppm encontram-se ligados aos C em 128,58 ppm
e 130,90 ppm, que pela integral de 9 &tomos de H do RMN *H, confirma ser os C meta

em 128,58 ppm e os para em 130,9 ppm, assim também atribui-se que os C em 135,47
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ppm ligados aos H com sinal em 7,94 ppm (integral de 6 H) referem-se aos C orto da
trifenilfosfina.

Figura 8- Andlise bidimensional do espectro de RMN de 'H e de ¥C{'H} do
precursor [Ru(1f-p-cimeno)(PPh3)Cl;], pelatécnica de HMBC.
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Fonte: Autoria prépria, MestreNova.

Pela técnica HMBC, no espectro da Figura 8, péde-se verificar que o C terciario
em 110,1 ppm acopla-se com o sinal referente ao hidrogénio do CHs do grupo isopropil
do p-cimeno, assim como que o C terciario em 96,6 ppm esta acoplando com os H de
1,87 ppm, sinal do grupo —CHs ligado diretamente ao p-cimeno, dessa forma,
possibilitou-se inferir o sinal de cada C terciario do p-cimeno. Também, tornou-se
possivel confirmar que o singleto em 135,9 ppm refere-se aos C secundarios ligados
diretamente ao atomo de P da trifenilfosfina, pois estdo acoplando aos H orto da PPhs.
6.1.4 Caracterizacdo do Ligante N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia por RMN de H.

Na analise de RMN de *H utilizou-se a acetona deuterada como solvente, sendo
observado seu sinal caracteristico no espectro da Figura 9 em 2,06 ppm e o sinal em

2,86 indica a presenca da agua.
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Figura 9 — Espectro de RMN de 'H do ligante N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia.
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Figura 10 — Aproximac&o da regido aromética do espectro de RMN de *H do
ligante N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia.
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Fonte: Autoria prépria, MestreNova.

Observando-se o0 espectro (Figura 10) nota-se multipletos formados pelos
sinais em 7,23 ppm com integral de 2 H, 7,38 ppm com integral de 8 H, 7,41 ppm com
integral de 2 H e em 7,53 ppm com integral de 1 H. Havendo também um sinal em
7,74 ppm, o qual se assemelha a um dubleto com integral de 2 H, identificando assim
estes sinais como sendo as regides aromaticas do ligante, totalizando 15 atomos de
hidrogénio aromaticos como o esperado. Na regido mais desblindada do espectro ha
um sinal em 10,23 ppm (Figura 9), inferindo este ao H ligado ao N, visto que a
eletronegatividade do N retira a densidade eletronica do H, deixando-o nesta regiao
caracteristica.

6.1.5 Caracterizacdo do Ligante N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia por COSY.

A técnica de COSY permite a analise bidimensional entre as ligacdes H-H

(Figura 11).

Figura 11 — Experimento bidimensional entre as ligacbes H-H do ligante N,N-
(difenil)-N’-benzoiltioureia, pela técnica de COSY.
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.
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Figura 12 — Aproximacgéo da regiao central da Figura 11.
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Devido a proximidade dos sinais referentes aos H em regides de 7,23 ppm ao
7,74 ppm (Figura 12) a andlise de COSY de seus respectivos acoplamentos foi
dificultada, o que se deve a sobreposicdo dos sinais. A interpretacdo deste
experimento esta expressa na Tabela 1.

Tabela 1 — Representacao da analise do experimento de COSY do ligante N,N-
(difenil)-N’-benzoiltioureia.

(ppm) | 2,05 | 2,86 | 7,23 | 7,37 | 7,41 | 7.53 | 7,74 | 10,03

2,05 X

2,86 X
7,23

7.37

7,41 X X X

7,53
7,74 X X

10,03 X

Fonte: Autoria propria.
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As regi0es coloridas da Tabela 1, representam as ilhas de acoplamentos, sendo
a vermelha a ilha 1, a verde a ilha 2 e a amarela a ilha 3. Nailha 1, os sinais em 7,23
ppm e 7,37 ppm referem-se ao acoplamento dos H orto, meta e para, no qual atribui-
se o sinal em 7,37 ppm aos H orto e meta dos dois anéis aromaticos ligados ao atomo
de N, visto que este sinal possui uma integral de 8 H e 0s mesmos acoplam-se devido
a proximidade dos sinais. O sinal em 7,23 ppm compreende aos H para, em virtude
deste possuir uma integral de 2 H. A ilha 1 ndo evidencia acoplamento com as ilhas 2
e 3, 0 que corrobora com a atribuicdo dos dados.

