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Resumo

O cancro é a segunda maior causa de morte nos paises desenvolvidos, prevendo-se que
o numero de mortes devido a esta doenga aumente 70% nas préximas duas décadas.

As terapias mais utilizadas para tratamento desta doenca sdo a cirurgia, radioterapia e
guimioterapia, podendo também recorrer-se a imunoterapia e terapia hormonal. Os farmacos
usados em quimioterapia podem ser divididos em varios grupos de acordo com a sua estrutura,
modo de acdo e a sua interacdo com outros fdrmacos. A cisplatina e os seus analogos tornaram-
se os metalofdrmacos mais utilizados na terapia de diversos tipos de cancro, sendo usados
sozinhos ou isolados em muitos regimes terapéuticas, independentemente da sua falta de
selectividade, da limitacdo severa na dosagem devido a efeitos secundarios agressivos e ao
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento.

A busca de novos metalofarmacos tem como objetivo ultrapassar as desvantagens
apontadas anteriormente, e simultaneamente desenvolver novos farmacos que tenham sucesso
no tratamento de tumores resistentes aos compostos de cisplatina.

Neste trabalho descreve-se a sintese e caracterizacdo de novos compostos organicos e
inorganicos, desenvolvidos com o objectivo contribuir para o desenvolvimento de novos agentes
anti-tumorais pertencentes da familia dos metalofarmacos.

Foram sintetizados e caracterizados trés compostos pertencentes a familia das
tiosemicarbazonas (HL', HL® e HL?), por condensacao entre a 4-feniltiosemicarbazida e os
aldeidos heteroaromaticos indole-3-carboxaldeido, N-metilindole-3-carboxaldeido e 2-
benzofurancarboxaldeido.

Por reagdo entre estas tiossemicarbazonas e cis-[Ru(bipy),Cl,] na presenca de triflato de
prata, obtiveram-se trés novos complexos de ruténio (IlI), complexos 1, 2 e 3, cuja estrutura,
octaédrica, foi formulada como [Ru(bipy),(HL)][CF3:SOs], com o ligando coordenado na forma

neutra ao ido ruténio pelo dtomo de enxofre e pelo 4&tomo de azoto iminico.

Por reacdo entre os tiossemicarbazonas HL', HL? e HL® e CuCl,, foram sintetizados trés
novos complexos de cobre, complexos 4, 5 e 6, tendo sido possivel propor a formulagdo
[Cu(HL),]Cl, para os complexos 4 e 5, com o cobre no estado de oxidagdo () e a
tiossemicarbazona coordenada na sua forma neutra (HL) pelo dtomo de enxofre e pelo atomo

de azoto iminico.



A caracterizacdo de todos os compostos sintetizados, tiossemicarbazonas e complexos,
foi feita recorrendo as técnicas espectroscopicas de Ressondncia Magnética Nuclear ('H,
3¢c/APT, DEPT-135 e técnicas bidimensionais), ESI-MS, FTIR, espectroscopia de UV-Visivel,
anadlises elementares (% C, H, N) e adicionalmente, no caso dos complexos 1, 2 e 3, foi ainda

estudado o comportamento redox dos compostos por voltametria ciclica.

Avaliou-se ainda a potencialidade das tiossemicarbazonas e dos complexos de Ru(ll)
sintetizados como agentes anti-tumorais, estudando a sua citotoxicidade em linhas de células
tumorais da mama (MDA-MB-231) e do ovério (A2780). A tiossemicarbazona HL? e o complexo 2
apresentaram resultados muito prometedores de citotoxicidade as 72h de incuba¢do com
células A2780, com valores de ICs, de 4.521.7uM e 0.15+0.04uM respetivamente. Estes dois
compostos revelaram-se também extremamente citotdxicos nas células altamente agressivas do
cancro da mama triplo-negativo, MDAMB231, com valores de ICs; que ultrapassaram
largamente o da cisplatina, 4.49+1.4uM e 0.11+0.02 uM respetivamente, na avaliagdo as 72h de
incubacdo. Estes resultados indicam que esta familia de compostos é promissora como

potenciais agentes anti-tumorais.
Palavras-chaves
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Abstract

Cancer is the secondmajorcause of death in developed countries. It is expected that the

number of deaths due to this disease increases by 70% over the next two decades.

The most common therapies for treatment of this disease are surgery, radiation and
chemotherapy being hormone therapy and immunotherapy also used. Chemotherapeutic drugs’
can be divided into several groups according to their structure, mode of action and their
interaction with other drugs. Cisplatin and its analogues have become the metallodrugs most
used in the clinic for various types of cancer, being used alone or combined in many therapeutic
regimens, irrespective of their lack of selectivity, strict limitations on dosage due to harsh side

effects and development of resistance to treatment.

The search for new metallodrugs aims to overcome the disadvantages set out above, and
simultaneously to develop new drugs that can be successfully used to treat cisplatin resistant

tumors.

This work describes the synthesis and characterization of new organic and inorganic

compounds, developed with the aim of finding new anti-cancer agents.

Three compounds belonging to the family of thiosemicarbazones (HL', HL> and HL?) were
synthesized by condensation between 4-phenylthiosemicarbazide and heteroaromatic
aldehydes, namely indole-3-carboxaldehyde, N-methylindole-3-carboxaldehyde and 2-

benzofurancarboxaldehyde.

By reaction between these thiosemicarbazones and cis-[Ru(bipy),Cl,] in the presence of
silver triflate, three new octahedral complexes of ruthenium(ll), complexes 1, 2 and 3, were
obtained and formulated as [Ru(bipy),(HL)][CFsSOs],, with the ligand coordinated in neutral form

to the ruthenium cation, through the sulfur and the imino nitrogen atoms.

By reaction between thiosemicarbazone HL', HL*> and HL® and CuCl, three new copper
complexes, complex 4, 5 and 6, were synthesized. It was possible to formulate complexes 4 and
5 as [Cu(HL),]Cl, with copper in the oxidation state (I) and thiosemicarbazone coordinated in its

neutral form (HL) through the sulfur and the imino nitrogen atoms.

The characterization of all synthesized compounds, thiosemicarbazones and complexes was
done using spectroscopic techniques such as Nuclear Magnetic Resonance (*H, *C/APT, DEPT-

135 and two-dimensional techniques), FTIR, UV-Visible, ESI-MS, Elemental Analysis (C, H, N, S)

iv



and additionally, in the case of complexes 1, 2 and 3, their redox behavior was also studied by

cyclic voltammetry.

The potential of thiosemicarbazones and Ru(ll) complexes synthesized was evaluated as
anti-tumor agents, studying their cytotoxicity in human tumor cell lines of breast cancer (MDA-
MB-231) and ovarian cancer (A2780). The thiosemicarbazone HL® and the complex 2 showed
very promising results, after a 72h incubation period, with 1Cs, values of 4.5+1.7uM and
0.15£0.04uM, respectively, against A2780 cells. These two compounds proved to be also highly
cytotoxic in the extremely aggressive cancer cell line (triple-negative breast) MDAMB231, with
ICso values of 4.49+1.4uM e 0.11+0.02 uM (respectively), greatly exceeding that of cisplatin.
These results indicate that this family of compounds is quite promising as potential antitumor

agents.
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1. Introducao

1.1.0 Cancro: incidéncia na popula¢ao Mundial

O corpo humano é constituido por trilides de células, que normalmente crescem e se
dividem para formar outras células necessdrias ao organismo. Quando essas células
envelhecem ou ficam danificadas, morrem e sdo substituidas por novas células, formando-se
assim um ciclo celular.! Este equilibrio pode ser perturbado. Ao se formarem novas células,
sem que o organismo necessite e, ao mesmo tempo, se as células velhas ndo morrerem,

originam-se tumores, que podem ser benignos ou malignos.2

Nos tumores benignos as células ndo se disseminam para os tecidos envolventes (ou

para outras partes do organismo).’

Nos tumores malignos as células podem invadir e danificar os tecidos e drgaos
circundantes, e, por vezes, libertar-se do tumor primdrio e entrar na corrente sanguinea ou no
sistema linfatico, formando novos tumores noutros Argdos (processo que se designa por
metastizacdo) (figura 1.1).> Assim, cancro é o nome genérico dado a um conjunto de doengas
caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células anormais e pela sua rapida
propagacdo, sendo uma doenga que tem origem em alteragdes genéticas que controlam a
forma como as células crescem e se dividem, alterando os processos normais do ciclo celular.
Estas alteracGes podem ser hereditarias ou de origem ambiental (provocadas por exemplo, por
exposicdo a substancias, como os produtos quimicos do tabaco, ou radiacdo, como os raios

ultravioleta do sol). *?

Um cancro pode desenvolver-se em praticamente qualquer parte do corpo, consoante
o tipo de células/tecidos envolvido nesse processo, e cada tipo de cancro é nomeado de

acordo com o érgdo em que se manifesta.’
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Figura 1.1 — Esquema representativo de como as células cancerosas se multiplicam,

sucessivamente originando um tumor. (Adaptado)4

O cancro tem um impacto social consideravel. E considerado a segunda maior causa de
morte nos paises economicamente desenvolvidos e a terceira doenca lider em mortalidade
nos paises em desenvolvimento,’ tendo sido a causa de 8,2 milhdes de mortes em 2012 por
todo o mundo, de acordo com o relatério Globocan 2012 e da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS)®. Também segundo a OMS, a estimativa de ébitos devidos a cancro é de 13,1 milhdes

no mundo para 2030.?

As previsGes para 2015 de mortalidade associada ao cancro a nivel mundial sdo
proporcionalmente maiores no sexo masculino do que no sexo feminino (13% e 10%,
respectivamente).” Os tipos de cancro diagnosticados mais frequentemente diferem entre
homens e mulheres, sendo que para os homens os mais frequentes sao os cancros do pulmao,
intestino (colon e reto) e préstata e para as mulheres os cancros da mama, pulmao e intestino

(cdlon e reto) — figura 1.2.

Mama - 90800

Pancreas — 42700

Estomage — 21200 Estémago — 34700
Leucemias — 18900 Leucemias — 23600

Figura 1.2 — Mortalidade por cancro: distribui¢do por sexos do numero previsto de mortes na

Unido Europeia em 2015°,
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Embora as estimativas mostrem um crescente aumento da incidéncia destas doencas
em ambos os sexos (em parte como consequéncia do aumento da populacdo e do seu
envelhecimento), a taxa de mortalidade por cancro tem vindo a diminuir, entre as mulheres
desde 1970 e entre os homens desde 1985. Este aumento na taxa de sobrevivéncia é devido a
melhores tratamentos, particularmente gracas ao desenvolvimento de farmacos

anticancerigenos mais eficientes.’

Apesar de se desconhecer muitos dos mecanismos do desenvolvimento desta doenca,
muitos foram os progressos ja feitos no sentido de prolongar o tempo e a qualidade de vida
dos pacientes. No entanto existem tipos de cancro para os quais ndo ha ainda tratamento
eficiente, em que muitas das opc¢Oes terapéuticas existentes sdo acompanhadas por efeitos
secundarios extremamente debilitantes. A investigacdo nesta area é importante, urgente e

crucial para encontrar agentes terapéuticos mais eficientes e mais selectivos.

1.2.Terapias

Os tipos de tratamento do cancro atualmente existentes sdo varios e o critério de
selecdo da terapia a aplicar varia consoante o tipo de neoplasia em causa. As terapias mais
utilizadas sdo a cirurgia, radioterapia e quimioterapia, podendo também recorrer-se a

imunoterapia e terapia hormonal.

A cirurgia é utilizada em casos em que a massa de células anormais é bem definida e
delimitada (caso em que o tumor ainda ndo se encontra espalhado pelo organismo, ndo
metastizou, estando numa fase inicial), podendo todavia ser dificil distinguir o tecido saudavel
do n3o saudavel.” Outra opgdo de tratamento é a radioterapia, no qual a radiagdo utilizada
consegue interatuar com as células de rdpido crescimento visto que as células tumorais tém
um défice em genes reparadores do DNA, ficando mais vulnerdveis a uma gama de radiagado
mais intensa.” Existem varios tipos de radiac3o: a radiacdo externa (provém de uma maquina
emissora); radiagdo interna (provém de material radioactivo que é implantado no doente —
radiacdo por implante ou braquiterapia) e radiagdo sistémica (se tem origem em isétopos
radioactivos administrados ao doente, sendo o material absorvido pelas células malignas.’ A
imunoterapia ou terapia bioldgica baseia-se na capacidade natural do nosso organismo para
combater o cancro através do sistema imunitario, ajudando a reparar, estimular ou elevar as
respostas imunes do organismo.™ Os principais tipos de imunoterapia atualmente utilizados

incluem:'™*? anticorpos monoclonais, no qual se visa acoplar estes anticorpos as células
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cancerigenas, impedindo o seu crescimento; vacinas que ao serem introduzidas no organismo,
iniciam uma resposta imune contra determinados agentes; e imunoterapias nao especificas,
qgue procuram melhorar as funcbes do sistema imunitario. Estes tratamentos sdao, em geral,
introduzidos por via intravenosa para que os farmacos usados possam circular através da
corrente sanguinea, de forma sistémica, podendo ser administrados em regime ambulatério. A
terapéutica hormonal é outra forma de terapia do cancro e pode funcionar de duas formas:
parar a producdao de determinadas hormonas ou para impedir que determinadas hormonas
atinjam as células malignas. Apenas os tipos de cancros que expressam recetores hormonais
especificos é que podem ser tratados deste modo, como é o caso de alguns tipos de cancro da

mama e da prdstata.’

No entanto, o método mais utilizado no combate ao cancro é sem duvida a
guimioterapia, que consiste na administracao de farmacos, quer sejam metalofarmacos ou
compostos organicos, usualmente por via intravenosa embora também possam ser
administrados por via oral. Maioritariamente estes agentes tém como alvo a molécula de DNA
e sdo capazes de interatuar com ela fazendo com que a sua replicacdo seja quase
interrompida, impedindo assim que as células cancerigenas permanegam em continua e

descontrolada divisdo, eventualmente provocando a morte celular. *

1.3.Metalofarmacos utilizados (atualmente) na terapia do cancro

Apesar dos metais de transi¢do ocuparem uma importante posicdo em processos
bioldgicos, os metalofdrmacos sdao desvalorizados pela industria farmacéutica, que
tradicionalmente aposta mais no desenvolvimento de moléculas organicas.”® No entanto e,
face a uma molécula organica, um metalofarmaco (que contém um ido metalico ligado a
moléculas organicas, designadas por ligandos) pode oferecer a possibilidade de selecionar o
metal e os seu(s) ligando(s), permitindo combinar sinergicamente o efeito terapéutico do ido
metdlico com o efeito terapéutico do ligando, podendo obter-se assim um agente com um
desempenho global mais promissor que o ligando sé por si sd. Alguns compostos de
coordenacdo sao utilizados na terapéutica de varias doengas, como por exemplo, complexos
de ouro contra a artrite, fdrmacos de bismuto contra Ulceras ou, os compostos de platina

contrao cancro.B

A cisplatina, cis-[PtCl,(NHs),] (figural.3), cujas propriedades anticancerigenas foram

descobertas nos anos 60 por Barnet Rosenberg, marcou o inicio da investigacdo em
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metalofarmacos para o tratamento do cancro, sendo juntamente com os seus analogos
carboplatina e oxiplatina, um dos agentes quimioterapéuticos mais eficazes em uso clinico

a nivel mundial.**

O mecanismo de accdo da cisplatina no interior da célula é bem conhecido. Sabe-se
que depois de hidrolisado, o centro metalico de Pt(ll) interage diretamente com o DNA
formando aductos, originando ligacdes intra e intercadeias que induzem alteracbes
estruturais.”® No entanto, a cisplatina apresenta diversos efeitos secundarios severos, nos
quais se incluem, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e neurotoxicidade, além de uma
resisténcia intrinseca ou adquirida de alguns tipos de tumores a este tratamento, limitando

muito a sua aplicagdo.™*

o) o}
H3N NH (@) o
3 \Pt/ 3 \Pt/ HN\Pt/NH
cl ¢ HNT NH, o~ o
(@) (0]
Cisplatina Carboplatina Oxaliplatina

Figura 1.3 — Formula estrutural dos metalofarmacos de platina atualmente em uso clinico em

guimioterapia.

Estes fatores desencadearam um enorme interesse no desenvolvimento de novos
agentes anticancerigenos de platina, com vista a reduzir a sua toxicidade e/ou aumentar a sua
actividade em casos onde existia resisténcia do tumor ao tratamento com a cisplatina, seja ela
primaria ou adquirida, de forma a melhorar a sua potencial eficiéncia clinica."”** Assim, nos
ultimos 30 anos foram sintetizados e avaliados enquanto potenciais agentes anticancerigenos
centenas de compostos de platina, mas apenas dois, a carboplatina e a oxaliplatina (figura 1.3)
entraram em uso clinico mundial, em 1993 e 2002, respectivamente.

Estes compostos diferem da cisplatina, na sua estabilidade a hidrdlise, que é
aumentada pela presenca de ligandos bidentados. Em conjunto com a cisplatina, a sua
expressdo como agentes anti-tumorais a nivel mundial é bastante significativa, participando
em mais de 50% dos regimes quimioterapéuticos.15

A carboplatina aprovada pela FDA em 1989 é usada, em conjunto com outros
medicamentos ou sozinha, para o tratamento do cancro do pulmao (caso de cancro recidivo

ou associado a metastases e ndo podendo ser tratado por cirurgia) e para o cancro do ovario

7
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(caso de cancro recidivo apds o tratamento com quimioterapia, cancro ndo tratado e em
estado avancado de evolugdo, ou como tratamento paliativo).! A carboplatina esta também a
ser estudada para o tratamento de outros tipos de cancro.’

A oxaliplatina foi o primeiro farmaco a ser aprovado capaz de superar a resisténcia
tumoral através da formac3o de diferentes aductos com o DNA,"” pensando-se que o ligando
oxalato seja o responsavel pela diminuicdo significativa dos efeitos secunddrios quando
comparado a cisplatina.”’ Este farmaco estd aprovado para ser usado com outros
medicamentos para o tratamento do cancro colo-retal (recidivo ou em estado avanc¢ado) e na
fase Ill do cancro do colén, sendo usado como terapia adjuvante em pacientes que tiveram
cirurgia para remover o cancro; - esta também a ser estudada para o tratamento de outros
tipos de cancro.!

A procura de compostos antitumorais eficientes com outros centros metdlicos, para
além da platina, intensificou-se ao longo dos anos.' Entre as vantagens de usar outros ides de
metais de transicdo estdo: uma acessibilidade de locais de coordenacdo adicionais em
complexos octaédricos, alteracdes na afinidade dos ligandos e cinética de substituicao e,
variabilidade de estados de oxidacdo disponiveis.”® Neste contexto, quer o ruténio quer o
cobre se tém salientado como bastante promissores, como sera focado nos subcapitulos

seguintes.

1.4.Complexos de ruténio

1.4.1. Complexos de ruténio em ensaios clinicos

O ruténio possui uma série de caracteristicas que o torna uma alternativa interessante
relativamente a platina tais como: a possibilidade de oferecer varias posi¢des de coordenagdo
devido a sua geometria de coordenacdo octaédrica; o facto de ter uma quimica muito rica pois
tem capacidade de assumir diversos estados de oxidagdo acessiveis bioldgicamente (Ru", Ru" e

Ru") e a possibilidade de combinacdo com ligandos que podem modular a sua atividade.™

A reduzida toxicidade dos compostos de ruténio, quando comparada com os de
platina, é frequentemente atribuida a sua capacidade de mimetizar o ferro na ligacdo a varias
moléculas bioldgicas, tais como a transferrina. Como as células cancerosas tém uma elevada
divisdo celular e necessitam assim de uma quantidade maior de ferro, os recetores de

transferrina sdo expressados nestas células em maior quantidade que uma célula saudavel, e
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assim a ligacdo dos farmacos de ruténio possibilita uma distribuicdo mais eficiente nas células
cancerosas.™

Os casos de sucesso entre os compostos de ruténio sdo os dois agentes antitumorais

de Ru(lll), trans-imidazoledimetilsulféxidotetraclororutenato” de imidazélio, conhecido como

NAMI-A, e trans-[tetraclorobis(1H-indazole)rutenato"

de indazdlio (conhecido como KP1019)
encontrando-se ambos na fase Il de ensaios clinicos (figura 1.4).” Embora a sua estrutura seja

muito semelhante, a sua resposta bioldgica é completamente diferente.

NAMI-A KP1019
Figura 1.4 — Estruturas quimicas dos agentes antitumorais NAMI-A e KP1019, os primeiros compostos de

ruténio submetidos a ensaios clinicos.

Desenvolvido por Alessio e Sava, o primeiro agente de ruténio a dar entrada em
estudos clinicos foi o NAMI-A (figura 1.4). Em estudos preliminares in vitro, o NAMI-A,
mostrou-se completamente inativo contra mais de 60 linhas celulares tumorais primarias. No
entanto, a avaliacdo in vivo mostrou que, embora sem interferir com o tumor primario, este
agente impede a formagdao de novas metdstases nos pulmdes e reduz o tamanho das
metastases ja formadas.”” A atividade do NAMI-A é mais eficiente nos pulm&es onde o tempo
de meia-vida de eliminagdo é cerca de oito vezes superior ao observado nas massas do tumor
primario, provavelmente devido ao elevado conteido em colagénio ao qual o NAMI-A se liga
eficientemente.” Além disso, foi observado que o NAMI-A se liga mais fortemente a proteinas
transportadoras existentes no sangue, como a transferrina ou albumina, ndo sendo o DNA o
seu principal alvo, pois a interagdo é muito reduzida quando comparada com a de complexos

. 14,2
de platina.****

O KP1019, o segundo agente antitumoral de ruténio que progrediu até a fase de

ensaios clinicos, foi desenvolvido por Keppler e, contrariamente ao observado ao NAMI-A,
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apresenta citotoxicidade contra tumores primdrios. A sua atividade foi testada in vivo em
tumores colo-retais de ratos, tendo-se mostrado eficiente na reducao da massa do tumor,

enquanto que a cisplatina se mostrou inativa.’***

O KP1019 liga-se muito rapidamente a
albumina e é muito eficientemente transportado por esta proteina. Na vizinhanga das células
tumorais liga-se a transferrina e é transportado para dentro da célula através do recetor de
transferrina.’® Estd estudado que na presenca de transferrina e albumina em condi¢des que
mimetizam as condi¢des do plasma (onde a concentracdo de cada uma destas proteinas é
muito diferente) a maior parte da espécie de Ruténio (80-90%) no fluxo de sangue estd ligado
a albumina, ao passo que a transferrina é assumido para desempenhar um papel importante

13,14,24

no processo de transporte da droga. Um dos obstaculos associados a progressdao nos

testes clinicos dos complexos de coordenacgdo de ruténio mencionados (NAMI-A e KP1019) é a

sua grande instabilidade em solugdo aquosa e o complicado mecanismo de troca de ligandos.”

Vdrias familias de complexos de ruténio tém sido estudadas, tais como complexos

5

organometalicos com ligandos areno e ciclopentadienilo®™*®, e complexos inorganicos de

2627 ¢
E

ruténio(ll) com ligandos polipiridinicos. de esperar que com um aumento da estabilidade

origine candidatos a farmacos antitumorais mais promissores.

1.4.2.Complexos Organometalicos de Ruténio

Complexos de Ruténio(ll) com ligandos areno

O alvo bioldgico “cldssico” para aplicagbes quimioterapéuticas de metalofarmacos
considerou-se ser, durante muito tempo, o DNA. A estratégia de sintese dos complexos de
ruténio foi baseada nos modelos da platina, conduzindo a compostos que provocassem a
morte celular por interagdo com o DNA, embora visando preferencialmente novos
mecanismos de acdo de modo a vencer a resisténcia das células tumorais. Neste contexto,
varios complexos organometalicos de ruténio(ll) foram sintetizados tendo em vista o DNA
como alvo principal.28 Assim, foram desenvolvidas e estudadas, fundamentalmente, duas
familias de complexos organometalicos (figura 1.5): complexos de ruténio(ll)-(n°®-areno), como
por exemplo [Ru(n®-CeHe)(en)Cl]" (en=etilenodiamina) (figura 1.5); complexos conhecidos como
RAPTA e sintetizados por Dyson e os seus colaboradores, que sdo compostos organometalicos

de ruténio(ll)-areno com o ligando PTA (PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfoadamanteno) (figura 1.5).*

10
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Em ambos os casos, a estrutura basica assenta numa geometria do tipo “banco de piano”%

baseando-se a sua reatividade na saida dos ligandos cloreto, tal como acontece com a
cisplatina.

Os complexos de Ru(ll)(areno) (desenvolvidos por Sadler e colaboradores) sdo estaveis,
na sua maioria sdo bastantes soluveis em agua e, na forma de sal hexafluorofosfato,
demonstraram ser ativos tanto in vitro como in vivo contra a linha celular do carcinoma
humano do ovario (A2780) com valores de ICs, comparaveis aos da cispIatina.5 Sadler e
colaboradores verificaram também que complexos Ru(areno) contendo dois ligandos
monodentados (com atomos doadores azotados) em vez de um ligando quelante (bidentado
do tipo N,N) sdo praticamente inactivos contra a linha celular A2780.°

A familia RAPTA sdo compostos caracterizados pela presenca de um ligando
monodentado PTA altamente soltvel em 4gua ao complexo, e pela presenca do ligando n®-
areno, ligeiramente hidrofébico. Além disso, demonstram ser altamente estdveis em agua e ao
ar, sendo agentes tumorais de toxicidade baixa e elevada selectividade face as células
cancerosas.™ O protétipo [(n°-p-cimeno)Ru(PTA)Cl,], conhecido como RAPTA-C (figura 1.5) tem
tido um papel central na avaliacdo biolégica sendo o composto de referéncia apartir do qual os
outros compostos RAPTA s3o desenvolvidos.” Um estudo empregando um extenso nimero
de complexos RAPTA com ligandos areno modificados, mostrou que, no geral, estes
complexos sdo ligeiramente téxicos contra linhas celulares tumorais e completamente ndo
toxicos para células saudaveis, apresentando assim uma seletividade para as células
tumorais.”* No entanto, o que impressiona nestes complexos, é que in vivo, um dos
complexos desta familia, o RAPTA-T, [(ne-tolueno)Run(PTA)Clz] (Figura 1.5), demonstrou
inibir seletivamente o desenvolvimento e o crescimento de metdastases do pulm50.21AIém
disso, foi observado que embora o RAPTA-T consiga induzir danos ao nivel do ADN, este
ndo é o seu alvo principal, tal como acontece com outros complexos metdlicos, como a
cisplatina.21 Verificou-se que os complexos RAPTA se ligam preferencialmente a proteinas-
chaves envolvidas na regula¢ao do ciclo celular, alterando assim a expressao e atividade

, N 21
destas proteinas, levando eventualmente a morte celular por apoptose.

11
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(en=etilenodiamina)

Figura 1.5 — Formula estrutural de complexos com o fragmento ”Ru(r]ﬁ-areno)" com actividade anti-

tumoral.

Outros agentes promissores para quimioterapia do cancro sdo os complexos de
ruténio em que um (ou mais) dos seus co-ligandos tém actividade bioldgica sé por si sé. Dentro
do vasto grupo de organometalicos, um exemplo prometedor é a série de compostos [Ru,(p-
cym),(L),]X, (p-cym = p-cimeno; X= Cl, PFs) em que os ligandos organicos (L) sdo
tiossemicarbazonas contendo o grupo 5-nitrofuril (figura 1.6). S3o complexos binucleares de
ruténio onde a geometria adotada pelos 4tomos do centro metalico é quadrangular planar,
com os dois ligandos tiossemicarbazona em ponte coordenando-se através do heterodtomo de
enxofre a ambos os ides metdlicos e pelo heteroatomo de azoto a cada Ru(ll); a esfera de
coordenacdao é completada por um ligando p-cimeno e este é um derivado da familia

Ru(areno) que ndo possui o habitual cloreto Iabil.

[x]

2

r“; ~T

\.u\\ Sy,

/@J"/ >

Figura 1.6 — Formula estrutural de complexos diméricos [Ru,(p-cimeno),(R-TSC),]X, de ruténio(ll) com

ligandos do tipo tiosemicarbazona (R=H;CH3; CH,CH3;CHgCH; e X= Cl; PFg).

A citotoxicidade destes complexos, assim como a dos seus ligandos tiosemicarbazona,
foi avaliada em linhas tumorais humanas do ovario (A2780), da mama (MCF7) e da prdstata
(PC3, grau IV).* Os resultados mais promissores na avaliacdo bioldgica foram obtidos com o

complexo contendo o ligando com o grupo fenilo, R=CgHg, tendo-se comprovado que este seria

12
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um bom agente anticancerigeno devido ao seu largo espectro de accdo e a alta citotoxicidade
in vitro, especialmente contra células PC3 resistentes a cisplatina (grau IV do carcinoma da
préstata com potencial metastatico)®. Os outros complexos e ligandos, apesar de também
serem citétoxicos, ndo sdo tao eficientes comparativamente a este ultimo, sendo inactivos

contra a linha celular do cancro da préstata.®

Complexos de ruténio(ll) com ligandos ciclopentadienilo

Uma familia diferente de compostos organometdlicos de ruténio é a de complexos
contendo o fragmento Ru(ll)-(n>-CsHs) ou Ru(Cp).

Uma extensa familia de complexos do tipo [Ru(Cp)LP], em que L é um ligando
heterociclico azotado (mono ou bidentado), P um ligando derivado de fosfano (bi- ou
monodentado, consoante a denticidade de L) e Cp é o ligando ciclopentadienilo (n°-CsHs) tem
sido desenvolvida pelo grupo de Quimica Organometdlica e Bioorganometalica da FCUL, onde
parte deste trabalho foi realizado, com excelentes resultados no contexto do

313233 Embora também com

desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos de ruténio.
estrutura do tipo “banco de piano”, uma grande diferenca entre estes compostos
organometalicos de Ru(Cp) e os da bibliografia (de Ru(arenos) em especial) é o fato de os
primeiros ndo possuirem um co-ligando labil (como o cloreto).

Dos vérios compostos desenvolvidos no grupo, destacam-se dois com largo espectro

de agdo antitumoral, nomeadamente, o complexo [RuCp(bipy)(PPhs)[CF;SOs;] (Cp
ciclopentadienilo; bipy = 2,2’-bipiridina, PPh; = trifenilfosfano) (figura 1.7), que mostrou ser
cerca de 15 vezes mais ativo que a cisplatina contra células humanas de carcinoma do ovario,
A2780, e particularmente ativo contra as linhas de células resistentes a cisplatina (200 vezes
mais citdtoxico contra as A2780cisR e 100 vezes mais ativo contra as linhas celulares do cancro
da mama, MCF7, e do carcinoma da prdstata humano, PC3).*! Para além deste, também o
complexo homodlogo [RuCp(Me,bipy)(PPh;3)[CF:SO;] (Me,bipy = 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina,
figura 1.7, apresentou uma elevada atividade contra a linha celular MCF7.3*

Verificou-se que o complexo [RuCp(bipy)(PPh3)[CF;SO;] interatua com diversas
proteinas, atuando também como inibidor da enzima Poli-(ADP-ribose)-polimerase (PARP-1).
Este complexo mostrou inibir esta enzima de forma mais eficiente que o NAMI-A e o RAPTA-T,
sendo cerca de 30 vezes mais ativo que o inibidor de referéncia (a 3-aminobenzamida).>* De
acordo com o estudo de distribuicdo celular realizado para o complexo
[RuCp(bipy)(PPh3)][CF3SO;], verificou-se que este complexo se acumula seletivamente na

membrana celular e no citosol (90%) em células tumorais do ovario, A2780, e da mama, MDA-

13



1.Introdugdo

MB-231.%° Todos estes resultados sugerem que o mecanismo de acgdo destes complexos seja

distinto do da cisplatina.

[(;1'-3303 ] 7] [crgsos ]

Figura 1.7 — Férmula estrutural de complexos [RuCp(bipy)(PPh3)][CF3SO3] (esquerda) e
[RuCp(Me,bipy)(PPh3)][CF5SO;] (direita).

As cinases proteicas regulam muitos aspectos da vida celular e sdo um dos alvos
principais dos fdrmacos. Estas cinases sdo enzimas que transferem grupos fosfatos de
moléculas doadoras de elevada energia (por exemplo, ATP) para moléculas alvo especificas. A
estaurosporina (figura 1.8) é um inibidor muito potente, no entanto, é relativamente ndo

especifico para muitas cinases proteicas.

Com vista a desenvolver outra familia de compostos, Meggers e os seus colaboradores

descreveram um complexo organometdlico de ruténio que mimetiza a forma da

estaurosporina (figura 1.8)."*%°

staurosporine [CpRu] mimic

Figura 1.8 — Estaurosporina (esquerda) e um exemplo de complexo organometalico inspirado na sua
estrutura e desenvolvido por Meggers (direita).
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A estratégia utilizada explorou a facilidade em obter uma conformacdo espacial
especifica com um ido metalico como o ruténio para imitar aspectos de um inibidor que nao
sdo facilmente acessiveis usando um composto puramente organico."* Os autores
demonstraram ainda a ligacdo do composto de ruténio a uma cinase proteica PIM-1, e

descreveram a co-cristalizacdo da proteina com o complexo de ruténio.***®

Este composto é,
no minimo, duas vezes mais potente contra a PIM-1 do que a estaurosporina, que é um
inibidor inespecifico.*® Provou-se também a importancia que toda a esfera de coordenagdo do
ruténio (do ido metalico, em geral) tem para a concepgao de inibidores enzimaticos. Isto foi a
base para o desenvolvimento de outros inibidores enzimaticos baseados em metais de
transicdo que levaram a novos tipos de agentes terapéuticos organometalicos com um alvo
especifico.” Este tipo de complexos continuam a ser estudados estando descritos complexos

que inibem farmacolégicamente as células do cancro colo-retal.*®

Estudos de interacdo dos metalofdrmacos a nivel de proteinas e enzimas, com a
detecdo de interagdes especificas de ligacdo a proteinas (como no caso de complexos de
ruténio ciclopentadienilo inertes que apresentam uma excelente ligacdo a proteina cinase
PIM-1 **) levaram a proposta de alvos “n3o-classicos” para os complexos RAPTA, para além do
DNA™, abrindo caminho para outros modos de acdo em aplicacdes quimioterapéuticas para os

complexos de ruténio.

1.4.3.Complexos inorganicos de ruténio

Complexos de ruténio com ligandos polipiridinicos

Os ligandos polipiridinicos, ligandos heteroaromaticos de azoto bidentados
(frequentemente), sdo bons agentes quelantes para muitos metais. No caso do ruténio,
estabilizam o ido metalico no seu estado de oxidacdo (ll), originando complexos estaveis em

solu¢do aquosa.

As propriedades que os compostos de ruténio com grupos polipiridinicos apresentam
tém sido intensamente investigadas. Alguns destes compostos existem como moléculas quirais
capazes de um reconhecimento enantioselectivo do DNA, podendo ser usados como sondas
fluorescentes Uteis na visualizacdo de alteracdes na estrutura do DNA.* Foram também

sintetizados complexos de ruténio contendo — para além dos ligandos polipiridinicos — ligandos
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aquo ou cloro, tendo-se verificado que se ligam covalentemente ao DNA em meio aquoso por
substituicdo dos ligandos aquo ou cloro presentes na esfera de coordenacdao destes

complexos.'**°

A citotoxicidade dos complexos [Ru(ll)Cl(bipy)(terpy)]Cl, cis — [Ru(ll)(bipy).Cl,] e mer —
[Ru(Il)Cls(terpy)], (bipy = 2,2’-bipiridilo, terpy = 2,2":6’,2”—terpiridina) (figura 1.9) foi

demonstrada em linhas de culturas de células de tumores humanos e murinos.

cis-[Ru(Il)(bipy),Cl,] mer - [Ru(INCl(tpy)] [Ru(ID)(bipy)(tpy)]Cl

Figura 1.9 - Formulas de estruturas de alguns complexos polipiridinicos de ruténio:

[Ru(ll)(bipy)(terpy)]Cl, cis — [Ru(ll)(bipy),Cl,] e mer — [Ru(ll)Cls(terpy)]

O complexo mer—[Ru(ll)Cl;(terpy)] exibe uma citotoxicidade consideravelmente
superior a dos outros compostos e, em contraste com os complexos menos activos, exibe uma
coordenacdo por formagdo de aductos intracadeia com o DNA. Assim esta classe de compostos
(que combina ligandos polipiridilo com ligandos labeis coordenados ao centro metdlico de
ruténio) pode potencialmente actuar através de um mecanismo que envolva a formacdo de

aductos intracadeia com o DNA.?%*’

Nos ultimos anos, varios grupos de investiga¢cdo tém explorado o modo de ag¢do de
compostos de ruténio, com especial foco na interacgdo entre complexos de ruténio ativos e
alvos bioldgicos possiveis tais como o “classico” DNA, RNA, transferrina, albumina, e

citocromo-c, entre OUtI"OS.27

Mais recentemente tem-se investigado o envolvimento de organelos como a

mitocondria na actividade de complexos de ruténio.***’

Todos estes resultados sugerem que o desenvolvimento de compostos de ruténio pode
contribuir de modo muito significativo para uma melhoria no futuro de agentes

guimioterapéuticos.
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1.5.Complexos de cobre

O cobre é um ido metdlico com bastante potencial em aplicacbes terapéuticas, e a
potencial atividade antitumoral de complexos de cobre tem sido avaliada recentemente
mostrando resultados promissores.”’ A vantagem da utilizagdo do cobre na formacdo de
complexos, quando comparado com outros metais de transicdo, é que se encontra presente
naturalmente em organismos vivos. O cobre é um cofactor de algumas enzimas, como o
citocromo oxidase. O seu ciclo redox permite a existéncia de espécies Cu(l) e Cu(ll), e
apresenta afinidade por residuos de aminoacidos como cisteina, metionina, acido aspartico,
acido glutamamico e histidina.”* O cobre estd envolvido em fungdes essenciais tais como
transferéncia de eletrdes, reacdes de oxigenacdo, e transporte de oxigénio,** entre outras.

Neste contexto, os complexos de cobre tém sido investigados no pressuposto de que o metal

pode ser menos téxico para as células normais do que para as células cancerosas.

O cobre é também um co-factor essencial para processos do angiogeneses do tumor.
Niveis elevados de cobre foram encontrados em muitos tipos de cancro, incluindo o da
préstata, da mama e cerebral.”> Compostos tais como o 8-hidroxiquinolina de cobre(ll),
pertencem a uma nova geracdo de inibidores de proteassoma (complexos enzimaticos
envolvidos no processo de degradagdo proteica que esta na base de processos celulares
importantes) e sdo indutores da apoptose de células tumorais.** O complexo de cobre(ll) com
o ligando pirrolidina ditiocarbamato (PDTC), um conhecido antioxidante, d4 forma a um
poderoso inibidor da proteassoma no cancro da mama que ndo afecta células normais.
Compostos organicos nao téxicos tais como PDTC podem espontaneamente ligar-se com cobre
celular da célula tumoral, dando origem a um inibidor proteassoma e a um indutor de

apoptose in situ. ***

A pesquisa em compostos de cobre como agentes para o tratamento do cancro é,
portanto, uma via com boas perspetivas na area do desenvolvimento de metalofarmacos, em
especial se se utilizarem ligandos com actividade bioldgica, como é o caso das

tiossemicarbazonas.

1.6.Ligandos organicos da familia das tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (R'R’C’=N>*-N’(H)-C'(=S)N'R’R*) (figura 1.10) s3o compostos

com interesse para o desenvolvimento de farmacos.” O interesse neste tipo de compostos
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advém das suas importantes propriedades quimicas e da sua actividade bioldgica de largo
espectro, nomeadamente antibacteriana, antiviral, antiprotozodria e anti-tumoral, entre
outras.”® Devido ao seu perfil farmacolégico e a sua capacidade quelante, as

tiossemicarbazonas tém sido extensivamente exploradas em Quimica Inorganica Medicinal. **°

Neste tipo de compostos ha a possibilidade de ocorréncia de tautomeria tiona-tiol, do
que resulta a sua forma neutra (tiona) ou monoanidnica (tiol). A forma tiona é a forma
predominante no estado sélido; em solucdo, porém, tanto a forma tiona como a forma tiol
podem existir. Tanto na forma neutra como na forma anidnica, as tiossemicarbazonas
comportam-se usualmente como ligandos bidentados versateis, podendo formar ligacdes
coordenadas com metais através do dtomo de enxofre e do dtomo do nitrogénio azometinico
(C=N).*” Esta capacidade de coordenar iGes metalicos é aumentada se houver grupos doadores
de eletrdes ao carbono da funcdo azometino®; as tiossemicarbazonas podem também

coordenar-se de modo tridentado consoante a estrutura dos seus substituintes.