As ilhas de acoplamento 2 e 3 estdo integradas pela proximidade dos sinais, as
guais correspondem aos H do anel aromatico ligado ao grupo carbonila (C=0). O sinal
em 7,53 ppm € o0 Unico que apresenta integral de 1 H, desta forma, atribui-se este sinal
ao H para, que esta interagindo apenas com os H meta, desse modo, estes ultimos
podem ser inferidos ao sinal em 7,41 ppm com integral de 2 H, correspondendo assim
ailha 2, que compreende ao acoplamento do Hem 7,53 ppm com os Hem 7,41 ppm.
Em consequéncia o sinal em 7,74 ppm com integral de 2 H, reporta-se aos H orto, o
gue é coerente, pois este sinal esta numa regido mais desblindada, devido ao grupo
carbonila, retirador de densidade eletrénica e interagindo apenas com os H meta em
7,41 ppm, correspondendo a ilha 3.

6.1.6 Caracterizacdo do Ligante N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 3C{*H}.

No espectro de RMN de *C{*H} (Figura 13) os sinais observados em 29,93
ppm e 206,26 ppm compreendem ao solvente utilizado na analise, acetona deuterada,
sendo o primeiro sinal referente ao carbono dos grupos CHz e o segundo ao carbono
da carbonila (PAIVA, 2013, 655 p).
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Figura 13 - Espectro de RMN de C{!H} do ligante N,N-(difenil)-N’-
benzoiltioureia.
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

Observando-se a regido mais desblindada do espectro ha sinais de baixa
intensidade em 185,12 ppm, 163,88 ppm, 147,00 ppm e em 134,32 ppm, sendo que o
sinal em 185,12 ppm pode ser atribuido ao C do grupo C=S ligado diretamente aos
atomos de N e S, devido a elevada eletronegatividade destes atomos, que retiram
densidade eletronica do C. O sinal em 163,88 ppm pode ser inferido ao C da carbonila
(C=0), por estar ligado diretamente ao atomo de O, 0 qual segue-se essa perspectiva
dos sinais mais desblindados pela maior proximidade dos atomos eletronegativos, ao
sinal em 147,00 ppm sugere-se aos C quimicamente idénticos dos anéis aromaticos
ligados ao N e o sinal em 134,32 ppm, pode ser atribuido ao C aroméatico ligado a
carbonila (C=0). Contudo ndo se faz possivel apenas com esta técnica atribuir os
sinais em 133,30 ppm, 129,92 ppm, 129,30 ppm, 129,1 ppm, 128,1 ppm e 127, 88
ppm.

6.1.7 Caracterizacao do Ligante N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia pelas técnicas de
HSQC e HMBC.
Pela técnica de HSQC, pbde-se atribuir os sinais dos H ligados aos seus

respectivos C.

22



Figura 14 — Andlise bidimensional do espectro de RMN de 'H e de *C{'H} do
ligante N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia], pela técnica de HSQC.
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Observando-se o espectro da Figura 14, o sinal dos Hem 7,23 ppm com integral
de 2 H, esta ligado aos C em 127,88 ppm, inferindo a estes aos C para dos anéis
aromaticos ligados ao N, o sinal em 7,37 ppm, atribuidos no COSY aos H ortoe meta
destes mesmos anéis aromaticos, apresentam-se ligados aos C com sinais em 128,11
e 129,92 ppm, ndo sendo possivel diferenciar com precisédo os C meta dosorto. O sinal
em 7,41 ppm com integral de 2 H encontra-se ligado aos C em 129,30 ppm, o qual foi
atribuido na analise de COSY aos H meta, do anel aromatico ligado acarbonila, ja o
sinal em 7,53 ppm esta ligado ao C em 133,30 ppm, sendo este o C para deste mesmo
anel aromatico e por fim os H em 7,74 ppm ligados aos C em 129,01 ppm, sendo 0s
C orto.

Na andlise de HMBC, confirmou-se algumas atribuicbes devido as interacfes

dos sinais.
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Figura 15 — Analise bidimensional do espectro de RMN de *H e de ¥*C{H} do
ligante N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia], pela técnica de HMBC.
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

Observando o espectro da Figura 15, nota-se que o sinal do C em 147 ppm
interage com os H em 7,38 ppm e 7,23 ppm, confirmando assim, a inferéncia desses
C secundarios, sendo-os ligados diretamente ao atomo de N. Também possibilita
verificar que o sinal do C secundario em 134,32 ppm interage com maior intensidade
comos Hem 7,74 ppm e 7,41 ppm, além de interagir menos intensamente com os H
em 7,53 ppm, constatando-se este como o C aromatico ligado a carbonila. Em
sequéncia, verifica-se que o sinal do C em 163,38 ppm interage com os H em 7,74
ppm, atestando-se este como o C da carbonila, assim como, corrobora com a
atribuicdo dos H em 7,74 ppm correspondentes aos H orto deste anel aromatico.