Ny ! 5
:N_ R
N" Y

R3

S
RN
N
R2

Figura 1.10 - Estrutura geral das tiosemicarbazonas (Rl,RZ,R3,R4,R5: H, arilo ou alquilo).

Estudos de atividade demonstraram que derivados das tiossemicarbazonas contendo
grupos fendlicos tém propriedades anticancerigenas interessantes. Foi observado que vdrias
substituicGes (incluindo grupos nitro, metoéxi, fendxi) com os dtomos de azoto tioamida, N3,
tém efeito significativo sobre a eficdcia bioldogica destes compostos. Por exemplo, o
heterociclico-N;-tiossemicarbazona demonstrou atividade promissora contra o cancro da
mama, bem como a presenga do grupo aromatico em N; de derivados tiossemicarbazonas
isatina-B mostraram aumento da citotoxicidade contra as linhas de células KB-3-1 e da P-

glicoproteina KB-V1."®
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R, R

2 HN=R

heterociclico-N ;-tiossemicarbazona tiossemicarbazonas isatina-B

Figura 1.11 - Estrutura do heterociclico-Ns-tiossemicarbazona e de derivado de

tiossemicarbazona isatina-p

O mecanismo de acdo das tiossemicarbazonas é complexo e ainda ndo estd bem
estabelecido, sendo sugerido que deve acontecer através da inibicdo de multiplos
alvos.*®Alguns estudos sugerem que a sua atividade bioldgica possa ser exercida por trés tipos
de mecanismo: (i) inibicdo da enzima ribonucledsido difosfato redutase (essencial para a
sintese de DNA); (ii) criacdo de lesGes de DNA por rutura oxidativa; (iii) e liga¢cdes a bases de
azoto de DNA e RNA bloqueando ou impedindo a replicacio do DNA.* Outros autores
consideram que as suas propriedades bioldgicas estdo relacionadas com a capacidade que

formarem in vivo complexos com catides metalicos.*

Complexos com ligandos do tipo tiossemicarbazona tém mostrado interessantes
propriedades biolégicas, nomeadamente antibacteriana, antifungica, antiviral e anti-cancro, e
essas propriedades parecem estar relacionadas com a possibilidade de o complexo se difundir
através da membrana semi-permeavel das linhas celulares.”® O efeito reforcado pode ser
atribuido a um aumento da lipofilicidade dos complexos quando comparados com o ligando

livre.”®

Complexos de ruténio com co-ligandos tiossemicarbazona

No extenso dominio dos complexos octaédricos de ruténio desenvolvidos para
aplicacdo terapéutica tem especial interesse para o presente trabalho a classe de compostos
que combina este centro metalico com ligandos com atividade bioldgica ja reconhecida, em
particular ligandos do tipo tiossemicarbazona. Sdo conhecidos exemplos na bibliografia

complexos quer de Ru(lll) quer de Ru(ll).
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Um exemplo é o complexo [Ru(lll)(Cl),(PPhs),(Y-TSC)] , (Y=CI; NO,) (figura 1.12),
constituido por dois ligandos trifenilfosfano e dois ligandos Iabeis cloreto. A sua avaliagao
biolégica mostrou que embora o ligando Y-TSC nao fosse activo por si sé contra a linha celular
humana do cancro da mama (MCF7), a sua citotoxicidade se tornava bastante elevada quando
ligado ao ido metalico naquela esfera de coordenagdo.”” Este resultado é interessante por
indicar uma sinergia entre ligandos e centro metalico, e salienta que a atividade final de um

metalofarmaco é o resultado combinado do efeito do ido metalico e dos seus ligandos.

\ PPh,

N—Ny,. | el
S,R“\Cl ruténio [Ru(Cl),(PPhs),(Y-TSC)] (Y=Cl; NO,).

Figura 1.12 - Estrutura quimica do agente antitumoral inorganico de

PPh;
HN

\

Foram também estudados outras familias de complexos como Ru(ll)(areno) contendo
N’-fenil-TSC (TSC= tiossemicarbazona) como co-ligandos.>® As atividades in vitro dessa familia
de compostos foram avaliadas em células de cancro gastrico humano SGC-7901, cancro
humano de figado BEL-7404 e células ndo cancerosas HEK-293T, e comparadas com a
cisplatina e oxaliplatina.”> Em comparagdo com os compostos [(p-cimeno)Ru(TSC)CI]Cl, a maior
parte dos derivados [(p-cimeno)Ru(TSC)Cl][(p-cimeno)RuCl;] mostraram coeficientes de

citotoxicidade ICso semelhantes as da cisplatina.

Ndo foram encontrados na literatura muitos complexos de ruténio(ll) com ligandos do
tipo polipiridina e co-ligando tiossemicarbazona. Um exemplo é a série de complexos que
contém a diimina 1,10-fenantrolina (phen) ou a 2,2’-bipiridina (bipy) e o derivado
tiossemicarbazona 9-antraldeido. (figura 1.13) Estes complexos apresentraram boa atividade
citotdxica contra células MCF-7 e MDA-MB-231 (adenocarcinoma da mama), bem como em
linhas celulares HCT 116 e HT-29 (carcinoma colo-rectal). Contudo, os complexos que contém

phen s3o0 mais ativos do que os complexos bipy em todas as linhas de células testadas.>
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(PFs)2 (PFg2

R=H
Wo=0H;
R = C;Hs

-

Figura 1.13 - Estrutura do exemplo do complexo de ruténio>".

Complexos de cobre com ligandos tiossemicarbazona

A pesquisa em compostos de cobre como metalofarmacos é, como ja foi mencionado,
uma via com boas perspetivas na area do desenvolvimento de novos farmacos contra o
cancro. A coordenacdo de tiossemicarbazonas a iGes metdlicos de cobre é um campo vasto de
investigacdo, uma vez que os doadores NS da tiossemicarbazona sdo adequados para o cobre.
Até a data, sdo conhecidos muitos exemplos de compostos de cobre com ligandos
monotiossemicarbazona (bidendados, com doadores NS) ou bistiossemicarbazona
(tetradentados, com doadores N2S2), e os modos de coordenagdo mais comuns sdo na forma

neutra ou aniénica.”®

Alguns exemplos mostraram-se particularmente promissores: complexos de cobre(ll)
de piridoxal tiossemicarbazona inibiram células de eritroleucemia de Friend em ratos e
complexos de cobre(ll) de formiluracil tiossemicarbazona mostraram-se capazes de inibir o
crescimento de linhas celulares de leucemia humana K562 e CEM55.% Alguns deles induziram
apoptose celular.® Tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos naturais como citronelal, citral,
octanal e octenal e os seus complexos de cobre(ll)) foram capazes de inibir o crescimento de
células U937, mas em geral n3o induziram apoptose celular in vitro.*

Por outro lado, complexos de cobre(ll) da tiossemicarbazona derivada de acido a-
cetoglutdrico induziram apoptose em linhagens de leucemia humana U937 e K562.
Finalmente, um complexo de cobre(ll) de 10-deacetilbacatina tiossemicarbazona, derivada do
andlogo de taxol 10-deacetilbacatina provocou a interrup¢do do crescimento do tumor de

mama MCF-759.%
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/N\NJKN/R Q
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Piridoxal Tiossemicarbazona Formiluracil Tiossemicarbazona

Figura 1.14 - Exemplos de tiossemicarbazonas piridoxal e formiluracil.

1.7. Enquadramento do presente trabalho

Como ja foi dito, o cancro é uma doenca com uma grande incidéncia, muito
frequentemente mortal e os dados estatisticos disponiveis estimam um aumento da sua
incidéncia nos préximos anos. Os agentes terapéuticos baseados em metais sdo atualmente
objeto de investigacdo intensa e tém-se demostrado muito promissores como opc¢ao

terapéutica viavel.

Com base nos resultados publicados na literatura, neste trabalho propds-se a sintese
de quatro novos ligandos organicos do tipo aril tiossemicarbazona (figural.15), trés dos quais
sdo sintentizados pela primeira vez. Estudos anteriores® indicavam que a presenca do grupo
fenilo no azoto (N3) da estrutura-base da tiossemicarbazona era muito benéfico para a
atividade em complexos de ruténio(ll)(cimeno). Assim decidiu-se manter esta subestrutura,

variando a parte arilica ligada em N1, para estudar o efeito na atividade quer dos ligandos quer

S :
JJ\ NH N-CH3
N N/N\ S S
H H
N
)J\N/ NS o
H

Figural.15 — Férmula estrutural dos ligandos organicos que se propds desenvolver.

dos complexos.

No caso dos complexos de ruténio, o ligando 2,2’-bipiridina (bipy) é bem conhecido

como um excelente agente quelante, e o ruténio é estabilizado no estado de oxidacdo(ll)
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guando tem na sua esfera de coordenacdo dois ligandos bipy. De facto, espera-se que
complexos do tipo [Ru(ll)(bipy),(TSC)] (em que TSC designa o ligando tiossemicarbazona
sintetizado) sdo tipicamente complexos octaédricos estdveis em solucdo aquosa e de
solubilidade adequada a ensaios bioldgicos. O desenvolvimento do presente trabalho mostrou
ser um tema desafiante pelo facto dos complexos com tiossemicarbazonas e polipiridinas

serem relativamente pouco explorados.

No que se refere aos complexos de cobre, sdo conhecidos na literatura muitos
complexos com ligandos tiosemicarbazona com propriedades anticancerigenas. No entanto,
nao foram encontrados na bibliografia referéncia de compostos de cobre com estes ligandos
em particular. Dessa forma, sintetizar complexos de cobre do tipo Cu(TSC), (onde TSC seja o
ligando tiossemicarbazona sintetizado) para testar a sua eventual actividade tornou-se

também um objectivo a explorar.

O trabalho efectuado durante esta tese de mestrado estd descrito nos capitulos
seguintes. No capitulo 2 apresenta-se a sintese e a caracterizagdo dos novos compostos
organicos do tipo aril tiosemicarbazonas que foram sintetizados. O capitulo 3 relne a sintese e
caracterizagdo dos novos complexos do tipo ‘Ru(ll)(bipy),’ com os ligandos obtidos e o capitulo
4 refere-se a sintese e caracterizacdo de novos complexos de cobre com os ligandos
mencionados. No capitulo 5 sumarizam-se os resultados de estudos bioldgicos de
citotoxicidade que foi possivel efectuar até ao final da execucdo deste trabalho. A descricdo
experimental é incluida no capitulo 6 e a conclusdo e perspectivas futuras sdo apresentadas no

ultimo capitulo da dissertagao, o capitulo 7.
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2. Sintese e caracterizagdo de novos ligandos orgdnicos do tipo aril-tiossemicarbazonas

2. Sintese e caracterizacao de novos ligandos organicos
do tipo aril-tiossemicarbazonas

2.1. Consideracgoes gerais

As tiossemicarbazonas sdao formalmente consideradas derivados do grupo funcional
imina e sdo facilmente obtidos através da condensacdo entre uma tiossemicarbazida e um
aldeido ou cetona, podendo apresentar estruturas muito diversificadas, de acordo com os

substituintes da cetona/aldeido ou da tiossemicarbazida de partida (figura 2.1).

S N,

R1\NJ‘J\N2,N R5

NT ONT YT
RZ R R4

Figura 2.1 - Estrutura geral de tiossemicarbazonas (Rl,RZ,R3,R4,R5: H, arilo ou alquilo).

As tiossemicarbazonas podem existir como isdmeros geométricos E e Z a volta da

dupla ligacdo C=N, sendo a configuracdo adotada funcdo dos varios substituintes.

Por outro lado, podem também existir como conférmeros syn e anti (figura 2.2) com
respeito @ posicao relativa entre o azoto do grupo C=N e o enxofre do grupo tiocarbonilo. De
acordo com a literatura, grupos substituintes na posi¢do N favorecem a conformacgao syn

entre o 4tomo de azoto da imina e o 4tomo do enxofre.*®

H NRR* H S
R'l /N« R'I /N
S>=N S >=N NR3R?
R? R?
syn anti

Figura 2.2 - Conférmeros syn e anti de tiossemicarbazonas.

A semelhanca de outros compostos carbonilicos, nestes compostos existe a
possibilidade de ocorréncia em solugdo de tautomeria tiona-tiol* (figura 2.2). A forma tiona é
predominante no estado sélido porém, em solucdo, tanto a forma tiona como a forma tiol

podem existir.
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SH

S
H 1 N—<
R —
R! N4 = >=N" NRR*
— 34
R?—N NR3R R

Figura 2.3 - Equilibrio tautomérico estabelecido em solugdo entre as formas tiona e tiol de
tiossemicarbazonas.

Do ponto de vista mecanistico a reacdao de formacdo da tiossemicarbazona inicia-se
por uma adicdo nucleofilica do grupo amina primario da N-hidrazinacarbotiamida (nucledfilo)
ao grupo carbonilo do aldeido ou cetona (electréfilo), com formacdo de um intermediario
zwiteriénico. Este intermedidrio da origem ao correspondente hemiaminal através da
transferéncia intramolecular mediada pelo solvente de um dos protdes do ido imdnio para o
oxigénio do grupo alcoxido. O ultimo passo da reaccdo implica a perda de uma molécula de
agua (processo mediado pelas moléculas de solvente) e a formacdo da dupla ligagdo carbono-

azoto (esquema 2.1).

S - S
\ —_— > Ho+_H
Al Toolr == o "ie
H H v H H -
(e}
Transferéncia
de H" mediada

pelo solvente

S S H +
' |
R _N R ' D —— .
H H H H H H
H OH, OH

Esquema 2.1 - Mecanismo reacional geral da sintese de tiossemicarbazonas.

Este ultimo passo de desidratacdo é o responsavel pela formacdo dos dois isdmeros
geométricos E e Z, sendo a configuracdo determinada pela posicdo dos substituintes em torno
da dupla ligagdo C=N da imina. O isdmero E é aquele que, na maioria das vezes, se forma
preferencialmente, por ser termodinamicamente mais estavel.*

Um dos objetivos do estudo apresentado nesta dissertagdo consistiu na sintese de
novas aril-tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos ligados a heterociclos aromaticos, com

dois objetivos distintos mas complementares. Por um lado, pretendeu-se avaliar a sua

atividade citotdxica contra vdrias linhas de células tumorais, j3 que esta descrito na
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literatura®®*®48>*

um largo espectro de atividades para esta familia de compostos; por outro
lado, tirando partido da existéncia, nestes compostos, de varios datomos doadores com
capacidade coordenante, pretendeu-se utilizar as novas aril-tiossemicarbazonas para sintetizar
complexos de ruténio (ll) e de cobre, com vista a avaliar a sua potencialidade como

metalofdrmacos para a terapia do cancro.

A escolha desta classe especifica de tiossemicarbazonas teve como base a
investigacdo realizada no grupo em que parte deste trabalho foi desenvolvido, na qual
tiossemicarbazonas derivadas do 5-nitrofuraldeido®® foram usadas na preparacio de
complexos binucleares de ruténio (Il), tendo estes Ultimos apresentado resultados promissores
contra o carcinoma de grau IV préstata (em células PC3), e contra o adenocarcinoma de mama

(em células MCF-7).

2.2. Analise e discussio de resultados

As tiossemicarbazonas sintetizadas neste trabalho foram obtidas por condensacdo
entre a N-hidrazinacarbotiamida e o aril-carboxaldeido, numa reacdo num Unico passo

(esquema 2.2) de acordo com o procedimento descrito no capitulo 6.

S O~__R EtOH ©\ 3
@JLN/NHNL T e NJLN'”\YR

NN H H H
3h-6h H
R= o W
,ss 7 "NH 3 2 e ~ 0
O,N
HL! HL? HL? HL*

Esquema 2.2 - Esquema geral de sintese das tiossemicarbazonas obtidas neste trabalho.

Os compostos obtidos foram extensivamente caracterizados pelas técnicas de RMN
(1H, 3¢ DEPT-135 e técnicas bidimensionais COSY,HMQC e HMBC), FTIR e UV-Vis. Foram
também realizados estudos eletroquimicos por voltametria ciclica e o grau de pureza dos
compostos foi avaliado por andlise elementar. Os resultados de voltametria ciclica obtidos
para estes compostos sdo apresentados apenas nos capitulos 3 e 4, uma vez que sdo

discutidos em conjunto com os resultados obtidos para os respetivos complexos.
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Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos pelas restantes técnicas de

caracterizagao.

2.2.1. Ligando HL?
(E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)(>>)

Este ligando foi obtido como um sdlido cristalino de cor amarela, com uma faixa de

fusdo 215,7 — 216,32C e um rendimento de 83,17%.

A estrutura do ligando HL' apresenta-se na figura 2.4 com a indicagdo da numeragdo
atribuida aos respetivos protdes e carbonos, de acordo com as regras de IUPAC, e as tabelas

2.1 e 2.2 apresentam as atribui¢Oes feitas aos sinais de RMN 'H e RMN ®¢, respetivamente.

Figura 2.4 — Estrutura do ligando HL' e numeracdo dos respetivos protdes e carbonos.

Caracterizacio por espectroscopia de RMN

A andlise e atribuicdo dos sinais nos espetros de RMN 'H e RMN *C foi feita com
recurso a experiéncia DEPT-135 (que permite diferenciar os carbonos de acordo com a fase do
espetro em que aparecem: carbonos primarios e terciarios apresentam-se na mesma fase,
geralmente positiva, e carbonos secunddrias apresentam-se na fase oposta, geralmente
negativa), as correlagdes homonucleares COSY (‘H-'H) e heteronucleares HMQC (*H-"C,
correlag3o direta) e HMBC ("H-"°C, correlacdo a duas e trés ligagdes).

Os espectros de RMN *H, RMN “*C, DEPT-135, COSY, HMBC e HMQC para a molécula

HL! podem ser consultados nos Anexos 2.1-2.6.
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Tabela 2.1 - Dados de RMN *H 1D e COSY para a o ligando HL' em DMSO-ds.

Desvio quimico  Multiplicidade Integracao J (Hz) COosY Atribuicao
& /(ppm)

11,69 Singleto 1H - - H-1
11,58 Singleto 1H - - C=N-N-H
9,61 Singleto 1H - - Ph-N-H
8,41 Singleto 1H - - N=C-H
8,23 Dupleto 1H 7,64 7,15 H-4
7,90 Singleto 1H - - H-2
7,64 Dupleto 2H 7,64 7,38 H-2’/H-6'
7,45 Dupleto 1H 7,88 7,20 H-7
7,37 Tripleto 2 H 7,80 - H-3’/H-5’
7,20 Multipleto 1H - 7,45 H-6
7,19 Multipleto 1H - - H-4’
7,15 Multipleto 1H - 8,20 H-5

Tabela 2.2 - Dados de RMN *C 1D e 2D para o ligando HL* em DMSO-ds.

Desvio quimico DEPT HMQC HMBC Atribuicao
8 /(ppm)
174,54 - - 11,58 C=S
141,46 CH 8,41 11,58 C=N
139,37 - - 9,60; 7,64; 7,37 C-1
137,18 - - 8,22;7,90; 7,20 C-7a
131,48 CH 7,90 8,41 C-2
128,31 CH 7,37 7,37 c-3
125,25 CH 7,64 9,60; 7,64; 7,37, 7,20 Cc-2
125,13 CH 7,19 c-4
124,16 - - 11,69; 8,41, 7,90, 7,45; 7,15 C-3a
122,86 CH 7,20 8,22; 7,45 C-6
121,97 CH 8,22 8,22; 7,20 Cc-7
120,89 CH 7,15 7,45 C-5
112,04 CH 7,45 7,15 C-4
111,06 - - 11,69; 8,41; 7,90 C3

A andlise dos espetros de RMN permitiu identificar, para além dos sinais
correspondentes a funcionalidade tiossemicarbazona, a presenca de dois sistemas de spin
pertencentes aos dois sistemas aromaticos distintos, grupo N-fenilo e grupo indole. O sinal no
espetro de RMN 13C a174,5 indica gue a tiossemicarbazona, em solucgdo, se encontra na forma
tiona.