6.2 Complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPh3)(T)](PFs)]
6.2.1 Andlise da Sintese do complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhz)(T)](PFs)]

Na sintese do complexo utilizou-se o sal bicarbonato de sédio NaHCO3 para
abstrair o proton ligado ao atomo de N do ligante aciltioureia, propiciando um melhor

ambiente quimico para a ocorréncia da reacao. Inicialmente, obteve-se uma solucao
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laranja avermelhada (Figura 16)), ap0s retirar da agitacéo, a solugédo apresentou uma
coloracao amarelo acastanhado (Figura 16)), nesta, adicionou-se o sal NH4PFs 0 qual
fornece o contra ion PFg", pois, conforme a literatura os complexos de ruténio com
ligantes aciltioureias possuem como modo de coordenagdo mais frequente o
bidentado (S,0). Considerando tal comportamento é de se esperar que o complexo
sintetizado tenha forma catiénica, partindo-se disto, o contra ion estabiliza a carga e
facilita a precipitacdo do complexo, e ao adicionar a agua resfriada obteve-se um
precipitado amarelo escuro (Figura 16 (c)), coloracdo comum de complexos catidénicos

de ruténio com ligantes aciltioureias, com rendimento de 87,77%.

Figura 16 — Fases da sintese do complexo [Ru(n®-p-cimeno)(PPhz )(T)](PFs)]. (A)
Solucdo no momento inicial; (B) Solucao ap6s agitacdo magnética; (C) Solucao
com o complexo precipitado.

Fonte: Autoria propria.
6.2.2 Caracterizagdo do Complexo [Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(T)](PF) por

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 3*P{*H}.
Utilizou-se a técnica de RMN de 3!P{'H} para a caracterizacdo do complexo,
devido a existéncia do atomo de fosforo na estrutura de um de seus ligantes, a

trifenilfosfina. Esta técnica fornece informacdes quanto a pureza do composto obtido.
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Figura 17 — Espectro de RMN de *'P{*H} do complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhs
Y(MI(PFe).

RMN 3IP{IH} -
oY ;\
o -
(L N
PF;
il
o o L A0 U1 1 o 8 W DLW Y Ve . i Lt T J I Lvt s

..........................................................

1000 9% 80 70 60 S0 40 30 20 10 0 -10 <20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90 -110 -130 150 -170
1

(ppm)

Fonte: Autoria propria, MestreNova.

O espectro de RMN de 3'P{*H} (Figura 17) do composto apresentou um sinal
bem definido em 35,47 ppm, um singleto, indicando-se a obtencdo de um complexo
puro. Além deste ha também outro sinal, um hepteto, na regido de 135,89 a 153,33
ppm, referente ao atomo de fésforo do PFe’, confirmando a presenca do contra-ion.
Tal multiplicidade se da devido ao acoplamento do atomo de fésforo com os atomos
de flaor.

6.2.3 Caracterizacdo do Complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhs )(T)](PF) por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H.
Na anéalise de RMN de *H utilizou-se a acetona deuterada como solvente, sendo

observado seu sinal caracteristico no espectro em 2,05 ppm.
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Figura 18 — Espectro de RMN de 'H do complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhs
)(MI(PFe).
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Observando-se o espectro da Figura 18, nota-se alguns sinais similares ao do
precursor em regides similares, tém-se um multipleto na regidao de 1,26 a 1,29 ppm,
gue compreende a regido caracteristica de grupos -CHa. A integral destes sinais indica
a presenca de 6 atomos de H, induzindo que os mesmos referem-se aos dois grupos
metil (-CHs) do isopropil do ligante p-cimeno. O singleto em 1,87 ppm com integral
3,02, indica a presenca de 3 atomos de H, podendo-se atribui-lo ao grupo metil (-CHs)
ligado diretamente ao anel aromatico do p-cimeno. H4 um hepteto em 2,84 ppm, sinal
caracteristico do grupo -CH ligado a anel aromatico, por ser um hepteto pode
identificar este como o grupo -CH do isopropil (PAIVA, 2013, 632 p).

Nota-se quatro dubletos de baixa intensidade, em 5,23, 5,81, 5,88 e 6,13 ppm,
cada um destes sinais possuem integral de 1 H, indicando no total a presenca de 4
atomos de H, atribuindo estes sinais aos H do anel aromético do p-cimeno, pois apesar
de H ligados a anéis aroméaticos ficarem em faixas de 6,5-8,0 ppm, essa diferenca no
deslocamento quimico deve-se a influéncia do fenbmeno de retroacdo, como ja
mencionado anteriormente. Dessa forma, apenas com esta técnica ndo é possivel
realizar a atribuicdo especifica desses hidrogénios aromaticos (PAIVA, 2013, 632 p).

Observa-se também multipletos entre as faixas de 6,84 ppm a 7,59 ppm, sinais

caracteristicos de H ligados a anéis aromaticos, podendo-se inferir estes sinais aos H
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aromaticos do ligante trifenilfosfina e da aciltioureia, visto que as integrais destes
multipletos totalizam 30 H, contudo, apenas com esta técnica ndo se faz possivel
distingui-los.

Figura 19— Comparacéo regido aromatica espectro de RMN de H do complexo
com espectro de RMN de 'H do Ligante Livre.
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

RMN de 'H do ligante aciltioureia o sinal em 10,23 ppm referente ao H do grupo —NH,
presente apenas no ligante livre, pois este sinal ndo € encontrado apdés a
coordenacgdo, como mostra no RMN de 'H do complexo dessa regido, certificando
assim, a desprotonacdo do ligante, que coordena-se ao ruténio em sua forma
anionica, indicio que viabiliza a coordenacé&o bidentada via a&tomos de S e O.
6.2.4 Caracterizacdo do complexo [Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(T)](PFs) por
Espectroscopia de Correlacao (COSY).

A técnica de COSY permite a analise bidimensional entre os acoplamentos H-

H como mostra a Figura 20.

28



Figura 20 — Experimento bidimensional entre os acoplamentos H-Hdo complexo

[Ru(n®-p-cimeno) (PPhz)(T)](PFe) pela técnica de COSY.
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Figura 21 — Aproximac&o da Figura 20, regido aromatica do complexo [Ru(n®-p-

cimeno) (PPh3)(T)](PFs ).
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Devido a proximidade dos sinais referentes aos H nas regides de 6,84 ppm a
7,50 ppm (Figura 21) a andlise de COSY de seus respectivos acoplamentos foi
dificultada, o que se deve a sobreposicdo dos sinais. Sugerindo-se uma analise
expressa na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2 — Representacdo analise de COSY do complexo [Ru(n®-p-cimeno)
(PPh3)(T)](PFs).

126 11,29 |1,87|284|5,23|581|588|6,13|6,84|7,12|7,21| 7,50

1,26

1,29

1,87 X ° °

284 | X X X

5,23 o

5,81

X
X

5,88

6,13 X X

6,84

7,12

7,21

7,50

Fonte: Autoria prépria.

As regides coloridas representam as ilhas de acoplamentos, sendo a verde
escura a ilha 1, a vermelha a ilha 2, a amarela a ilha 3, a rosa a ilha 4, dentro desta
observa-se a azul escuro que corresponde a ilha 5, sobreposta a essa tem-se a azul
claro como a ilha 6. Os pontinhos pretos, representam uma interacdo de baixa
intensidade.

Na ilha 1, observa-se que os sinais em 1,26 e 1,29 ppm sofrem acoplamento e
possuem integral total de 6 H, confirmando assim estes como os H dos grupos —CH3
do isopropil do p-cimeno, além de que estes acoplam-se com o sinal em 2,84 ppm, 0
gual possui integral de 1 H e por ser um hepteto, atesta-se como sendo o H do grupo
—CH do isopropil do p-cimeno. O sinal em 1,87 ppm, interage apenas consigo mesmo
e possui pequenas interacdes de baixa intensidade com os sinais em 5,23 e 5,88 ppm,
reforcando a atribuicdo deste sinal ao grupo metil (-CHs) ligado diretamente ao anel

aromatico do p-cimeno. Ailha 2 em vermelho, compreende ao acoplamento dos sinais
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em 5,23 ppm e 5,81 ppm, ja a ilha 3 em amarelo, trata-se do acoplamento entre os
sinais em 5,88 e 6,13 ppm, interagbes que contribuem para as inferéncias destes
sinais aos H aromaticos do p-cimeno.

Observa-se que as ilhas 4, 5, e 6, sédo acoplamentos que se sobrepdem, com
isto torna-se dificil diferenciar os H aromaticos apenas com esta técnica.