A inexisténcia no espetro de RMN “*C do sinal & 184,86 ppm, correspondente ao grupo
aldeido do material de partida, e o aparecimento do sinal §141,5 ppm associado ao protao a

68,41 ppm indicou claramente de que a reacdo tinha sido bem conseguida. O desvio para
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campo mais alto de ambos os sinais é devido a substituicdo do oxigénio pelo azoto, uma vez
que sendo este menos eletronegativo blinda mais os atomos a ele ligados. O sinal 6111,1 ppm
foi atribuido a C-3 devido as correlagdoes HMBC com H singuleto a & 8,41 (H iminico) e com
sinal 6 7,90.

Os quatro sinais a 68,22ppm (1H, d, H-4), 67,45 protdes (1H, d, H-7), 7,20 (1H, m, H-6)
e 67,15 ppm (1H, m, H-5) constituem o sistema ABCD tipico do anel carboaromatico do indole.
Esta atribuicdo foi feita com base no desdobramento dos sinais, nas correlagées COSY e HMBC
e na comparagdo com os desvios publicados na literatura.”

Os protdes arométicos do grupo N-fenilo aparecem no espectro de RMN *H sob forma
de dupleto (67,64; H-2'/H-6’), tripleto (67,37; H-3’) e multipleto (67,20; H-4’), tal como seria de
esperar.

A andlise do espetro de NOESY (Anexo 2.7) foi crucial para elucidar a estereoquimica
da molécula, permitindo concluir acerca da geometria do grupo C=N e identificar o conférmero
predominante. Comprovou-se que o ligando existe maioritariamente sob a forma de
conférmero syn e o isbmero predominante é o E (existéncia de correlacdo entre os protoes
N=C-H e o H-2 e, correlagdo entre os protdes N=C-H e C=N-N-H por NOESY) (Figura2.5).

L
@

(\\
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1oy
A5

Figura 2.5 — Correlagdes NOESY observadas para o ligando HL .
Analise Elementar
Os resultados obtidos na andlise elementar de HL' mostraram uma elevada

concordancia entre os valores calculados e os determinados experimentalmente para a

férmula Ci6H14N,S, confirmando assim a sua formulagdo e grau de pureza.
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2. Sintese e caracterizagdo de novos ligandos orgdnicos do tipo aril-tiossemicarbazonas

Tabela 2.3 — Resultados de analise elementar para o ligando HLY.

%C %H %N %S
Experimental 65,10 4,80 19,30 11,00
Calculado para 65,28 4,79 19,03 10,89

Ci6H1aN4S

2.2.2. Ligando HL2
((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)

Este ligando foi obtido como um sélido cristalino de cor amarela, com uma faixa de

fusdo 202,9 — 203,52C e um rendimento de 77,5%.

Os espetros de RMN 'H, RMN 3C, DEPT-135 e correlagbes COSY, HMQC e HMBC foram
interpretados para o ligando HL? (Figura 2.5) de um modo analogo ao efectuado para o ligando
HL'. Nas tabelas 2.4 e 2.5 apresentam-se as atribuicdes feitas para os sinais de RMN 'H e RMN

13C observados nos espetros para esta molécula.

5' 7a
4 6’
N 0 Ny )
: L N
> ' N N™
H H
Figura 2.6 - Estrutura do ligando HL? e numeracgao dos respetivos protdes e carbonos.

Caracterizacao por espectroscopia de RMN

Os espetros de RMN 'H, RMN **C, DEPT-135, COSY, HMBC e HMQC para a molécula HL®
podem ser consultados nos Anexos 2.8-2.13.

Uma vez que a Unica diferenca entre HL' e HL? é a substituicdo no azoto inddlico, que
em HL® é um grupo metilo, as diferencas mais relevantes nos respetivos espetros de RMN
podem ser atribuidas a esta distinta substituicdo. O aparecimento no espetro de RMN 'H de
um sinal muito blindado sob a forma de singuleto (3H, 63,83) e o desaparecimento do sinal a

511,68 ppm confirma a substituicio em HL> de um hidrogénio por um grupo metilo.
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2. Sintese e caracterizagdo de novos ligandos orgdnicos do tipo aril-tiossemicarbazonas

Tabela 2.4 - Dados de RMN 'H 1D e COSY para o ligando HL> em DMSO-d.

Desvio quimico  Multiplicidade Integracao J (Hz) Cosy Atribuicao
& /(ppm)

11,58 Singleto 1H - - C=N-N-H
9,63 Singleto 1H - - Ph-N-H
8,39 Singleto 1H - - N=C-H
8,26 Dupleto 1H 7,80 7,20 H-4
7,91 Singleto 1H - - H-2
7,64 Dupleto 2H 7,88 7,38 H-2’/H-6'
7,51 Dupleto 1H 8,12 7,28 H-7
7,38 Tripleto 2H 7,70 7,20 H-3’/H-5’
7,28 Tripleto 1H - - H-6
7,20 Tripleto 2H - - H-4’
3,83 Singleto 3H - - NCH;

Tabela 2.5 - Dados de RMN *C 1D e 2D para o ligando HL? em DMSO-dj.

Desvio quimico DEPT HMQC HMBC Atribuicao
& /(ppm)
174,44 - - 11,59 C=S
140,78 CH 8,39 11,59; 7,90 C=N
139,32 - - 9,63;7,64; 7,37 C-1
137,59 - - 8,26; 7,90; 7,27; 3,83 C-7a
134,98 CH 7,90 8,39; 3,83 C-2
128,15 CH 7,37 7,37 c-3
125,21 CH 7,64 9,63;7,37;7,20 c-2
124,97 CH 7,20 7,64 c-4
124,43 - - 8,39; 7,90; 7,51; 7,20; C-3a
122,77 CH 7,28 8,26 C-6
122,10 CH 8,26 7,27 C-4
120,97 CH 7,20 7,51 C-5
110,97 - - 8,39; 8,26; 7,90 C-3
110,27 CH 7,51 7,20 C-7
32,90 CH; 3,83 7,90 CH;

O espetro de NOESY (Anexo 2.14) permitiu, tal como no caso anterior, identificar

geometria da dupla ligacdo C=N como E e o conférmero predominante como syn — figura 2.7.
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Figura 2.7 —Correlagdes NOESY observadas para o ligando HLZ.
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2. Sintese e caracterizagdo de novos ligandos orgdnicos do tipo aril-tiossemicarbazonas

Andlise Elementar

A andlise elementar de HL? veio confirmar a sua formulacdo e pureza, dada a elevada
concordancia entre os valores calculados e os determinados experimentalmente para a

férmula empirica C;7H16N,S.

Tabela 2.6 — Valores calculados e experimentais das percentagens de C,H,N,S para o ligando HL.

%C %H %N %S
Experimental 66,25 5,25 18,55 10,0
Calculado para 66,21 5,23 18,17 10,40

Ci7H16N4S

2.2.3. Ligando HL3
(E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)

Este ligando foi obtido como um sdlido cristalino de cor amarela, com uma faixa de

fusdo 202,6 — 203,72C e um rendimento de 76,4%.

Os espetros de RMN 'H, RMN 3C, DEPT-135 e correlagbes COSY, HMQC e HMBC foram
igualmente interpretados para esta tiossemicarbazona, HL>. Nas tabelas 2.7 e 2.8 seguintes
apresentam-se as atribuicdes feitas dos sinais de RMN 'H, RMN ¢, tal como o efeito

anteriormente.

Figura 2.8 - Estrutura do ligando H e numeracgao dos respectivos protdes e carbonos.

Caracterizacao por espectroscopia de RMN

Os espetros de RMN *H, RMN **C, DEPT-135, COSY, HMBC e HMQC para a molécula HL?

podem ser consultados nos Anexos 2.15-2.20.
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2. Sintese e caracterizagdo de novos ligandos orgdnicos do tipo aril-tiossemicarbazonas

Tabela 2.7 - Dados de RMN 'H 1D e COSY para o ligando HL® em DMSO-d.

Desvio quimico

5 /(ppm) Multiplicidade Integragdo J(Hz) Cosy Atribuicdo
12,07 Singleto 1H - - C=N-N-H
10,05 Singleto 1H - - Ph-N-H
8,21 Singleto 1H - - N=C-H
7,71 Dupleto 1H 7,64 7,30 H-4
7,61 Multipleto 3H - 7,38 H-7; H-2'/H-6’
7,52 Singleto 1H - - H-3
7,38 Multipleto 3H - 7,21 H-6; H-3’/H-5’
7,29 Tripleto 1H 7,30 - H-5
7,21 Tripleto 1H 3,36 - H-4'

Tabela 2.8 - Dados de RMN *C 1D e 2D para o ligando HL® em DMSO-dj.

Desvio quimico DEPT HMQC HMBC Atribuicao
8 /(ppm)
176,03 - - - C=S
154,81 - - 7,71;7,52; 7,38 C-7a
151,26 - - 8,21;7,52 C-2
138,93 - - 7,61;7,38 C-1
132,66 CH 8,21 - HC=N
128,25 CH 7,38 7,61;7,38; 7,30 C-3’
127,99 - - 7,52 C-3a
126,21 CH 7,39 7,71 C-6
125,53 CH 7,22 7,38 *C-2'
125,47 CH 7,60 7,61;7,20 *C-4
123,71 CH 7,27 7,61 C-5
121,97 CH 7,70 7,38 C-4
111,47 CH 7,63 7,30 C-7
109,59 CH 7,52 7,30; 7,71 C-3

*Carbonos intermutaveis

Comparando os espetros de RMN deste ligando com os de HL' e HL? existem marcadas
diferengas do anel heteroaromatico, ndo sé devido a substituicdo do azoto pelo oxigénio,
como também pela diferente posi¢do do grupo imina em relagdo ao anel. O desvio para campo
mais alto do sinal do carbono iminico, passando de aproximadamente & 140 ppm para &
132,66 ppm é provavelmente devido ao facto do oxigénio ser mais eletronegativo do que o
azoto.

Existe também um grande desblindamento de C-2 comparativamente aos outros
ligandos, devido a ligagdo ao oxigénio e ao grupo imina simultaneamente.

Tal como seria de esperar ndo se observaram alteragGes significativas nos desvios

correspondentes aos protdes e carbonos do anel aromatico ligado a N;.
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2. Sintese e caracterizagdo de novos ligandos orgdnicos do tipo aril-tiossemicarbazonas

Anadlise Elementar

Tal como para os outros ligandos, a analise elementar veio confirmar a formulagdo e a
pureza de HL?, uma vez que ha uma elevada concordancia entre os valores calculados e os

determinados experimentalmente para a férmula empirica C;sH,3N50S.

Tabela 2.9 — Valores calculados e experimentais das percentagens de C,H,N,S para o ligando HL.

%C %H %N %S
Experimental 65,05 4,45 14,55 11,0
Calculado para 65,07 4,44 14,23 10,85

C16H13N30S

2.2.4. Ligando HL*

2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)

Para a sintese deste ligando foram tentadas duas abordagens, partindo do acido 5-
nitro-benzofurano-2-carboxilico comercial de forma a obter o aldeido correspondente, uma
vez que o aldeido desejado ndo estd disponivel comercialmente (esquema 2.3). Numa das
abordagens usou-se o cloreto de tionilo para se obter o cloreto de acido, que posteriormente
seria reduzido com um agente especifico para reduzir cloretos de acidos a aldeidos. Na outra
abordagem tentou-se reduzir o acido carboxilico com o redutor NaBH, a dlcool para
posteriormente oxida-lo a aldeido. O processo de sintese necessitou de um redutor que ndo

fosse demasiado forte de modo a ndo reduzir o grupo NO,.

tor= 6h30

OHBF3 EtQO

ref 4h

1.

Esquema 2.3 —Esquemas das sinteses realizadas para o ligando HL®.
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2. Sintese e caracterizagdo de novos ligandos orgdnicos do tipo aril-tiossemicarbazonas

Sé se conseguiu realizar a primeira parte das reacées que foram monitorizadas por
c.c.f e no fim da reagdo foi realizado RMN 'H no qual nos indicava que a reacdo n3o tinha

acontecido. As razdes pelas quais a reac¢do nao funcionou nao sdo conclusivas.

A descricdo das sinteses realizadas encontram-se no capitulo 6, ndo tendo sido
possivel sintetizar o composto desejado (durante o tempo disponivel para a realizagdo deste

trabalho).

2.2.5. Caracterizacao por espectroscopia de IV dos ligandos HL1,
HLZ, HL3

A informacdo retirada dos espectros de IV dos compostos sintetizados (Anexo 2.21-
2.23) estd concordante com a estrutura proposta para 0s  mesmos.
Apresenta-se na tabela 2.10 as frequéncias de vibragdo das ligacdes mais importantes dos
ligandos sintetizados, que se encontram dentro das frequéncias caracteristicas dos respetivos

grupos funcionais. 33,55,56,57

Tabela 2.10 - Dados espectroscépicos de IV para os ligandos HLY, HL? e HL®.

Ligando Uc=s Uc=N Uc=c UC—H(a_rlom) UN-H
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™
HL 1246 1602 1541 3116 3412;3319
HL 1253 1620 1535 3165 3412;3165
HL 1251 1612 1535 3126 3304

Como se disse anteriormente, os ligandos do tipo tiossemicarbazonas, por possuirem
um grupo tioureia, em solugdao podem existir em equilibrio tautomérico entre as duas formas,
tiona e tiol. No caso dos ligandos sintetizados, é observada no espetro de IV uma banda
aproximadamente a 1250 cm™, atribuida a vibracdo da ligagdo C=S. Para além disso, devido a
auséncia de bandas que se estendem na regido 2500-2600 cm™ (regido da vibra¢do da ligacdo
S-H) é possivel comprovar que, no estado sélido, o ligando n3o se encontra sob a forma tiol.>

Estes resultados comprovam a conclusdo tirada através das outras técnicas analiticas,

de que no estado sdlido, a forma predominante dos ligandos é a forma tiona.
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2. Sintese e caracterizagdo de novos ligandos orgdnicos do tipo aril-tiossemicarbazonas

2.2.6. Caracterizacdao por espectroscopia de UV-vis dos ligandos

HL1, HL?, HL3

A realizagdo dos espetros eletronicos constituiu uma ferramenta adicional de

facilitar a interpretacao dos espetros electrénicos dos complexos.

caracterizacdo dos ligandos. A identificacdo das bandas correspondentes aos ligandos pode

O valor de absortividade molar e o respetivo comprimento de onda, para cada

ligandos corresponderdo a transi¢des r-mt*.

Tabela 2.11 - Dados obtidos dos espectros electrénicos de UV-vis relativos aos ligandos HL1, HL? e HL®,

composto em estudo, encontra-se apresentado na tabela 2.11. O espetro electrénico de todos
os compostos é semelhante, apresentando essencialmente 2 bandas intensas na gama do

ultravioleta. Pela sua intensidade, pode concluir-se que as bandas observadas para todos os

Amax/nm (/M7 cm™)

Composto
Etanol Acetonitrilo DMSO
|-||_1 280 (19200) 335 (29300) 284 (16700)
339 (51800) 343 (47600)
HL2 280 (19900) 281 (13700) 283 (16100)
343 (58510) 341 (40300) 347 (48700)
HL3 344 (75000) 342 (57425) 352 (15100)
356 (71200) 354 (54889) 363 (14500)
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CAPITULO 3

Sintese e caracterizacdos de novos complexos
Ru(ll) com os ligandos HL1, HL? e HL3







3. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de ruténio(ll)

3. Sintese e caracterizacao dos novos complexos de ruténio(Il)

3.1. Consideracoes Gerais

Os complexos de ruténio com bipiridinas e co-ligandos do tipo tiossemicarbazona tém
mostrado resultados promissores enquanto potenciais agentes terapéuticos (anti-
cancerigenos e anti-microbianos) constituindo uma éarea de investigacdo que possui potencial

para continuar a ser desenvolvida.>

Neste capitulo descreve-se a sintese e caracterizacdo de novos complexos de

ruténio(ll) pertencentes a esta familia.

Para a obtencdo destes complexos foi sintetizado (a partir de RuCl; comercial) o
complexo cis-bis(2,2’-bipiridina)dicloro ruténio(ll) cis-[Ru(bipy),Cl,] que foi posteriormente
utilizado como precursor para a sintese dos novos complexos do tipo -Ru(bipy),(HL)], onde HL

designa aqui cada um dos ligandos HL', HL? e HL®.

As técnicas espectroscopicas usadas para a caracterizacdo do precursor e dos
complexos foram RMN (lH, 13C/APT e técnicas bidimensionais COSY,HMQC e HMBC), FTIR, UV-
Vis. Os complexos foram ainda caracterizados por espectrometria de massa com ioniza¢do por
electro-spray (ESI-MS). A analise elementar foi utilizada para determinar a férmula empirica
dos complexos e para avaliar do seu grau de pureza. Foram também realizados estudos

eletroquimicos por voltametria ciclica dos complexos sintetizados.

A primeira etapa do processo sintético foi a sintese do precursor cis-[Ru(bipy),Cl,] de
acordo com o processo descrito por B.P. Sullivan D.J. Salmon and T.J. Meyer™®, e otimizado no
grupo de investigacdo em que este trabalho foi realizado (esquema 3.1). Os complexos 1,2 e 3
foram obtidos por reagdo entre o cis-[Ru(bipy),Cl,] e os ligandos HL!, HL? e HL® de acordo com
o procedimento experimental descrito no capitulo 6 e que se encontra resumido no esquema

3.2.
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3. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de ruténio(ll)

= ¢ '
RuC13 ~ N T ZN ¢
pu— : ///:, \\\\ "\ 5
2 \ N/ Licl - R 3
=N N DMF N | N
refluxo P Cl
t=8h

cis-[(bipy),RuCl,]

Esquema 3.1 - Esquema de sintese do precursor cis-[Ru(bipy),Cl,].

AgCF,S0, ~
Ny, N
R Acetona I, u“\\\\ A CF;S0;
refluxo \N( | ‘L ?
t=4h
| _ L_/

Esquema 3.2: Sintese geral dos complexos 1,2 e 3 (HL=Ligando HL1, HLZ e HL3), isolados com o

contra-ido triflato.

3.2. Analise e discussao de resultados

3.2.1. Caracterizacao por espectroscopia de RMN do precursor |[cis-
Ru(bipy)2Cl:z]

Este complexo foi obtido na forma de um sdlido amorfo de cor roxa, com um

rendimento de 79,3%.

Nas tabelas 3.1 e 3.2 apresentam-se as atribui¢des feitas aos sinais observados nos
espectros de RMN 'H, RMN "C, e técnicas bidimensionais COSY, HMBC e HMQC,
respetivamente, podendo os respetivos espetros serem consultados nos Anexos 3.1 — 3.5.

Os valores obtidos est3o de acordo com o descrito na literatura.”

O espetro de RMN *H do precursor apresenta oito sinais distintos e bem definidos

(contrariamente a bipiridina de partida que apresenta apenas quatro sinais) devido a
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3. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de ruténio(ll)

geometria de coordenacéo cis a volta do atomo de ruténio. Nos espetros de HMBC, verifica-se

que os dois anéis de bipiridina sdo simétricos entre si e que estdo na posicao cis.

Tabela 3.1 - Resultados de RMN H 1D e COSY para o composto de partida cis-[Ru(bipy),Cl,] em DMSO-ds.

Desvio quimico  Multiplicidade Integracao J (Hz) Cosy Atribuicdo
8 /(ppm)
9,94 Dupleto 1H 5,28 7,75 H-6
8,61 Dupleto 1H 8,12 8,04 H-3
8,45 Dupleto 1H 8,04 7,66 H-3’
8,04 Tripleto 1H 7,41 7,75 H-4
7,75 Tripleto 1H 6,40 8,04 H-5
7,66 Tripleto 1H - 8,45 H-4
7,48 Dupleto 1H 5,32 7,08 H-6
7,08 Tripleto 1H - 7,48 H-5’

Tabela 3.2 - Resultados de RMN *C 1D e 2D para o composto de partida cis-[Ru(bipy),Cl,] em DMSO-ds.