6.2.5 Caracterizacdo do complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhs )(T)](PFe) por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 3C{H}.

Realizou-se a caracterizacdo do complexo pela técnica de RMN de **C{!H}.
Observando o espectro da Figura 22, os sinais em 29,55 ppm e 206,26 ppm
compreendem ao solvente utilizado na andlise, acetona deuterada, sendo o primeiro
sinal referente ao carbono dos grupos -CHsz e 0 segundo ao carbono da carbonila
(PAIVA, 2013, 655 p).

Figura 22 — Espectro de RMN de ¥C{*H} do complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhs
)(M](PFe).
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

Observa-se trés sinais em 17,73 ppm, 21,39 e 22,65 ppm, cujo deslocamentos
guimicos séo caracteristicos de grupos metil (-CHz), que compreendem a faixa de 8-
30 ppm. Sugere-se o sinal em 17,73 ppm ao carbono do grupo metil ligado diretamente
ao anel aromatico do p-cimeno, estando mais blindado quando compara-se aos
grupos metil do grupo isopropil do p-cimeno, os quais podem ser atribuidos aos sinais

em 21,39 e 22,65 ppm. O sinal em 31.32 ppm compreende a faixa caracteristica de
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grupos —CH, sendo atribuido ao carbono do grupo —CH do isopropil do p-cimeno
(PAIVA, 2013, 644 p).

Nota-se no espectro (Figura 22), quatro sinais em 89,08 ppm, 89,61 ppm, 92,62
ppm e 95,19 ppm, atribuindo estes aos quatro C do anel aromatico do p-cimeno, 0s
quais deveriam possuir deslocamento quimico caracteristicos em faixas de 110-175

ppm, mas que ficam em uma regido mais blindada devido ao fenébmeno de
retrodoacdo, porém, somente com essa técnica nao torna-se possivel atribuir cada
sinal ao seu respectivo carbono. Ha dois sinais de baixa intensidade em 105,70 ppm
e em 115,95 ppm, que podem ser atribuidos aos C aromaticos terciarios do p-cimento,
0s sinais destes carbonos aromaticos encontram-se em uma regido mais blindada,
também devido ao fendbmeno da retrodoacao. Contudo, apenas com esta técnica nao
se faz possivel atribuir qual é o C correspondente a cada sinal (PAIVA, 2013, 644 p).

Os sinais que compreendem a regido de 117,7 ppm a 136, 84 ppm, constituem
os sinais dos carbonos aromaticos, regido de maior dificuldade de atribuicdes de
sinais, dentre estes observa-se na Figura 23, trés dubletos, um em 129,33 ppm, outro
em 131,33 ppm e outro em 134,76, sugere-se a estes sinais aos carbonos do grupo
fenil do ligante da trifenilfosfina, pois 0 acoplamento dos atomos de C com o atomo de
P resulta na multiplicidade observada (dubletos). Sendo os dubletos em 129,33 e
134,76 ppm de maior intensidade, sugerindo a estes aos C orto e meta, por estes
sofrerem acoplamento com o atomo de P, todavia, hdo sendo possivel diferencia-los
apenas com esta técnica. Ja o dubleto de menor intensidade em 131,33 pode-se
sugerir a este como sendo aos C secundarios ligados diretamente ao atomo de P (C
acoplando-se com P é chamado de Ipso). Sugere-se que o sinal de média intensidade
em 131,76 pode ser atribuido aos C para, pois estdo mais distantes do atomo de P,
nao sofrendo acoplamento e portando ndo gerando multiplicidade.

Um modo de se distinguir os carbonos ipso, orto e meta de forma confiavel do
ligante trifenilfosfina baseia-se nas constantes de acoplamento C-P. Comumente no
ligante livre, estes acoplamentos apresentam-se na ordem 2JPC>'JPC>3JPC, no
entanto, ap6s a coordenacdo do ligante, essa ordem sofre uma alteracao,
1JPC>3JPC>?JPC, em consequéncia da perda do par isolado de elétrons do atomo de
fosforo (KUHL, 2008). Constatando-se este comportamento no complexo, onde
observou-se 1JPC (Cisso) emtorno de 47,8 Hz, 3JPC (Cmeta) 10,1 Hz & 2JPC (Coro) 9,6
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Hz, e como esperado ndo houve acoplamento P-C para o C para. Os demais sinais
desta regido aromatica nao se fazem possivel atribui-los apenas com esta técnica.