Desvio quimico DEPT HMQC HMBC Atribuigcao
8 /(ppm)

160,31 - - 8,61; 8,45; 7,66; c-2
7,48

158,30 - - 9,94; 8,61; 8,45; C-2
8,04

153,30 CH 9,96 8,04;7,75 C-6

152,13 CH 7,48 7,66; 7,08 C-6’

134,83 CH 8,04 9,94 C-4

133,56 CH 7,66 7,48 Cc-4

125,56 CH 7,75 9,94; 8,61 C-5

125,44 CH 7,08 8,45; 7,48 c-5

123,0 CH 8,45 7,08 c-3

122,60 CH 8,61 7,75 C-3

Observa-se que os protdes 3, 4, 5 e 6 ndo estdo no mesmo ambiente dos 3 ', 4', 5 'e 6'
respetivamente (uma das extremidades do ligando bipiridilo aponta para o Cl e a outra
extremidade ndo). O resultado deste arranjo é que os protdes de um dos anéis encontram-se a

campo mais alto do que os do outro anel, devido a sua proximidade com os ligandos CI".*°
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3. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de ruténio(ll)

3.2.2. Caracterizacio por espectroscopia de RMN e analise elementar dos
complexos 1,2 e 3

A caracterizacdao dos complexos 1, 2 e 3 decorreu da andlise conjunta das varias
técnicas analiticas utilizadas, e a proposta de estrutura que se apresenta nesta tese é a que se
revela mais robusta a luz dos resultados obtidos até a data. A caraterizagdao por RMN é uma
das ferramentas fundamentais para perceber o tipo de coordenacgao da tiossemicarbazona ao
ruténio, nomeadamente se a coordenacgao se faz na forma tiona da tiossemicarbazona, ou se
durante este processo se da a tautomerizacdo para a forma tiol. Uma das formas de fazer esta
distingdo é pela observagdo inequivoca no espetro de RMN™C do sinal correspondente ao
tiocarbonilo, que geralmente aparece neste tipo de compostos perto de 6180 ppm. Dada a
complexidade destes complexos, sé é possivel obter um bom espectro de RMN “*C recorrendo
a um espectrometro de 500MHz (disponivel noutra instituicdo que ndo a FCUL); até a data de
conclusdo deste trabalho ndo foi possivel obter espectros nesse espectrémetro para todos os
complexos, razdo pela qual sé para o complexo 2 foi possivel fazer uma atribui¢do inequivoca

dos sinais observados.

A anadlise por 'H RMN dos trés novos complexos mostrou que, além dos sinais
correspondentes aos ligandos, estdo presentes dezasseis sinais nitidos e bem resolvidos na
regido aromatica, pertencentes aos quatro anéis da piridina magneticamente ndo-equivalentes
quando coordenados. Pode assim inferir-se que houve uma efetiva coordenagdo dos ligandos
ao ruténio e que os complexos 1-3 apresentam uma geometria cis-heteroléptica com dois

anéis piridinicos trans em relagdo ao ligando e os dois trans em relagdo um ao outro.*

Os resultados de analise elementar para todos os trés novos complexos sdo
compativeis com a existéncia de 2 contra-iGes triflato e estdo concordantes com a
coordenacdo de um ligando tiossemicarbazona na forma neutra, o que esta também de acordo
com as bandas observadas nos espectros de IV. Nos espectros de massa também se pode
observar o fragmento dipositivo [Ru(bipy),(HL)]** compativel com uma coordenacdo na forma

tiona.
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3. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de ruténio(ll)

Complexo 1: [Ru(bipy),(HL")][CF3S0s],

Este complexo foi obtido como um sélido amorfo vermelho, com um rendimento em
produto limpo de 9,55%, consequéncia do longo processo de purificacdo que se revelou

necessario.

A estrutura proposta para o complexo 1 encontra-se desenhada na figura 3.1 com a

indicacdo da numeracdo atribuida aos respetivos protdes e carbonos.

[CF3SO3] )

Figura 3.1 - Estrutura proposta para o complexo [Ru(bipy)z(HLI)][CF3$03]2 (complexo 1).

Caracterizacio por espectroscopia de RMN

As tabelas 3.3 e 3.4 retinem as atribuicdes feitas para os sinais de RMN ‘H e RMN *C,
respetivamente. Na figura 3.2 apresenta-se uma ampliacdo dos espetros de RMN 'H do
precursor, ligando HL' e complexo 1 entre 66,5 e 13pmm, aproximadamente. Os espetros de
RMN 'H, COSY, HMBC e HMQC para o complexo 1 podem ser consultados nos Anexos 3.6 —
3.9. Pelas razbes acima expostas, para o complexo 1 as atribuicdes dos carbonos foram
realizadas através das correlagdes observadas em HMBC, e por comparagdo com os valores
obtidos para o complexo 2 (para o qual foi possivel obter um bom espectro de RMN “*C),

podendo por isso ter algum grau de imprecisao.
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3. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de ruténio(Il)

HL!

cis-[Ru(bipy),Cl]

ol
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Figura 3.2 — Espectro de NMR 'H em DMSO para Complexo 1, HL'e cis-[Ru(bipy),Cl,].

Tabela 3.3 - Resultados de RMN 'H 1D e COSY obtidos em DMSO-d; para o complexo 1 [Ru(bipy)z(HLl)][CF3SO3]2.

Desvio quimico  Multiplicidade Integragao J (Hz) COoSsY Atribuicao
6 /(ppm)

11,81 Singleto 1H - - *H-1
9,71 Dupleto 1H 5,28 7,82 bipy a)-6
9,47 Singleto 1H - - *C=N-N-H
8,85 Dupleto 1H 8,32 8,24 bipy a)-3’
8,79 Dupleto 1H 8,16 8,13 bipy a)-3
8,75 Dupleto 1H 8,28 8,10 bipy b)-3
8,68 Dupleto 1H 8,12 7,96 bipy b)-3’
8,64 Dupleto 1H 2,56 - H-2
8,44 Dupleto 1H 5,56 7,64 bipy b)-6
8,24 Tripleto 1H - - bipy a)-4’
8,13 Tripleto 1H - 7,80 bipy a)-4
8,10 Tripleto 1H - 7,64 bipy b)-4
7,96 Tripleto 1H - 7,36 bipy b)-4’
7,82 Multipleto 1H - 7,62 bipy a)-6’
7,80 Multipleto 1H - - bipy a)-5
7,74 Dupleto 1H 5,24 7,34 bipy b)-6’
7,67 Tripleto 1H 7,0 - bipy b)-5
7,64 Dupleto 2H 7,8 7,28 H-2'/H-6
7,62 Tripleto 1H - 8,24 bipy a)-5’
7,36 Dupleto 5H 8,32 7,11 H-7
7,34 Multipleto 1H - - bipy b)-5’
7,28 Multipleto 2H - 6,99 H-3’/H-5
7,11 Tripleto 1H - - H-6
6,99 Tripleto 1H - - H-4’
6,96 Tripleto 1H - 7,11 H-5
6,65 Dupleto 1H 7,96 - H-4
6,60 Singuleto 1H - - N=C-H

*Sinais intermutaveis.
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Tabela 3.4 - Resultados de RMN *C 1D e 2D obtidos em DMSO-d;s para o complexo 1
[Ru(bipy),(HL)][CF5S0;], em DMSO-dj.

Desvio (ppm) HMQC HMBC Atribuicao
157,10 - 9,71; 8,79; 8,85 bipy a)-2
157,09 - 8,85; 7,80 bipy a)-2’
156,99 - 7,96; 7,74 bipy b)-2’
156,7 - 8,44; 8,75; 8,68 bipy b)-2
152,58 9,71 8,13 bipy a)-6
151,09 8,44 - bipy b)-6
150,85 7,74 - bipy b)-6’
150,05 7,80 - bipy a)-6’
141,81 6,60 8,64 C=N
136,76 8,24 - bipy a)-4’
136,09 8,13 - bipy a)-4
135,90 7,96 - bipy b)-4’
135,05 8,10 8,44 bipy b)-4
134,91 - 8,64; 6,65 C-7a
131,14 8,64 6,60 C-2
128,39 7,28 - C-3’
127,45 7,62 8,85 bipy a)-5’
126,51 7,80 8,79 bipy a)-5
126,20 7,34 - bipy b)-5’
125,63 - 8,64; 6,96 C-3a
123,40 8,75 - bipy b)-3
122,50 8,85 - bipy a)-3’
122,12 7,10 - C-6
121,80 6,99 - C-5
121,76 6,96 - c-4'
120,41 7,64 6,99 c-2’
115,56 6,65 - C-4
111,90 7,36 C-7

*Todos os carbonos foram atribuidos através das correlagdes heteronucleares HMQC e HMBC

Comparando os espectros de RMN do ligando, do precursor e do complexo, podem
facilmente observar-se marcadas diferengas que levam a concluir que houve de facto
coordenacdo do ligando ao centro metalico.

A caracteristica mais marcante no espetro RMN ‘H do complexo 1 é o conjunto de
sinais relativo aos protdes dos quatro anéis piridinicos, que aparecem bem definidos e
individualizados pelas razGes ja expostas anteriormente. Verifica-se também o
desaparecimento do protdo C=N-NH, o que poderia levar a pensar que neste complexo a
tiossemicarbazona estaria coordenada na forma de tiolato. Embora para o complexo 1 ndo
tenha sido possivel obter um espectro RMN *C bem acumulado, que permitisse detetar o

grupo tiocarbonilo, ndo se observou neste espetro nenhum sinal que pudesse ser atribuido a
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um carbono tidlico que tipicamente aparece a campo muito mais alto (entre 125 e 135 ppm de
acordo com a substituicdo).®? Quando se conjugam estes resultados com os obtidos pelas
outras técnicas, a hipdétese da coordenacdo na forma tiona parece ser a mais consistente. Um
outro aspeto importante é o grande blindamento do protdo azometinico que passa de o 8,41
ppm para 66,60 ppm, mantendo-se o carbono praticamente inalterado. Verifica-se também
um blindamento igualmente significativo para H-4 do anel indélico, que passa de & 8,20 para
06,64 ppm. O sinal de H-2, pelo contrario, sofre um desblindamento em relacdo ao sinal
homdlogo do ligando, passando de 67,90 para 08,63ppm. Estes factos podem estar

relacionados com efeitos estereoquimicos.

Andlise Elementar

A andlise elementar do complexo 1 é compativel com a formula empirica
[Ru(bipy),(HL")][CF3S0s], . % CH,Cl,, suportando a coordenagdo do ligando na forma tiona, e
apresenta uma concordancia entre os valores calculados e os determinados
experimentalmente dentro dos parametros geralmente considerados admissiveis pela
comunidade cientifica (tipicamente diferengas inferiores a 0.4%). Os resultados sumarizam-se

na tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Valores calculados e experimentais das percentagens de C, H, N, S para o complexo 1.

%C %H %N %S
Experimental 42,2 2,9 10,55 9,0
Calculado para 44,11 2,98 10,69 9,17

[Ru(bipy),(HL")][CF5S05]; . % CH,Cl,

Complexo 2: [Ru(bipy),(HL)][CF3S0s],

Este complexo foi obtido como um sélido amorfo vermelho com um rendimento em
produto puro de 10,5%, consequéncia das varias recristalizagdes envolvidas no seu processo

de purificacdo. A sua estrutura estd indicada na figura3.3.
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Caracterizacdo por espectroscopia de RMN

Os espetros de RMN 'H, RMN 2C e correlagbes COSY, HMQC e HMBC foram

interpretados para o complexo 2 de um modo analogo ao efetuado para o complexo 1. Nas

tabelas 3.6 e 3.7 apresentam-se as atribuicGes feitas dos sinais de RMN 'H, RMN ¢, tal como

efeito anteriormente.

[CF3SO3] ,

Figura 3.3 - Estrutura proposta para o complexo [Ru(bipy)z(HLZ)][CF3$03]2 (complexo 2).

Os espectros de RMN 'H e correlagdes COSY, HMBC e HMQC para o complexo 2 podem

ser consultados nos Anexos 3.10 — 3.13. Na figura 3.4 apresenta-se uma ampliacdo dos

espectro de RMN *H do precursor, ligando HL' e complexo 2.

HL?

cis- [Ru(bipy),Cl,]

L ||| I| 1 |H | ”’ |' | w L lg ______

! |
|
\/

4.5 4.0 35

10.5 10.0 95 9:0 8:5 8:0 ?.I5 ?:0 6:5 6:0 5:5 5:0
f1 {ppm)
Figura 3.4 — Espectro de NMR 'H em DMSO para complexo 2, ligando HL? e cis-[Ru(bipy),Cl,].
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A interpretacdo dos espetros de RMN *H, RMN “C, e correlagdes COSY, HMQC e HMBC
foi efetuada de um modo andlogo ao do complexo 1, pois a Unica diferengca entre complexo 1 e
2 é a substituicdo no azoto indélico do ligando, que no complexo 2 é um grupo metilo.
Comparando o espectro de protdo e de carbono do ligando livre com os respectivos espectros
do complexo em DMSO-d; (figura3.4), verificam-se, tal como no complexo 1, blindamentos
significativos do protdo azometinico que passa de 68,39 ppm para 86,55ppm e do protdo H4
do anel inddlico que passa de 08,26 para 66,67 ppm. Pelo contrario, o protdo H-2 do anel
inddlico desblinda significativamente, passando de 67,90ppm para 08,54ppm. Verifica-se
também a inexisténcia do sinal correspondente ao protdo C=N-NH. No entanto, e suportando a
hipdétese de coordenacdo do ligando na forma tiona, tem-se para este complexo, no espectro
de RMN *C, o sinal correspondente ao tiocarbonilo a $176,35ppm, cerca de 2 ppm para

campo mais baixo do observado no ligando livre.

Tabela3.6 - Dados de RMN 'H 1D e COSY para o complexo 2 [Ru(bipy)z(HLz)][CF3SO3]2 em DMSO-d;.

Desvio quimico  Multiplicidade Integragao J (Hz) COosY Atribuicao
5 /(ppm)
9,69 Dupleto 1H 5,35 7,80 bipy a)-6
9,43 Singuleto 1H - - PhN-H
8,84 Dupleto 1H 8,1 8,22 bipy a)-3’
8,78 Multipleto 1H - 8,11 bipy a)-3
8,75 Multipleto 1H - 8,10 bipy b)-3
8,67 Dupleto 1H 8,2 7,96 bipy b)-3’
8,54 Singuleto 1H - - H-2
8,40 Dupleto 1H 5,55 7,69 bipy b)-6
8,22 Tripleto 1H - 7,59 bipy a)-4’
8,11 Multipleto 1H - bipy a)-4
8,10 Multipleto 1H - 7,69 bipy b)-4
7,96 Tripleto 1H - 7,34 bipy b)-4’
7,80 Dupleto 1H - 8,11 bipy a)-5
7,79 Dupleto 1H - 7,59 bipy a)-6’
7,74 Dupleto 1H 5,54 7,34 bipy b)-6’
7,69 Tripleto 1H - - bipy b)-5
7,61 Multipleto 2H - 7,34 H-2'/H-6
7,59 Multipleto 1H - - bipy a)-5’
7,45 Dupleto 1H 8,3 7,17 H-7
7,34 Multipleto 3H - 7,04 bipy b)-5";
H-3’/H-5’

7,17 Tripleto 1H - 7,01 H-6
7,04 Multipleto 1H - - H-4’
7,01 Multipleto 1H - 6,66 H-5
6,66 Dupleto 1H 8,05 - H-4
6,53 Singuleto 1H - - N=C-H
3,69 Singuleto 3H - - H-1
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Tabela 3.7 - Dados de RMN **C 1D e 2D para o complexo 2 [Ru(bipy)z(HLz)][CF3SO3]2 em DMSO-d,.

Desvio quimico HMQC HMBC Atribuicao
6 /(ppm)

176,35 - - C=S
157,17 - - bipy a)-2
157,13 - - bipy a)-2’
157,01 - 7,96; 7,74 bipy b)-2’
156,78 - 8,75; 8,67 bipy b)-2
152,66 9,69 8,11 bipy a)-6
151,26 8,40 8,10 bipy b)-6
151,13 7,74 7,96 bipy b)-6’
150,35 7,80 8,22 bipy a)-6’
141,55 6,53 - C=N-H
141,45 - 7,34 C-1
136,97 8,22 - bipy a)-4’
136,22 8,11 - bipy a)-4
135,98 7,96 7,74 bipy b)-4’
135,54 - - C-7a
135,44 8,10 - bipy b)-4
135,07 8,54 3,69 C-2
128,49 7,34 - C-3’
127,45 7,59 8,84 bipy a)-5’
127,08 7,69 8,75 bipy b)-5
126,75 7,80 - bipy a)-5
126,42 7,34 7,74 bipy b)-5’
125,93 - 7,45; 7,01 C-3a
124,08 8,78 - bipy a)-3
123,79 8,75 7,59 bipy b)-3
123,63 8,84 - bipy a)-3’
123,25 8,67 - bipy b)-3’
122,55 7,17 6,66 C-6
122,45 7,04 - c-4'
121,29 7,61 7,34; 7,04 c-2’
120,77 7,01 7,45; 6,66 C-5
116,09 6,66 7,17 C-4
110,61 7,45 - C-7
32,82 3,69 - CH;

*Todos os valores foram retirados dos espetros de HMBC e HMQC

Analise Elementar

A andlise elementar do complexo 2 é compativel com a formula empirica
[Ru(bipy),(HL)][CF3S0;],.CH,Cl,, suportando a coordenacgio do ligando na forma tiona,
confirmando-se a pureza do complexo obtido. Os resultados experimentais sdo concordantes

com os valores calculados (tabela3.8).
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Tabela 3.8 — Valores calculados e experimentais das percentagens de C, H, N, S para o complexo 2.

%C %H %N %S
Experimental 43,75 2,9 10,35 9,0
Calculado para 45,93 3,16 10,99 9,91

[Ru(bipy),(HL*)][CF5S05],.CH,Cl,

Complexo 3: [Ru(bipy),(HL?)][CF3S0s]»

Este complexo, para o qual se propGe a estrutura representada na figura 3.5, é um
solido amorfo vermelho, obtido com um rendimento de 12,3% em consequéncia das vdrias

recristalizagdes envolvidas no seu processo de purificacdo.

Caracterizacao por espectroscopia de RMN

Nas tabelas 3.9 e 3.10 seguintes apresentam-se as atribuicdes feitas para os sinais de

RMN *H e RMN c.

[CF3SO3]
2

Figura 3.5 - Estrutura proposta para o complexo [Ru(bipy)Z(HLa)][CF3503]2 (complexo 3).

Os espectros de RMN *H, RMN *C/APT, COSY e HMQC para o complexo 3 podem ser
consultados nos Anexos 3.14 — 3.17. Os espectros de RMN 'H do precursor, ligando HL? e

complexo 3 sdo apresentados na figura 3.6.
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cis-[Ru(bipy),Cl]

c3
|

| ]
[ ) ) -'Illl__llll__.llll_ .UI rjlillh.f'il. ||||i ll\'_-'ll-__._‘lyl_ |

|
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W
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Figura 3.6 — Espectro de NMR 'H em DMSO para Complexo 3, ligando H e cis-Ru(bipy),Cl, em DMSO-ds.

Tabela 3.9 - Dados de RMN H 1D e COSY para o complexo 3 [Ru(bipy)z(HLa)][CF3503]2 em DMSO-d,.

Desvio quimico  Multiplicidade  Integragao J (Hz) CosYy Atribuicdo
8 /(ppm)
9,97 Singleto 1H - - PhN-H
9,55 Dupleto 1H 5,44 7,84 bipy a)-6
8,83 Dupleto 2H 8,16 8,16 bipy a)-3;
bipy a)-3’
8,76 Dupleto 1H 8,4 8,13 bipy b)-3
8,68 Dupleto 1H 8,16 7,97 bipy b)-3’
8,38 Dupleto 1H 5,44 7,72 bipy b)-6
8,17 Multipleto 1H - 8,83 bipy a)-4
8,16 Multipleto 1H - 7,54 bipy a)-4’
8,13 Multipleto 1H - 7,72 bipy b)-4
7,98 Tripleto 1H - - H-3
7,96 Tripleto 1H - 7,33 bipy b)-4’
7,84 Tripleto 1H - 8,17 bipy a)-5
7,73 Tripleto 1H - 7,54 bipy a)-6’
7,72 Tripleto 1H - bipy b)-5
7,65 Multipleto 3H - 7,35 bipy b)-6’;
H-2'/H-6’
7,53 Multipleto 1H - - bipy a)-5’
7,52 Multipleto 1H 7,23 H-4
7,45 Dupleto 1H 8,22 7,31 H-7
7,36 Multipleto 1H - 7,09 H-3’/H-5’
7,33 Multipleto 1H - 7,65 bipy b)-5’;
7,31 Multipleto 1H 7,24 H-6
7,24 Tripleto 1H - - H-5
7,10 Tripleto 1H - - H-4’
6,53 Singuleto 1H - - N=C-H
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Tabela 3.10 - Dados de RMN “>C 1D e 2D para o complexo 3 [Ru(bipy),(HL?)][CF5SO;], em DMSO-ds.

Desvio (ppm) APT HMQC Atribuicdo
180,49 - - C=S
*157,22 - - -
*156,74 - - -
*156,67 - - -
*156,59 - - -
*153,03 - - -
152,96 CH 9,55 bipy a)-6
151,31 CH 8,40 bipy b) -6
150,96 CH 7,66 bipy b) -6’
150,11 CH 7,74 bipy a)-6’
*148,70 - - -
*141,06 - - -
*137,51 CH - -
*136,83 CH - -
136,75 CH 6,54 C=N-H
136,55 CH 7,97 bipy b)-4’
136,11 CH 8,18 bipy a) -4
128,58 CH 7,35 c-3’
*128,37 - - -
*127,77 CH - -
*127,49 CH - -
*127,14 CH - -
*126,70 CH - -
*126,44 CH - -
*124,37 CH - -
*124,13 CH - -
*123,85 CH - -
*123,64 CH - -
*123,41 CH - -
123,22 CH 7,09 c-4
*122,33 - - -
121,82 CH 7,52 C-4
121,66 CH 7,66 c-2’
*119,13 - - -
112,32 CH 7,98 C-3
111,17 CH 7,43 Cc-7

*A atribuicdo ndo foi devidamente realizada devido a falta de espetro de HMBC

Comparando os espectros de RMN deste complexo com os dos complexos 1 e 2 sao
evidentes as diferencas nos sinais correspondentes ao anel heteroaromatico do ligando,
devido a substituicdo do azoto pelo oxigénio e a diferente posi¢dao do grupo imina em relagao

ao anel.
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Ao se comparar os espectros do protdao do ligando com o do respetivo complexo,
verifica-se a existéncia de apenas 1 protdao NH, o que poderia apontar para o facto do ligando
se ter coordenado na forma de tiolato. No entanto, para este complexo foi possivel obter-se
um espectro RMN *C bem acumulado que permitiu detetar o grupo tiocarbonilo a
0180,49ppm, havendo um desblindagem de 4,16 ppm relativamente ao desvio do ligando
livre, que aparece a 6170,03ppm. Tal como para os complexos 1 e 2, verifica-se uma blindagem
significativa do protdao azometinico, que passa de 68,21 para 66,54ppm. Quando se conjugam
estes resultados com os obtidos pelas outras técnicas, a hipdtese da coordenac¢do do ligando

HL3na forma tiona é a mais consistente.

Anadlise Elementar

A andlise elementar do complexo 3 é compativel com a formula empirica
[Ru(bipy),(HL?)][CF3SOs],. % CH,Cl,, suportando a coordenagdo do ligando na forma tiona.
Também neste caso, a boa concordancia entre os valores experimentais e calculados, vieram

confirmar a pureza do complexo obtido — tabela3.11.

Tabela 3.11 — Valores calculados e experimentais das percentagens de C, H, N, S para o complexo 3.

%C %H %N %S
Experimental 43,7 2,85 8,85 9,0
Calculado para 43,47 2,87 9,16 8,98

[Ru(bpy),(HL*)[CF3S0s], . % CH,Cl,
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3.2.3. Caracterizacao por espectroscopia de IV dos complexos 1,2 e 3

Os espectros de IV (anexos 3.18 a 3.21) para os complexos de ruténio foram
comparados com os do ligando tiossemicarbazona correspondente livre de modo a observar-
se se o desvio das bandas mais caracteristicas era compativel com a coordenag¢do ao ido
metalico. A tabela 3.12 relne algumas das bandas mais caracteristicas presentes nos espectros

de IV dos complexos.

Tabela 3.12 — Dados espectroscépicos de IV dos complexos 1, 2 e 3.

Uc=s Uc=N Uc-H(arom)  URy-N DRu-s UCF;S0;

Complexo _ ) -l ) N )
£ (em®)  (cm™) (cm™) (em®)  (em?)  (cm™
1 1255 1600 3111 472 418 1157 +
636
2 1253 1598 3076 516 420 1157 +
636
3 1255 1593 3145 570 516 1159 +
636

Comparando as frequéncias de vibragao dos principais grupos funcionais presentes nos
complexos, com as do respetivo ligando livre, a coordenag¢do do ligando ao centro de ruténio
através dos atomos de azoto iminico e de enxofre é detetado em todos os complexos de

ruténio, através da observag3o do deslocamento das bandas v (C=N) e v (C=S).?

Comparando os ligandos HL!, HL? e HL® com os complexos 1,2 e 3 observa-se que a
banda associada a vibragao da ligacdo C=N desloca-se para comprimentos de onda mais baixos
quando coordenado ao metal: no ligando HL' aparece a 1602 cm™ e no complexo 1 a 1600 cm’
! deslocando-se apenas 2 cm™; no ligando HL? aparece a 1612 cm™ e no complexo 3 a 1593
cm™. Para o ligando HL? a banda associada a vibrag3o da ligagdo C=N também se desloca para
comprimentos de onda mais baixos quando coordenado ao metal, passando de 1620 cm™ no

ligando para 1588 cm™ no complexo 2.

Assim, apds a coordenacdo, sdo observados alteracGes das bandas v(C=N) dos ligandos

livres tiossemicarbazona, a cerca de 1500-1600 cm™, no qual estes sdao deslocados
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ligeiramente para energia menor.> Esta alteracdo é coerente com a coordenacdo dos ligandos

tiossemicarbazona através do azoto iminico.*

Quando se compara a frequéncia de absorgdo referente a vibragdo C=S do ligando livre
e dos respetivos compexos, verifica-se, de um modo geral, um deslocamento para numeros de
onda mais elevados. No ligando HL' a banda de estiramento vc.s encontra-se a 1246 cm™ e no
complexo 1 aparece a 1255 cm™. No ligando HL® também existe um deslocamento do nimero
de onda associado & ligacdo C=S, passando de 1251 cm™ no ligando livre para 1253 cm™ no
complexo 3. Para o ligando HL? e respetivo complexo 2 n3o se observa alteracdo da banda de

vibragdo C=S.

As bandas correspondentes as ligacdes Ru-S e Ru-N sdo observadas entre 420-580cm’

156

Observam-se ainda bandas a 1156 e 637cm™ atribuidas a presenca do contra-ido

CF5S05.>%°7

3.2.4. Caracterizacao por massa (ESI-MS) dos complexos 1,2 e 3

Os espectros de massa obtidos por ESI de baixa resolucdo para os trés complexos ser
consultados nos anexos 3.27-3.29. E possivel detetar-se sempre o ido molecular esperado para
a formulacdo [Ru(bipy),(HL)]**, compativel com uma coordenacdo do ligando na forma de

tiona:
Complexo 1: m/z 353,95 compativel com [Ru(C10H8N2)2(C16H14N4S)]2+;
Complexo 2: m/z 360,99 compativel com [Ru(CioHgN,),(Ci7H16N4S)1*;
Complexo 3: m/z 354,42 compativel com [Ru(CyoHgN,),(Ci6H13N30S)] 2
Para o complexo 1 este pico é também o pico base.

Nos espetros de todos os complexos é possivel também observar um segundo pico,
qgue no caso dos complexos 2 e 3 corresponde ao pico base, atribuivel a uma espécie
monopositiva do tipo [Ru(bipy),(L)]*. Esta espécie corresponde a um complexo em que o
ligando se devera coordenar ao ruténio na forma de tiolato. Estes picos podem ser devidos a
um processo ocorrido durante a prépria ionizagdo, em que para além da perda dos dois

contra-iGes triflato, se da também desprotonac¢do de um dos grupos NH da tiossemicarbazona,
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como proposto na figura. 3.7 para o caso do complexo 1. Este fendmeno foi observado
também para outros complexos de ruténio com ligandos mistos do tipo [Ru

(fenantrolina),(tiossemicarbazona)][PF6],.>

B ] +2 B | N 1+
= ~
MV T
BTG \R|/N\
EE— u
|\N/|\T/ 7 "N-H
S
Z >;N
©/NH

Figura 3.7 - Formacdo da espécie monopositiva durante o processo de ionizagdo do complexo 1.

3.2.5. Caracterizacao por espectroscopia de UV-Vis dos complexos 1,2
e3

Com a realizacdo de estudos por espectroscopia de UV-Vis dos complexos procurou-se
caracterizar os seus espectros electrénicos e inferir sobre a possivel existéncia de bandas de
transferéncia de carga ocorrentes entre o metal e os ligandos, quer sejam bandas de
transferéncias de carga do metal para o ligando (MLCT), quer sejam bandas de transferéncia
de carga do ligando para o metal (LMCT).

O comportamento na regido de UV-vis de alguns compostos pode variar de acordo com
o solvente utilizado, e ao variar a polaridade do solvente pode inferir-se sobre a existéncia de
bandas de transferéncia de carga. O efeito mais notdvel desta influéncia é designado por
solvatocromismo e é definido pela modificacdo da posicdo, intensidade e forma da banda de
absor¢do com a polaridade do meio. A espécie a caracterizar, no estado excitado, ndo fica em
equilibrio com as moléculas de solvente vizinhas, uma vez que o tempo que a espécie
permanece no estado excitado ndo é suficiente para que se dé reorganizacdo da esfera de
solvatagdo. E desta forma que se consegue, muitas vezes, distinguir as bandas de transferéncia
de carga das bandas m-m*, uma vez que sé as bandas de transferéncia de carga sofrem as
alteragdes mencionadas.®*

Os espectros de UV-Vis dos compostos foram obtidos de solu¢des de concentragdo
10, 10° e 10°M, em dimetilsulfoxido e diclorometano. A tabela 3.13 resume os dados dos

espectros electrénicos para os complexos 1 a 3, para os respetivos ligandos e para o precursor,
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encontrando-se nela reunidos os valores de comprimento de onda (A) e coeficiente de

absor¢do molar (g) dos compostos.

Tabela 3.13 — Dados espectroscépicos de UV-Vis dos complexos 1, 2 e 3 (Sh=Ombro).

Composto Solvente Amax/nm (¢/M*cm™)

353 (45400)

DMSO 396 (Sh) (39800)
461 (28300)

519 (Sh) (21100)

Complexo 1 581 (Sh) (14000)

[Ru(bipy),(HL*)][CF;SOs] DCM 246 (38400)

291 (61100)
337 (18900)
395 (Sh) (13700)

362 (39800)
399 (34900)
DMSO 462 (24400)
518 (Sh) (15000)
Complexo 2 570 (Sh) (72200)
[Ru(bipy),(HL*)][CF3S05],
243 (Sh) (76300)
DCM 291 (118000)
339 (37100)
402 (sh) (26700)

351 (Sh) (67500)
DMSO 386 (59000)

452 (Sh) (36300)

477 (Sh) (34400)

Complexo 3 554 (sh) (10100)

[Ru(bipy),(HL*)][CF3SOs], DCM 244 (56000)

292 (101000)
350 (453000)
444 (Sh) (22400)

Pode observar-se nos anexos 3.22 a 3.24 que quando se diminui a polaridade do

solvente, as bandas deslocam-se para comprimentos de onda menores, isto &, ocorre um
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deslocamento hipsocromico das bandas de absor¢cdo nos espetros dos complexos. A
caracteristica mais importante dos espectros eletrénicos dos complexos 1, 2 e 3 é a presenca
de bandas largas e intensas na regido entre 350 e 500 nm, regido onde sdo esperadas as
transicdes correspondentes a transferéncia de carga entre o Ru(ll) e os ligandos (570-300

nm).65,65

No caso do complexo 1, verifica-se que a banda a A=337 nm (em DCM) é afetada pela
polaridade do solvente, sendo que pela regido espectral onde se encontra e pelo valor de
absortividade molar, deva corresponder a uma banda de transferéncia de carga
metal->ligando. Nos complexos 2 e 3 estas bandas de transferéncia de carga metal->ligando

sdo detetadas, em CH,Cl,, a A=339 nm e a A=444 nm, respetivamente.

Sdo ainda observadas uma banda a 290 nm, que é atribuida a uma transicdo n-n* do
ligando bipiridina.®®
Nas figuras 3.8 a 3.10 pode-se observar oespectro electronico do complexo com o

respectivo ligando.

1,2
Complexol
1
Precursor
.8 0,8
e Ligando HL1
(T
2 0,6
o
3
< 04
0,2
\&
0 ————t T e |
270 370 470 570 670 770 870
A/ nm

Figura 3.8 — Espetro eletrénico ligando HL* (C ligando L =1,42x10°M), percursor cis-Ru(bipy),Cl,
(Cpercursor=2,02x10'5M) e complexo 1 (Ccomp|exo1=8,70x10’6M), em DMSO.
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Complexo 2
12 Precursor
1 .
© Ligando HL2
‘s 0,8
[=
<0
2 06
2
e}
2 0,4
0,2
\ )
0 e e e e S e e e e e ———————
270 370 470 570 670 770 870
A/ nm

Figura 3.9 — Espetro eletrénico ligando HL (C iigando HL2=1,44x10'5M), percursor cis-Ru(bipy),Cl,
(Cpercursor=2,02x10"°M) e complexo 2 (Ceompiexo 2=9,55%10°M), em DMSO.

Complexo 3
1,2 Precursor
. 1 Ligando HL3
T 08
<C
2 0,6
2
o 04
<
0,2
—— .
0 T r—————— T T P e e ——-— ]
270 370 470 570 670 770 870
A/ nm

Figura 3.10 — Espetro eletrénico ligando HL? (C ligando HL3=1,42x10'5M), percursor cis-Ru(bipy),Cl,
(Cpercurso,=2,02x10’5M) e complexo 3 (Ceomplexo 3=6,7Ox10'6M), em DMSO.

3.3.Estudos Electroquimicos por Voltametria Ciclica dos complexos 1,2 e 3

A voltametria ciclica tem um papel importante na investigacdo de processos redox em
complexos de metais de transicdo, permitindo a obtencdo de informacdo acerca da sua
reactividade e do comportamento das espécies.

Com o objectivo de estudar o comportamento redox dos complexos metalicos e dos
ligandos coordenados, estudou-se o comportamento electroquimico dos complexos 1,2 e 3, do

percursor cis-[Ru(bipy),Cl,] e dos ligando HL', HL®> e HL® por voltametria ciclica em
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diclorometano e acetonitrilo, usando como eletrdlito de suporte o hexafluorofosfato de
tetrabutilamoénio (0,1M) e uma célula electroquimica contendo trés eléctrodos. Como
eléctrodo de trabalho usou-se um eléctrodo de disco de platina (1nm), sendo que estes
estudos foram realizados em atmosfera inerte e a temperatura ambiente. Na tabela 3.14

encontram-se resumidos os resultados obtidos.

Tabela 3.14 — Dados electroquimicos dos ligandos HLY, HL?, HL?, do precursor cis-[Ru(bipy),Cl,] e

complexo 1, complexo 2 e complexo 3.

Diclorometano Acetonitrilo
Composto Epa Eoc Ei» EpaEoc  1/12 Epa ER Ei/z Epa- /1,
vy (v) (V) (V) (V) (V) (V) V) Epc (V)
(V)

HL 1,48 - - - - 1,08 - - - -
0,98 - - - - -

HL 1,41 - - - - 1,37 - - - -

1,06 - - - - 0,95 - - - -

HL 1,52 - - - - 1,69 - - - -

- - - - - - -1,69 - - -

[Ru(bipy),Cl;] 0,40 0,33 0,36(5) 70 1,0 0,36 0,28 0,32 80 0,8

- - - - - - -1,77 - - -

1,98 - - - - 1,69 - - - -

1,60 - - - - 1,46 - - - -

Complexol 1,21 - - - - 1,10 - - - -

080 - - - - 063 052 057 110 1,0

- - - - - -1,50 -155 -1,525 50 0,9

- - - - - -1,75 -1,81 -1,78 60 1,0

1,62 - - - - 1,59 - - - -

1,24 - - - - 1,42 - - - -

Complexo2 0,90 - - - - 1,36 - - - -

- - - - - 09 - - - -

- - - - - -1,49 -157 -153 80 -

- - - - - 1,72 -1,81 -1,765 90 0,85

1,74 - - - - 1,35 - - - -

Complexo3 1,42 - - - - 0,87 - - - -

0,96 0,86 0,91 100 09 -160 -1,70 -1,65 100 -
- - - - - -1,78  -1,72 -1,75 60 -

Nas figuras 3.11, 3,12 e 3.13 apresenta-se, para cada um dos ligandos
tiossemicarbazona HL' a HL?, um exemplo de voltamograma ciclico obtido para cada
composto. Os voltamogramas ciclicos mostram, em ambos os solventes, um ou dois processos
oxidativos irreversiveis na zona de potenciais positivos. O ligando HL? tornou-se instavel em
solucdo ao longo do tempo, ou seja, observa-se uma modificagdo do comportamento

electroquimico em ambos os solventes. A substituicdo do anel indole por um anel benzofurano
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origina um aumento grande no potencial de oxidacdo e o desaparecimento de um dos

processos oxidativos. Assim, esta substituicdo torna a oxidagdo do ligando mais dificil.

2,5 15 0,5 -0,5 -1,5
E vs SCE (V)

Figura 3.11 — Voltamograma ciclico do ligando HL' em ACN (v=200 mV.s'l).

0
E vs SCE (V)

Figura 3.12 - Voltamograma ciclico do ligando HL> em DCM (v = 200 mV.s ™).

EveSCE (\7)'l

Figura 3.13 - Voltamograma ciclico do ligando HL®> em ACN (v = 200 mV.s™).
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Quanto ao percursor cis-bis(2,2’-bipiridina)diclororuténio—(Il), o voltamograma do
complexo cis-[Ru(bipy),Cl,] mostra um processo redox quasi-reversivel a 0.32 V em ACN (figura
3.14) atribuido ao centro de ruténio, que é observado a 0.37 V em DCM. A substituicdo de um
ou dois ligandos cloro no complexo cis-[Ru(bipy),Cl,] (neutro) pelo ligando tiossemicarbazona
deve originar complexos catidnicos e uma subida do valor de potencial para o processo redox

centrado no ruténio.

ose
BALTIIRILES44)
.

LY LI TP )

2 1 0 -1 -2
E vs SCE (V)

Figura 3.14 - Voltamograma ciclico do complexo [Ru(bipy),Cl,] em ACN (v = 200 mV.s™"); a azul processo
redox quase-reversivel observado na zona -0,5V a 1V e atribuido ao centro de ruténio.

Apresentam-se nas figuras 3.15 a 3.19 alguns dos voltamogramas ciclicos obtidos para
os complexos [Ru(bipy),(HL)][CF3SOs], (onde HL designa cada um dos ligandos HI* a HL?). De
uma forma geral, os complexos de ruténio apresentam dois processos oxidativos na zona de
potenciais positivos e dois processos redutivos na zona de potenciais negativos. Os processos
oxidativos sdo na generalidade irreversiveis, enquanto que os processos a potenciais negativos

(que sdo atribuidos aos ligandos bipiridina coordenados)®

se tornam quasi-reversiveis
especialmente a velocidades de varrimento mais elevadas. De uma forma geral, os valores de

potencial em diclorometano sdao mais elevados que os encontrados em acetonitrilo.
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0
E vs SCE (V)

Figura 3.15 — Voltamograma ciclico do complexo 1 [Ru(bipy)z(HLl)][CF3503]2 em ACN (v =200 mV.s'l),
evidenciando o processo a vermelho associado ao centro metadlico e o processo a azul associado as
bipiridinas.