Figura 23 — Aproximagcéo da Figura 22, regido aromatica do complexo [Ru(n®-p-
cimeno) (PPh3)(T)](PFe ).
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

Por fim observa-se na Figura 22, quatro sinais de baixa intensidade em 144,35
ppm, 145,03 ppm, 174,02 ppm e 178,09 ppm, sugerindo os sinais em 144,35 e 145,03
aos C secundarios do ligante aciltioureia ligados diretamente ao atomo de N, por
estarem em uma regido desblindada. O sinal em 174,02 ppm pode ser atribuido ao C
da carbonila (C=0) do ligante aciltioureia, pois encontra-se numa regido desblindada
e numa faixa de deslocamento quimico caracteristico de carbonila ligada ao N, que
compreende faixas entre 155-185 ppm. Ja o sinal em 178,09 ppm, o mais desblindado,
pode ser atribuido ao C ligado ao atomo de S, que também esté ligado a dois atomos
de N, os quais sdo atomos eletronegativos e consequentemente retiram densidade
eletrbnica, deixando o C mais desblindado (PAIVA, 2013, 644 p).

A coordenacao bidentada (S,0) do ligante aciltioureia, tende a ser a mais
comum e para suportar a inferéncia desta, pode-se analisar o deslocamento quimico
dos sinais referentes ao C=0 e C=S do ligante livre para o complexo, 0s mesmos
costumam apresentar significativos deslocamentos, proximos a 10 ppm. Em
sequéncia a coordenacdo bidentada (S,0), segue uma tendéncia em que o sinal C=S
guando coordenado passa de uma regido mais desblindada do espectro para uma
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regido mais blindada, em contra partida, o sinal C=0O passa de uma regido mais
blindada para uma regido mais desblindada do espectro (CUNHA, 2018).

No presente complexo, observando o espectro de RMN de *C{*H} do ligante
livre o sinal C=0 encontra-se na regiao de 163,88 ppm e o sinal C=S em 185,12 ppm,
apos a coordenacao nota-se que estes sinais no complexo sofrem pronunciados
deslocamentos, no qual o C=0 passa para uma regiao de 174,02 ppm e o C=S para
178,09 ppm, havendo os deslocamentos de 10,14 ppm e 7,03 ppm, respectivamente.
Este comportamento se deve a deslocalizacdo dos elétronst no quelato de seis
membros, formado apds a complexacao da aciltioureia ao ruténio, dando ao composto
uma maior estabilidade, o que justifica esta forma de coordenacéo (S,0) ser a mais
comum. Além de manter-se a tendéncia em que o sinal C=0 passou para uma regiao
mais desblindada do espectro, enquanto o C=S passou para uma regido mais blindada
do espectro, comportamento este, no qual pode estar relacionado com uma
deslocalizagcéo de carga dos atomos de N para o grupo C=S, compensando a perda
de carga do atomo de S com a coordenacgao. Assim, o grupo C=0 perde um pouco da
sua densidade eletronica devido demanda de carga do atomo de N para o S (CUNHA,
2018).

6.2.6 Caracterizacdo do complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPhs )(T)](PFs) pelas
técnicas de HSQC e HMBC.

Como a técnica HSQC permite a correlacdo dos sinais dos hidrogénios e
carbonos diretamente ligados, pela analise do espectro (Figura 24), construiu-se a

Tabela 03 com as correlagdes dos C e seus respectivos H.
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Figura 24 — Analise bidimensional do espectro de RMN de *H e de ¥*C{H} do
complexo [Ru(n®-p-cimeno) (PPh3)(T)](PFs) pela técnica de HSQC.
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Tabela 3 — Representacdo da analise de HSQC do complexo [Ru(n®-p-cimeno)

(PPh3)(T)](PFs ).

Sinais do espectro

Integrais sinais

Sinais do espectro de RMN de **C{*H}

de RMN de *H (ppm) RMN de 'H (ppm)
1,26 3H 22,65
1,29 3H 21,39
1,87 3H 17,73
2,84 1H 31,32
5,24 1H 89,09
5,81 1H 89,61
5,88 1H 92,62
6,13 1H 95,19
6,84 1H 120,60
7,12 1H 117,70
7,21 4H 128,26
7,50 24 H 129,33 (PPHs3); 129,66; 129,88; 131,76

(PPHs); 132,60, 134,76 (PPH3).

Fonte: Autoria prépria.