Hico de adsorgdo (1)

1 0,8 0,6 0,4 0,2 0 -0,2 -0,4
E vs SCE (V)

Figura 3.16 - Voltamograma ciclico do complexo 1 [Ru(bipy)z(HLl)][CF3SO3]2 em ACN a diferentes
velocidades de varrimento na zona de potencial -0.4V a 0.8 V; (1) pico de adsorgdo, (2) processo redox
atribuido ao centro metalico Ru(ll)/Ru(lll).
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V=1000mV/s

-1 -1,2 -1,4 -1,6 -1,8 -2 -2,2
E vs SCE (V)

Figura 3.17 - Voltamograma ciclico do complexo 1 [Ru(bipy),(HL")][CF3SO5], em ACN na zona de
potenciais negativos, evidenciando os redox quasi-reversiveis processos atribuidos aos ligandos
bipiridina coordenados

Para o caso do complexo 1, observam-se no voltamograma em acetonitrilo quatro
processos oxidativos irreversiveis a potenciais positivos (figura 3.15). O primeiro processo
torna-se quasi-reversivel (E;; = 0.57 V) quando a direc¢do do varrimento é imediatamente
revertida apds o processo de oxidacdo (figura 3.16). Observa-se ainda a formac¢do de um pico
de adsorcdo no eléctrodo a 0.36 V. Uma comparacgdo com o respectivo ligando mostra que o
processo a 1.10 V poderd estar relacionado com um processo de oxidagdo no ligando
tiossemicarbazona coordenado. Assim, o primeiro processo redox, reversivel quando isolado,
devera corresponder ao par redox Ru(ll)/Ru(lll). A valores de potenciais negativos observam-se
dois processos redox quasi-reversiveis, que ocorrem nos ligandos bipiridina coordenados
(figura 3.17). Os processos redox a potenciais negativos aumentam a sua reversivilidade a
velocidades maiores. O comportamento deste complexo em diclorometano é igual,

observando-se também quatro processos oxidativos irreversiveis a potenciais positivos.

Nas figuras 3.18 e 3.19 podem observar-se voltamosgramas obtidos para o complexo 2

(em ACN) e para o complexo 3 (em DCM), respectivamente.
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2 1 0 -1 -2
E vs SCE (V)

Figura 3.18 - Voltamograma ciclico do complexo 2 [Ru(bipy),(HL*)][CF3S03], em ACN (v= 200 mV.s™),
evidenciando, a azul, o processo irreversivel associado a oxidagdo Ru(Il)/Ru(lll).

- 2,00E-06
- 1,00E-06
- 0,00E+00
- -1,00E-06
- -2,00E-06

- -3,00E-06

-4,00E-06

25 2 15 1 05 0 -05 -1 -15 -2
E vs SCE (V)

Figura 3.19 - Voltamograma do complexo 3 [Ru(bipy)z(HLa)][CF3$03]2 em DCM (v=200 mV.s); o
processo a tracejado é o processo redox atribuido ao centro metalico.

3.4. Estabilidade dos complexos 1,2 e 3

Sabe-se que os complexos de ruténio podem atuar como prd-drogas, sofrer hidroélise
no meio biolégico e ser reduzidos gerando espécies ativas que apresentam propriedades
terapéuticas.”® Por este motivo, de modo a n3o haver interpretaces erradas dos ensaios
bioldgicos, é necessdrio saber se o complexo inicial mantém a sua integridade estrutural ou se

é transformado em outra espécie que poderd ser responsavel pela actividade observada.

A estabilidade quimica em geral caracteriza a capacidade de um NCE para preservar as

suas caracteristicas fisicas e quimicas sob condi¢des especificas. A estabilidade em solugdo
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pode ser avaliada depois de um longo periodo de incubacdo ou em condig¢des extremas (por
exemplo, temperatura ou pH, etc) e quantificando usando HPLC, CE, cromatografia de camada
fina (TLC) ou por LC/MS. A escolha de uma abordagem analitica adequada é fundamental para

a qualidade do ensaio de estabilidade quimica.®”’

Neste contexto, a estabilidade dos complexos foi avaliada em meio celular 99%
DMEM/1% DMSO. Para isso, utilizou-se a técnica de UV-vis, pois qualquer mudanga que
pudesse ocorrer com os complexos ao longo do tempo poderia ser facilmente observado pelo

deslocamento e/ou surgimento de novas bandas.

Nas figuras 3.20, 3.21 e 3.22 apresenta-se a estabilidade dos complexos 1,2 e 3
respectivamente, no periodo de 24h na auséncia de luz. Pode-se observar que os complexos

sdo estaveis nas primeiras 6 horas em solucgao.

2 Complexo 1 ——t=0min ——t=15min
—— t=30min ——t=45min
1,5
= ——t=1h ——t=2h
<s 1 ——t=3h ——t=4h
2 t=5h ——t=6h
2
< 05 ——t=7h t=25h
0
286 386 486 586 686 786

A/ nm

Figura 3.20 - Espetro de estabilidade do complexo 1, (Ccomplexo 1=2,00E°M).

1,8

1,6 Comp|exo 2 t=0min ——t=15min
c 14 | ——t=30min ——t=45min
g 12 ——1t=1h ——t=2h
S ——t=3h t=4h
- 1
o 08 ——1t=5h ——t=6h
Qo §

t=7h t=24h

< 0,6

0,4

0,2

0 .
286 386 486 586 686 786

A/nm

Figura 3.21 - Espetro de estabilidade do complexo 2, (Ccomplexo 2 =3,60E°M).
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Complexo 3
t=0min ——t=15min
——t=30min ——t=45min
——t=1h ——t=2h
——t=3h ——t=4h
t=5h ——t=6h
\\ ——t=7h t=24h
280 380 480 580 680 780

A/nm
Figura 3.22 - Espetro de estabilidade do complexo 3, (Ccomplexo 3 =2,OOE'5M).
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4. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de cobre

4. Sintese e caracteriza¢iao dos novos complexos de cobre

4.1. Consideracgoes Gerais

Neste capitulo descreve-se a sintese e caracterizacdo dos novos complexos de cobre,

complexos 4, 5 e 6, obtidos por coordenag3o dos ligandos organicos HL', HL? e HL>.

As técnicas usadas para a caracterizagao preliminar dos complexos foram a analise
elementar, espectroscopia de RMN (*H, C e técnicas bidimensionais COSY,HMQC e HMBC),

FTIR e UV-Vis, além de espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray (ESI-MS).

4.2, Analise e discussdo de resultados

Os complexos 4, 5 e 6 foram obtidos por reac3o entre o CuCl, e os ligandos HL*, HL? e
HL® de acordo com o procedimento experimental descrito no capitulo 6 e que se encontra

resumido no esquema 4.1.

Nas secc¢Oes seguintes apresentam-se os resultados obtidos para a sua caracterizagao.
A Andlise Elementar, a espectroscopia de RMN e a espectrometria de massa ESI-MS foram as
técnicas mais relevantes para permitir formular e propor uma estrutura para os complexos 4 e
5, pelo que este subcapitulo se inicia com a discussdo dos resultados obtidos por estas

técnicas, seguindo-se entdo a caracterizagdo por espectroscopia UV-Vis e IV.

Complexo 4 (HLY)

S
Etanol /
CuCl, + ©\ JJ\ N R Complexo 5 (HL2
2 ” ” Y Refluxo\ P ¢ )
H t=4h Complexo 6 (HLY)

|
— [VaV, Va8
R ?5 ~ “NH g\é/ EN/ E/ Eo
HL! HL? HL?

Esquema 4.1 - Sintese geral dos complexos 4,.
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4.2.1. Caracterizacdo dos complexos de cobre por analise
elementar, ESI-MS e espectroscopia de RMN

Complexo 4: [Cu(HLY),Cl]

Este complexo foi obtido na forma de um sélido amorfo amarelo com um rendimento

de 37,76%. A estrutura proposta estd indicada na figura 4.1.

Andlise Elementar e ESI-MS

A andlise elementar para o complexo 4 (cujos resultados estdo reunidos na tabela 4.1)
apresenta uma elevada concordancia entre os valores calculados e os determinados

experimentalmente, confirmando que o complexo foi obtido com um elevado grau de pureza.

Tabela 4.1 — Valores calculados e experimentais das percentagens de C, H, N, S para o complexo 4.

%C %H %N %S
Experimental 55,6 4,25 16,0 9,0
Calculado para [Cu(HLY),]Cl 55,89 4,10 16,29 9,32

(C32H25N5S,CuCl)

Estes resultados s3o compativeis com a férmula empirica [Cu(HLY),]Cl, ou seja,
[Cu(C16H14N4S),]Cl, indicando a presenca de dois ligandos bidentados neutros por cada ido
cobre, e a presenca de apenas um ido cloreto. A hipdtese de desprotonagio de HL' e
coordenacdo na forma de tiolato foi testada e originaria uma formulagdo com valores
esperados de %C, %N, %S e %H com um desvio maior aos valores experimentais, em especial o
valor deste Ultimo (%H(calc.) = 3.82%), que se afasta demasiado do valor experimental. Desta
formulagdo pode deduzir-se que no complexo formado o cobre se devera encontrar no estado
de oxidagdo I, um facto que também é consistente com a sua cor amarela.®® A reducdo de sais
de cobre (ll) a cobre (I) durante processos de complexacdo com ligandos do tipo
tiossemicarbazonas esta descrita na literatura, resultando na formacdo de complexos de cobre
dinucleares.”

O espectro de ESI-MS obtido em modo positivo para este complexo (anexo 4.12)
apresenta um ido molecular a m/z 651,14 (100%), correspondente a formula empirica
Cs,H,3CuNgS,, e mostra o padrdo isotopico esperado para um composto com um ido cobre(l),

suportando assim a formulagdo e estrutura propostas para o complexo 4 (figura 4.1).
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Caracterizacdo por espectroscopia de RMN

O diamagnetismo inerente ao cobre (I) permitiu a caracterizagdo do complexo por

RMN. Nas tabelas 4.2 e 4.3, apresentam-se as atribui¢des feitas para os sinais de RMN 'H e

RMN 3C,tal como feito para os complexos 1-3. Os espetros de RMN 'H, RMN C/APT, COSY,

HMBC e HMQC para o complexo 4 podem ser consultados nos Anexos 4.1-4.5. Na figura 4.2

apresenta-se uma ampliagdo dos espectros de RMN *H do ligando HL' e do complexo 4 entre

612,2 e 66,6 ppm.

H-N—7/ \N/ hig
3 \/Cu\
4 6 S N 1
L TNy
3 R N Ta
2' H 7
6
— 5

Cl

Figura 4.1 - Estrutura proposta para o complexo 4 [Cu(HLY),Cl e numeragao

dos respetivos protdes e carbonos.

Tabela 4.2 - Dados de RMN H 1D e COSY para o complexo 4 [Cu(HL"),CI] em DMSO-d,.

Desvio quimico  Multiplicidade Integracdo  J (Hz) COosY Atribuicao
& /(ppm)

11,74 Singleto 2H - - H-1/C=NNH
9,82 Singleto 1H - - Ph-N-H
8,46 Singleto 1H - - N=C-H
8,29 Dupleto 1H 4,5 7,15 H-4
7,95 Singleto 1H - - H-2
7,55 Singleto 2H - 7,39 H-2'/H-6
7,44 Multipleto 1H - 7,22 H-7
7,39 Multipleto 2H - - H-3’/H-5
7,24 Multipleto 1H H-4’
7,22 Multipleto 1H - - H-6
7,15 Multipleto 1H - - H-5
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Tabela 4.3 - Dados de RMN *C 1D e 2D para o complexo 4 [Cu(HLl)ZCI] em DMSO-d.

Desvio quimico APT HMQC HMBC Atribuicao

& /(ppm)
143,15 CH 8,45 - C=N
138,66 - - 7,39 C-1
137,07 - - 8,29; 7,95; C-7a

7,22
132,22 CH 7,95 - C-2
128,29 CH 7,39 - C-3
126,23 CH 7,55 7,24 c-2
125,81 CH 7,24 7,55 c-4
123,95 - - 7,95; 7,44; C-3a
7,15; 11,73
122,80 CH 7,22 8,29 C-6
122,26 CH 8,29 7,22 C-4
120,77 CH 7,15 7,44 C-5
111,84 CH 7,44 7,15 C-7
110,64 - - 7,95; 11,73 C-3
1
HL ‘l Ll
N | ] ."‘ ‘\.‘ ‘f’\‘l‘ﬂl‘l :u;‘lv
c' |\F‘ |
1
Ju I Yl

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.2 11.8 114 110 10.6 102 98 9.6 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 A2 70 68 6.6 (ppm)

Figura 4.2 — Amplia¢do do espectro de NMR 'Hem DMSO-d, para o complexo 4 e o respetivo ligando

HL'.

Quando se compara os espetros de RMN do ligando livre e do complexo as diferencas
sdo muito subtis, e ndo fornecem uma indicacdo inequivoca do modo de coordenacgdo ao ido
metadlico. No entanto, a analise dos espetros permite detetar um conjunto de sinais referentes
ao ligando, o que quando coordenado com os resultados obtidos por andlise elementar e ESI-
MS, é consistente com a presenca de dois ligandos simétricos.

Um dos aspetos mais elucidativos do espectro de RMN H'do complexo 4, é a presenca
dos trés sinais correspondentes aos protdes NH, o que é indicativo de que o ligando ndo sofreu
desprotonagao durante o processo de complexagdo. No entanto, contrariamente ao que
acontece para o ligando livre, ndo se consegue detetar qualquer correlagdo no espetro HMBC

entre os protdes NH ligados ao tiocarbonilo e qualquer carbono, o mesmo acontecendo com o
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protdo azometinico. Verificou-se que, apds a coordenagdo, a maior parte dos protées do
ligando desblindam, ainda que pouco significativamente, sendo o protdao PhN-H aquele que
sofre o maior deslocamento, cerca de ~0,22 ppm para campo mais baixo. No espetro de
carbono a alteracdo mais significativa foi a ndo detecao do sinal correspondente ao grupo C=S.
No entanto, esse fato ndo é uma indicacdo da sua nao existéncia ja que, para todos os outros
complexos estudados neste trabalho, o tiocarbonilo sé foi detetado em espectros adquiridos
num aparelho de 500 MHZ, o que ndo foi possivel efetuar para este composto (até a data de

conclusdo deste trabalho).

Complexo 5: [Cu(HL?),Cl]

Este complexo foi obtido na forma de um sélido amorfo amarelo, com um rendimento

de 50,96%. Na figura 4.3 estd representada a estrutura proposta.

Analise Elementar e ESI-MS

A andlise elementar confirmou a pureza do complexo 5 obtido, com valores
concordantes entre os resultados experimentais e os valores previstos para a formulacdo
[Cu(HLZ)Z]CI, ou seja, C34H3,NgS,CuCl (tabela 4.4). Estes resultados sdo assim compativeis com a
presenca de um atomo de cloro e com uma coordenacdo do ligando HL* ao metal na forma
neutra, tal como observado para o complexo 4, o que indica que também neste caso o cobre
se encontrard no estado de oxidagdo I. O ajuste a qualquer outra formulagdo plausivel (como,
por exemplo, Cu(HL?)Cl,, Cul,, Cu(HL?),Cl, — considerando Cu(ll) — Cu(HL*)Cl ou Cul’Cl
considerando Cu(l)) resultou em valores esperados com um grande desvio aos valores
experimentais, a excecdo da formulagdo [Cu(HL?)(L?)Cl], compativel com Cu(ll). Neste caso, os
dois ligandos seriam diferentes: um estaria coordenado na forma desprotonada,
monoanidnica, e o outro na forma neutra, o que é pouco provavel.

A confirmar a hipdtese da presenca de dois ligandos neutros estdo, mais uma vez, os
resultados na andlise do espectro de ESI-MS (anexo 4.13), onde se pode detetar o ido
molecular a m/z 679,24 (100%), correspondente a formula empirica Cs4H3,CuNgS, (i.e.
[Cu(HL?),]Cl) e apresentando o padrio isotdpico esperado para um composto com um ido
cobre, suportando assim a estrutura proposta para o complexo 5 (representada na figura 4.4).
Além disso, a hipotese da existéncia de dois ligandos diferentes ndo é suportada pelos

resultados de RMN — ver sec¢do seguinte.
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Tabela 4.4 - Valores calculados e experimentais das percentagens de C,H,N,S para o complexo 5.

4. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de cobre

%C %H %N %S
Calculado 56,9 4,4 15,8 9,0
Experimental para [Cu(HLZ)z]CI 57,05 4,51 15,65 8,96

(Cs4H32N5S,CuCl)

Caracterizacio por espectroscopia de RMN

Nas tabelas 4.5 e 4.6 seguintes apresentam-se as atribuicdes feitas dos sinais de RMN

'H, RMN 3¢, tal como o efeito anteriormente.

Figura 4.3 - Estrutura proposta para o complexo 5 [Cu(HLZ)ZCI] e

N 2
Y N- CH3
3a 7
4 6

5

numeracgao dos respetivos protdes e carbonos.

Os espectros de RMN 'H, COSY, RMN *C/APT e HMQC para complexo 5 podem ser

consultados nos Anexos 4.6-4.9. Na figura 4.4 apresenta-se uma ampliacdo entre 611,8 e 66,6

ppm dos espectros de RMN *H do ligando HL' e do complexo 5.

Tabela 4.5 - Dados de RMN 'H 1D e COSY para o complexo 5 [Cu(HL?),Cl] em DMSO-ds.

Desvio quimico  Multiplicidade Integracao Ccosy Atribuigao
8 /(ppm)
11,82 Singleto 1H - C=N-N-H
9,91 Singleto 1H - Ph-N-H
8,46 Singleto 1H - N=C-H
8,36 Singleto 1H 7,27 H-4
7,94 Singleto 1H - H-2
7,70-7,0 Multipleto 8H - H-2'/H-6;
H-3'/H-5’;
H-5,
H-6; H-7;
H-4’
3,84 Singleto 3H - NCH;
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Tabela 4.6 - Dados de RMN *C 1D e 2D para o complexo 5 [Cu(HLz)ZCI] em DMSO-d.

Desvio quimico APT HMQC Atribuicao
8 /(ppm)

*142,43 - 8,47 C=N
138,50 - - C-1
137,48 - - C-7a
135,68 CH 7,94 C-2
128,16 CH 7,40 C-3’
126,23 CH 7,52 C-2’
125,72 CH 7,27 c-4'
124,19 - - C-3a
122,74 CH 7,27 C-6
122,34 CH 8,36 C-7
120,92 CH 7,20 C-5
110,11 CH 7,52 C-4
109,45 - - C-3

32,81 CH; 3,83 C-1

*valor retirado das correlacdes HMBC

|||
|
| l I M !l -.|M|H\I,|I ,-\li.._,"-i.'|w~'||l\

U, N — e e S —

T T T T T T T
11.8 114 11.0 10.6 10.2 9.8 9.6 04 02 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 (PM)

Figura 4.4 — Amplia¢do do espectro de NMR H para o complexo 5 e o ligando HL® em DMSO-d,.

O espetro de RMN 'H do complexo 5 apresenta-se em algumas zonas menos resolvido
do que o do complexo 4 e com sinais muito mais alargados, o que dificultou a atribuicdo dos
sinais. E possivel que a oxidacdo do complexo 5 tenha ocorrido em pequena extensdo e que a
presenca em solucdo de uma fracdo de espécies paramagnéticas de Cu(ll) seja a causa do
alargamento dos sinais de RMN. O espetro de RMN 'H apresenta novamente apenas um
conjunto de sinais correspondente ao ligando, o que é compativel com a existéncia de dois

ligandos simétricos. A coordenacdo na forma tiona é suportada pela presenca dos dois sinais
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correspondentes aos protdes NH. Como ndo foi possivel obter um bom espetro de HMBC, as

atribuicGes dos sinais feitas por comparacdo com as efetuadas para o complexo 4.

Complexo 6: [Cu(HL?),[Cl],]

Este complexo foi isolado como um sdélido amorfo amarelo, com um rendimento de
54,32%. Ao contrdrio dos complexos anteriores, ndo foi possivel obter resultados consistentes

entre as varias técnicas usadas que permitissem propor uma formulagdo para este complexo.

Os resultados de analise elementar sdao compativeis com a férmula empirica
[Cu(HL?),]Cl,, ou seja [Cu(CigH13N3SO),][Cl],, suportando a presenca de dois cloretos e que o
ligando HL® se coordenaria ao metal na forma neutra. Desta formulagdo pode deduzir-se que
no complexo formado o cobre se encontrara no estado de oxidacdo Il. Este complexo ndo estd
puro, pois embora a andlise elementar seja compativel com [Cu(C;;H16N4SO),]Cl,, os valores
experimentais de %C e de %S sdo algo dispares entre duas andlises consecutivas do mesmo

solido, que indicam que o composto isolado ndo é homogéneo e que pode conter impurezas.