Pela HSQC (Figura 24), confirmou-se que os H em 1.26 e 1,29 ppm encontram-

se ligados aos C em 22,65 e 21,39 ppm respectivamente, inferindo-os aos grupos

metil do isopropil do p-cimeno, assim como os H em 1,87 ppm encontram-se ligados

ao C em 17,73 ppm, confirmando este como o grupo metil ligado diretamente ao anel

aromatico do p-cimeno. Também corrobora com as atribuicdes dos sinais do ligante
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trifenilfosfina (Figura 25), em que os H em 7,50 ppm encontram-se ligados aos C em
129,33 ppm, 131,76 ppm e 134,76 ppm, que pela integral de 24 atomos de H do RMN
H, 9 H destes, sdo do ligante trifenilfosfina.

Figura 25 — Aproximacéao da Figura 24, regido aromatica do complexo [Ru(n®-p-
cimeno) (PPh3)(T)](PFe).
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

E notavel que a regido aromatica (Figura 25) possui um maior grau de
dificuldade em inferir com certeza os sinais e mesmo pela HSQC a diferenciacédo dos
sinais dos anéis aromaticos do ligante aciltioureia torna-se complexa. Desta forma,
supde-se que os H em 7,21 ppm ligados aos C em 128,26 ppm, referem-se as
posicdes meta dos anéis aromaticos ligados ao atomo de N, visto que, os H em 7,21
ppm possui integral de 4 H e pelo COSY este sinal possui diversas interacoes
formando diferentes ilhas de acoplamento, assim este tende a ser um H meta. Ainda,
0 mesmo possui interacdes com os H em 6,84 ppm e 7,12 ppm ligados aos C em
120,60 e 117,70 ppm respectivamente, estes sinais possuem integrais de 1 H cada,
induzindo-se que estes compreendem aos H para. Neste sentido, o sinal em 7,50 ppm
com integral de 24 H, ligados aos C em 129,33 ppm (PPHs3); 129,66 ppm; 129,88ppm;
131,76 ppm (PPHz); 132,60 ppm, 134,76 ppm (PPHs), pode-se sugerir a atribuicdo do
sinal em 132,60 ppm a posi¢éo orto destes anéis aromaticos, por estar em uma regiao
desblindada devido a proximidade com o &tomo de N. Haja vista, quepelas atribui¢cbes

feitas ao ligante trifenilfosfisna, falta atribuir 5 H do sinal em 7,50
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ppm, que pela HSQC, este sinal possui acoplamento como C em 129,66 ppm e 129,88
ppm, podendo-se atribuir estes como sendo os sinais dos C do anel arométicoligado
diretamente a carbonila do ligante aciltioureia, apesar de ndo ser possivel diferencia-
los com certeza, sugere-se o sinal em 129,66 ppm aos C meta e para, e o sinal em
129,88 ppm aos C orto, por ser um pouco mais desblindado devido a maior
proximidade com a carbonila.

Figura 26 — Analise bidimensional do espectro de RMN de H e de *C{H} do
complexo [Ru(nt-p-cimeno) (PPhz)(T)](PFs ), pelatécnica de HMBC.
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Fonte: Autoria propria, MestreNova.

Pela técnica HMBC (Figura 26), pode-se verificar que o C terciario em 115,95
ppm possui maior interacdo com o H em 1,26 e 1,29 ppm atribuidos aos — CHz do
isopropil do p-cimeno, assim como, o C terciario em 105,70 ppm interage com os H
de 1,87 ppm, dessa forma, possibilitou-se inferir o sinal de cada C terciario do p-
cimeno, confirmando a sugestéo realizada durante a analise dos espectros de RMN
de 13C{*H}. Também tornou-se possivel confirmar as posi¢ées dos -CH aromaticos do
p-cimeno, pois ao analisar o sinal referente ao C em 17,73 ppm, nota-se que este
acopla com os H em 5,23 e 5,88 ppm, portanto estes estdo mais proximos do grupo
metil, enquanto que o C em 31,32 ppm (-CH do isopropil) interage com os H em 5,81
e 6,13 ppm, assim estes estdo mais proximos do grupo isopropil do p-cimeno. Além
de corroborar na confirmacdo das sugestbes dos C do C=S e C=0 do ligante

aciltioureia, pois o sinal em 178.09 ppm inferido ao C=S, n&o possui henhum
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acoplamento com a&tomos de H, o que é esperado, visto que 0 mesmo esta entre dois
atomos de N, ja o sinal em 174,02 ppm atribuido ao C=0, o qual esta ligado a um anel
aromatico, interage com o sinal em 7,50 ppm, regido aroméatica do espectro de RMN
de H.
6.2.7 Analise de Condutividade Molar

A condutividade molar varia com a concentracao dos eletrélitos em solucéo, de
modo que com a labilizacdo dos ligantes cloro do precursor para a coordenacdo do
ligante aciltioureia via modo bidentado (S e O), o complexo muda de carga neutra para
forma catidnica com carga (+1), apresentando desta forma, condutividade elétrica.
Assim, os dados da condutividade molar permitem a determinacéo da proporcéo dos
eletrdlitos presentes no composto, o qual apresentou o valor de condutividade de 53,9
ohmicm?mol=.Tal valor compreende a faixa de 12-77 do solvente diclorometano, o
qual foi realizado na analise, (VELHO, 2006), indicando a proporgéo de eletrolitos 1:1
como esperado, sendo mais um indicativo do modo de coordenac¢do do complexo,
suportando assim a carga do composto e a presenca do contra-ion PFs, como ja
descrito na andlise do espectro de RMN 3P{*H}.
6.2.8 Analise do Ensaio de Citotoxicidade

O valor de ICso do complexo em analise, avaliado para a linhagem tumoral de
mama (MDA-MB-231) foi de 1,34 + 0,19 uM, apresentando-se como valor promissor,
pois, a atividade citotoxica do composto em estudo foi consideravelmente maior
comparado ao do farmaco de referéncia, cisplatina (2,44 uM). Ressaltando que, a
coordenacao do ligante aciltioureia ao ruténio, apresentou significativo aumento na
citotoxicidade do composto, visto que o valor de ICso do precursor para a mesma
linhagem tumoral é de 21,63+ 1,31 uM e do ligante livre > 200 uM (CUNHA, 2018;
PLUTIN, et al., 2014).

O ligante trifenilfosfina também apresenta relevancia na estrutura do complexo,
visto que, segundo a literatura apresentaram atividade citotéxica da ordem de 80
vezes maior comparado aos complexos analogos sem este ligante (CUNHA, 2018).
Bem como em pesquisas com compostos de Pd(ll) com ligantes, trifenilfosfina e
aciltioureias, no qual evidenciaram satisfatorios resultados para diferentes linhagens
tumorais de prostata DU-145 e mama MDA-MB-231 (PLUTIN, et al., 2014).
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7. CONCLUSAO
Realizou-se a sintese e obteve-se um composto de coloracdo amarelo escuro,
propriedade fisica comum de complexos catiénicos de ruténio coordenados a ligantes
aciltioureia, com rendimento de 87,77%. Realizou-se a caracterizagdo por meio de
medidas de condutividade molar e através da técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de *H, ¥C{*H} e 3'P{H}, assim como por andlises com técnicas
bidimensionais HSQC, HMBC e COSY. Por meio dos dados de condutividade molar,
permitiu-se verificar a obtencdo de um complexo catidnico de carga (+1) devido a
proporc¢ao dos eletrdlitos 1:1, sendo um indicativo do modo de coordenacgéo bidentada
via (S e O). A andlise do espectro de 3C{*H} do complexo também suporta a inferéncia
desta coordenacéao, devido a observacdo do deslocamento quimico dos sinais
referentes ao carbono dos grupos C=0 e C=S do ligante livre para o complexo, onde
0S mesmos costumam apresentar significativos deslocamentos, proximos a 10 ppm.
Tal tendéncia foi observada, pois no ligante livre o sinal do carbono, C=0, encontra-
se na regido de 163,88 ppm e o sinal do carbono do C=S em 185,12 ppm, apés a
coordenacdo nota-se que estes sinais no complexo sofrem pronunciados
deslocamentos, no qual o C=0 passa para uma regido de 174,02 ppm e o C=S para
178,09 ppm, havendo os deslocamentos de 10,14 ppm e 7,03 ppm, respectivamente.
As analises dos espectros permitiram verificar a obtencdo do composto de
interesse, o complexo [Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(T)](PFs)], onde PPhz = trifenilfosfina e
T= N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia, com pureza apreciavel. Apresentando uma
estrutura semi-sanduiche (“piano-stool”), em que o ruténio possui uma geometria
pseudo-octaédrica. Desta forma, o ligante p-cimeno ocupa trés dos seis sitios de
coordenacéo, hapticidade 1®, ao passo gque os outros trés sitios sdo ocupados pela a
coordenacao do ligante trifenilfosfina e do ligante aciltioureia. Por fim, o valor de I1Cso
para a linhagem tumoral de mama (MDA-MB-231) de 1,34+ 0,19 uM, confirmou a
esperada atividade citotoxica do complexo, além de apresentar-se como resultado
promissor, pois foi consideravelmente maior que o farmaco de referéncia, cisplatina,

do precursor e do ligante livre, evidenciando que este composto de fato € promissor.
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