No espectro de ESI-MS, pode detetar-se o ido molecular a m/z 653,23 compativel com
uma formulagdo [Cu(C;6H13N3SO),][Cl] , o que implicaria que o cobre estivesse no estado de

oxidacdo (I), em contradicdo com os resultados obtidos por AE.

A caracterizacdo por espectroscopia de RMN ndo foi de grande ajuda na formulacdo de
uma estrutura para o complexo. O espectro de RMN 'H apresentou picos muito alargados e
sobrepostos e o espectro de RMN **C, embora adquirido num aparelho de 500MHz e com um
longo periodo de acumulagdo (5000 scans) ndo permitiu detetar todos os sinais, e apresentou
também picos muito alargados de dificil interpretacao.

Assim, ndo foi possivel conjugar as técnicas de caracterizagao utilizadas e propor uma

formulagdo plausivel para este composto.

79



4. Sintese e caracterizagdo dos novos complexos de cobre

4.3. Caracterizacao por espectroscopia de IV dos complexos 4 e 5

Os espectros de infravermelho (anexos 4.10 e 4.11) dos complexos 4 e 5 foram comparados
com os dos respectivos ligandos livres a fim de se confirmar o modo de coordenagao proposto.
A tabela 4.7 mostra algumas das bandas mais caracteristicas presentes nos espectros de 1V dos
complexos. O principal aspeto a ter em conta é a existéncia, nos dois complexos, de bandas
atribuiveis a ligacdao C=S o que corrobora a informacao fornecida pelas outras técnicas de que a

coordenacdo do ligando ao centro metalico se faz na forma de tiona, neutro.

Tabela 4.7 — Dados espectroscopicos de IV dos complexos 4 e 5.

Complexo Uc=s Uc=n U H(arom) Ucun Ocus
(cm'l) (cm'l) (cm'l) (cm'l) (cm'l)

4 1267 1606 3130 472 835

5 1253 1608 3124 499 810

Quando se compara a frequéncia de absorcao referente a vibracdo C=S do ligando livre
e dos respetivos complexos, verifica-se, de um modo geral, um deslocamento para nimeros de
onda mais elevados. No ligando HL' a banda de estiramento vc.s encontra-se a 1246 cm™ e no
complexo aparece a 1267 cm™, deslocando-se 19 cm™. Para o ligando HL® e respetivo
complexo 5 ndo se observa alteracdo da banda de vibracdo C=S. De um modo geral, estes
deslocamentos sdo pouco significativos, para poderem fornecer informacdo sobre o tipo de

coordenagdo entre o ligando e o centro metalico.

Nos ligandos tiossemicarbazona ndo se observam deslocamentos significativos das
bandas associadas a vibracdo da ligagdo C=N: no ligando HL' observa-se a 1602 cm™ e no
complexo 4 a 1606 cm™, deslocando-se apenas 4 cm™. 7° Para o ligando HL? a banda associada
a vibragdo da ligagdo C=N desloca-se para comprimentos de onda mais baixos quando

coordenado ao metal, passando de 1620 cm™ no ligando para 1608 cm™ no complexo 5.

A regido a 3100-3500 cm™ é caracterizada por uma multiplicidade de sinais atribuidos
aos diferentes elongamentos N-H.”® Outras bandas surgem nos espetros dos complexos na
regidao entre 472-852 cm™, caracteristicas dos estiramentos entre metal e os dtomos de

enxofre e azoto que sdo: v,y em 472,56-499,56 cmte Ucy,s €m 810,10-852,54 cm™. Os valores
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de nimero de onda observados nos espectros dos complexos 4 e 5 estdo indicados na tabela

4.7.

4.4. Espectroscopia de UV-vis

Com a realizagdo e estudo dos espetros eletronicos procurou-se inferir sobre a
possivel existéncia de bandas de transferéncia de carga M<L ou M-L. Os espectros de UV-vis
dos compostos foram obtidos de solucdes de concentragdes entre 10° e 10°M, em
dimetilsulféxido e dimetilformamida (os solventes em que os complexos sdo sollveis) e
encontram-se nas figuras 4.8 e 4.9. A tabela 4.8 resume os dados dos espetros eletrdnicos para
os varios complexos, reunindo os valores de comprimento de onda (A) e absortividade molar

(€) das bandas observadas.

Tabela 4.8 — Dados espectroscopicos de UV-Vis do complexo 4 e complexo 5.

Composto Solvente Améx/nm (/M cm™)

285 (44000)

DMSO 346 (60900)

~385 (37700)

Complexo 4 DME
284 (30400)

343 (40400)

285 (545)

DMSO 359 (705)

~380 (567)

Complexo 5 DME
288 (1420)

383 (1700)
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Figura 4.5 — Espetro eletrénico do complexo 4 [Cu(HLl)ZCI] em dimetilsulfoxido e dimetilformamida.
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Figura 4.6 — Espetro eletrénico do complexo 5 [Cu(HL2)2CI] em dimetilsulféxido e dimetilformamida.

Os espetros de absorgdo dos dois complexos em DMSO apresentam entre 280-450 nm
duas bandas intensas a 285 nm e a 346 (complexo 4) ou 359 nm (complexo 5) que, por
comparagdo com os espectros do ligando correspondente no mesmo solvente, poderiam ser
atribuidas a transi¢des as transi¢cdes m-t* do ligando coordenado (Figuras 4.7 e 4.8). Observa-
se também um ombro (a 385 nm, no caso do complexo 4, ou a 380 nm, no caso do complexo
5) que, pela sua intensidade e pelo lugar onde se encontra no espectro, se cré ser uma banda
de transferéncia de carga metal-ligando.

A diferenca de polaridade dos dois solventes utilizados ndo é grande, sendo o DMSO
ligeiramente mais polar que a DMF. Verifica-se, pelas figuras 4.5 e 4.6, que no caso do
complexo 4, as diferengas ndo sdo muito significativas e, no caso do complexo 5, quando se
aumenta a polaridade do solvente, a forma do espetro varia ligeiramente, o que sugere que as

bandas de menor energia serdo bandas de transferéncia de carga.
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Figura 4.7 — Espetro eletrdnico do ligando HL'e complexo 4 em DMSO.
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Figura 4.8 — Espetro electrénico do ligando HL e complexo 5 em DMSO.
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5. Estudos bioldgicos

A avaliagcdo da actividade biolégica dos compostos sintetizados, ndo sendo um objectivo
directo desta tese, é importante para efectivamente avaliar o seu potencial como agentes anti-

cancerigenos uma vez que se pretende descobrir novos agentes antitumorais.

Até a data de conclusdo desta dissertacdo tinha sido possivel avaliar a actividade dos
ligandos tiossemicarbazona HL? e HL? e dos respectivos complexos de “Ru(bipy)” (complexos 2
e 3), nomeadamente a sua citotoxicidade em linhas celulares tumorais humanas. Esses

resultados sao apresentados neste capitulo.

A viabilidade celular por acdo dos complexos de ruténio e dos ligandos organicos foi avaliada in
vitro usando um ensaio colorimétrico baseado no corante de tetrazélio MTT (brometo 3-(4,5-
dimetiltiazo-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).”* O MTT, um tetrazole de coloraco amarela, é reduzido
a formazan (violeta), por ac¢do de enzimas redutases existentes na mitocondria das células.
Uma vez que esta reducdo apenas acontece em células vivas, a medicdo, por
espectrofotometria, da quantidade de formazan formado reflecte o grau de viabilidade celular.

E assim possivel obter perfis de dose-resposta e calcular o respectivo valor de ICsy.

A obtencdo de baixos valores ICsq (valor correspondente a concentragdo necessaria
para induzir a morte em 50% da populagdo celular) é indicadora de uma elevada citotoxicidade
ou actividade antiproliferativa a baixas concentra¢des de composto. Considera-se, para os
efeitos desta discussdo, que um composto que apresente um valor de ICsy superior a ~100 uM

nao apresenta actividade para a linha celular testada.

Neste estudo utilizaram-se células humanas da linhagem tumoral do ovério (A2780,
adenocarcinoma do ovario) e da mama (MDA-MB-231, adenocarcinoma da mama, com grande

potencial metastatico’?). As células humanas MDAMB231 da mama s3o altamente agressivas.

A tabela 5.1 sistematiza os resultados do estudo para os ligandos tiossemicarbazona
HL? e HL® e para os respectivos complexos de ruténio, complexos 2 e 3, tendo as células sido
incubadas com cada um dos compostos durante um periodo de 24horas e/ou 72horas, a
temperatura de 372C. Os valores para a cisplatina (o metalofarmaco em uso clinico) sdo
indicados para comparacdo. O precursor cis-[Ru(bipy),Cl, tinha ja sido testado em células
A2780 nas quais se verificou que n3o é activo >. Sendo as células MDAMB231 mais agressivas,

em principio, ndo se esperaria que apresentasse atividade para esta linha celular, mas é
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necessario testa-lo (o que ndo tinha ainda sido possivel até a data de conclusdo deste

trabalho).

Tabela 5.1 — Valores de ICso (LM + desvio padrdo) obtidos para os ligandos HLl, HL e HL3, complexos
(2),(2) e (3) e farmaco de referéncia para a linha celular A2780 (apds 72h e 24h) e MDAMB231 (apods

72h), a 37°C.
A2780 MDA-MB-231
Composto IC5o (24h) / pM IC5o (72h) / pM IC59(72h) / pM
HL? 154450 4.5+1.7 4.49+1.4
HL® >200 - -
cis-[Ru(bipy),Cl;] - 184 -
Complexo (2) 1.96+0.45 0.15+0.04 0.11+0.02
Complexo (3) 6.49+0.99 - -
Cisplatina 36+8.0% 2.5+0.3" 730>

A tiossemicarbazona HL® (com ICso> 200 uM) néo é activa em qualquer das condicdes
testadas. A tiossemicarbazona HL? n3o é activa as 24h contra células do adenocarcinoma de
ovdrio humano. No entanto, as 72h, o seu valor de ICsq é compardvel ao da cisplatina nas
A2780 e é muito inferior ao deste metalofarmaco nas células resistentes da mama. Estes
resultados sugerem que a tiossemicarbazona HL> é bastante promissora como potencial

farmaco para o cancro.

O complexo 2 nas A2780 é activo mesmo as 24h e mais que a cisplatina, cerca de 18
vezes mais activa. As 72h, ainda nas A2780, a actividade aumenta e é também mais activa que
a cisplatina. O complexo é também muito activo para a linha celular mais agressiva, na gama

do sub-micro molar.

Em todos os casos testados, e apesar do ligando TSC também ser citotdxico, a
actividade do complexo é sempre superior, na escala do sub-micro molar — em relagdo a
atividade dos ligandos, as 72h, o HL® é activo para um tipo de cancro muito agressivo (contra
células humanas MDAMB231 altamente agressivas triple-negativo da mama) e com a
coordenacdo ao centro de “Ru(bipy),” aumenta notavelmente a actividade, sendo por essa

razdo que faz sentido tentar combinar ligandos com actividade biolégica com metais.
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Concluindo, embora ainda ndo estejam disponiveis resultados para todos os ligandos e

complexos sintetizados, os dados ja reunidos permitem prever que esta familia do tipo aril
tiossemicarbazona e em especial os seus complexos de ruténio com a estrutura-base

7

“Ru(bipy),” é muito promissora para aplicacdes como potenciais agentes anti-tumorais.
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6.1.Procedimentos Gerais

As sinteses de complexos de ruténio descritas neste capitulo foram realizadas usando
técnicas de Schlenk em atmosfera inerte de azoto ou sob vacuo, de acordo com os protocolos
de manipulagdo habituais neste tipo de trabalho.

Os reagentes utilizados para sintetizar os ligandos organicos foram adquiridos
comercialmente a Aldrich e foram usados sem purificacdo adicional, com excecdo do cloreto
de tionilo que foi previamente destilado a pressao atmosférica.

Os solventes utilizados nas sinteses organicas e inorganicas, a excepc¢do da acetona,
etanol e éter etilico de grau PA, usados sem purificacdo adicional, foram secos e destilados em
atmosfera inerte de acordo com os métodos publicados na literatura.”

Os solventes utilizados nos estudos de UV-vis foram usados, salvo especificacdo em
contrario, sem qualquer purificacdo ou secagem.

A cromatografia em camada fina (c.c.f) foi utilizada para monitorizar o decorrer das
reacOes de sintese dos ligandos e para verificar a pureza dos compostos inorganicos. Foram
usadas placas de silica-gel 60 F254, com 0,25mm de espessura (ref.Merck 5554). A composicdo
e a proporg¢do volumica dos componentes dos eluentes variaram consoante o caracter dos
compostos e a visualizacdo das manchas foi feita por irradiacdo das placas cromatograficas

com luz ultravioleta numa camara Camag (ref8120) a um comprimento de onda 254nm.

6.2.Métodos de caracterizagao

As experiéncias de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas, a
temperatura ambiente, num espectrofotémetro Brucker Avance 400, operando a uma
frequéncia de 400 MHz para *H e 100,4 MHz para *3C, ou Brucker Avance 500 (operando a uma
frequéncia de 500MHz para *H, 125,7 MHz para “°C), usando o software TopSpin (versdo 3.2)
para aquisicdo e tratamento dos dados. O solvente deuterado dimetilsulféxido, DMSO-d;
(99,9%), adquirido comercialmente a Sigma-Aldrich ou a CIL foi usado sem purificacdo
adicional. Os desvios quimicos foram expressos em partes por milhdo (ppm) usando como

referéncia o sinal de um padrado interno de TMS (0,00ppm) ou o sinal residual do solvente (6, =
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2,50 ppm e &: = 39,5ppm). Os dados obtidos nos capitulos 2,3 e 4 encontram-se indicados pela
seguinte ordem: desvio quimico, multiplicidade, constante de acoplamento (J/, em Hertz),
integracao e atribuicdo na estrutura segundo a numeracao apresentada nos capitulos 2,3 e 4
para cada composto.

Os espectros eletrénicos dos ligandos e dos complexos sintetizados foram tracados
num espectrofotometro Jasco V-660 de feixe duplo usando células de quartzo com

comprimento dtico igual a 1cm, utilizando o software Spectra Manager.

Os espectros de IV dos ligandos e dos complexos sintetizados foram obtidos num
espectrofotometro Schimadzu IRAffinity-1 FTIR, utilizando o software IR Solution. Foram
preparadas pastilhas de KBr (feitas ao ar) ndo tendo sido realizada qualquer calibracdo

adicional.

As analises elementares de C,H,N,S foram realizadas no laboratério de Andlises do
Instituto Superior Técnico, num equipamento Fisons Instruments, modelo EA1108.

Os espetros de massa (ESI-MS) foram realizados no laboratdrio de massa do Instituto
Superior Técnico num equipamento espectrémetro de massa 500-MS lon Trap (Varian Inc. Palo
Alto, CA. USA). Os compostos foram dissolvidos em metanol ou acetonitrilo imediatamente
antes da andlise. O espetro de massa final foi obtido por combinacdo de varios varrimentos
individuais das amostras.

Os pontos de fusdo dos ligandos sintetizados foram obtidos utilizando um aparelho
Stuart Scientific, SMP3.

Os estudos eletroquimicos foram realizados no laboratério da Professora Paula Robalo no
Centro de Quimica Estrutural, Instituto Superior Técnico, tendo-se utilizado um
potencidstato/galvandstato EG&G Princeton Applied Research Model 273 A, sendo aquisigéo
dos dados feita num computador usando o software Electrochemistry PowerSuit v2.51 da
Princeton Applied Research. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos a partir de solucGes
0,1M do eletrdlito de suporte hexafluorofosfato de tetrabutilamdnio em acetonitrilo e
diclorometano, usando uma configuracdo de trés elétrodos: como elétrodo de trabalho foi
usado um elétrodo de disco de platina (1.0 mm de didmetro); como referéncia foi usado um
pseudo-elétrodo de prata, ligado a solugdo por um capilar de Luggin e; como elétrodo auxiliar
(contra-elétrodo) foi usado um fio de platina. As medidas foram realizadas sob azoto e a
temperatura ambiente. Os potenciais redox dos complexos foram medidos utilizando
ferroceno como padrao interno, sendo os valores experimentais relacionados com o Elétrodo
Saturado de Calomelanos (SCE) usando o potencial do par redox ferrocino/ferroceno

(Ep/2=0,40V vs SCE para CH;CN; Ep/2=0,46V para CH,Cl,).
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6. Descrigcdo Experimental

O eletrdlito de suporte foi adquirido a Sigma Aldrich, seco durante uma noite na linha
de vdcuo e mantido sob atmosfera de azoto, ndo tendo sido sujeito a nenhum processo de
purificacdo. Os solventes acetonitrilo e diclorometano foram previamente secos e destilados.
Foram utilizados os critérios usuais na avaliagio da reversibilidade dos processos’®: Epa-
Eoc=59/n mV, |1./I.|=1, E,y/» independente da velocidade (v) de varrimento e | proporcional a

Vl/z.

6.3.Sintese dos ligandos organicos
6.3.1. Procedimento geral de sintese

A uma solucdo aquecida do aldeido em etanol (10mL) foi adicionada, sob agitacdo, N-
fenil-hidrazinacarbotiamida (1 equivalente) em etanol quente (15mL). A mistura amarelada foi
levada a refluxo tendo-se verificado o aparecimento, quase instantaneo, de um precipitado
amarelo que solubilizou posteriormente. No fim da reacido (detetada através de monitorizagdo
por c.c.f), arrefeceu-se a mistura reaccional até 4 temperatura ambiente e filtrou-se o solvente

a vacuo, tendo-se obtido um produto da reacdo sob a forma de um pdé amarelo.

O J g CLJ
JJ\”,NHz + )J\H—> HJJ\WNTR

N R

|
J{j\ [VaVa

R:
;ss\é/ ENH 32/ EN/ 70 ~ "0
O,N
HL! HL? HL3 HL?

Esquema 6.1 - Esquema geral da sintese dos ligandos.

Na tabela6.1 relinem-se as condi¢Oes reacionais especificas a sintese de cada ligando

organico.
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6. Descrigcdo Experimental

Tabela 6.1 - Condi¢Oes reacionais para a sintese dos compostos tiosemicarbazona.

Tempo de
Aldeido de partida reaccao Eluente usado para c.c.f: Rendimento
(quantidade quimica) (a m)
refluxo)

HL! (indol-3-carboxaldeido) diclorometano:metanol 83,17%
6mmol (0,879g) 3h (6:0,1) (1,47g)
(1-metil-indol-3-

HL? carboxaldeido) 6h hexano-acetato etilo 77,5%
6mmol (0,959g) (2:1) (1,473g)

HL® (2-benzofuranocarboxaldeido) 4h hexano-acetato etilo (2:0,2) 76,4%

3,43 mmoles (0,500g) (0,77g)

Nas seccOes seguintes resumem-se os resultados da caracterizacdo de cada composto

sintetizado.

6.3.2. Ligando HL1

@\ j\ NH ((E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)
oY

Estado fisico: sélido cristalino amarelo.

P.f: 215,7 - 216,3 °C.

Analise Elementar, experimental (calculada para CysH14N,S): C 65,10 (65,28); H 4,80 (4,79); N
19,30 (19,03); S 11,00 (10,89).

'H RMN [DMSO-d, (CHs),Si, 8/ppm]: 11,69 [s; 1,00; H-1], 11,58 [s; 1,00; C=N-N-H], 9,61 [s;
1,00; PhN-H], 8,41 [s; 1,00; N=C-H], 8,23 [d; 1,00; H-4], 7,90 [s; 1,00; H-2], 7,64 [d; 2,00; H-2'/H-
6], 7,45 [d; 1,00; H-71, 7,37 [t; 2,00; H-3'/H-5"], 7,20 [m; 1,00; H-6], 7,19 [m; 1,00; H-4'], 7,15
[m; 1,00; H-5].
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6. Descrigcdo Experimental

3C RMN [DMSO-ds, 8/ppm]: 174,5 [C=S], 141,46 [C=N], 139,37 [C-1’], 137,18 [C-7a], 131,48 [C-
2], 128,31 [C-3’], 125,25 [C-2"], 125,13 [C-4’], 124,16 [C-3a], 122,86 [C-6], 121,97 [C-7], 120,89
[C-5], 112,04 [C-4], 111,06 [C-3].

FTIR [KBr, cm™]: 3412; 3319 (estiramento N-H), 3116 (estiramento C-H aromatico), 1602
(estiramento C=N), 1541 (estiramento C=C), 1246 (estiramento C=S).

UV-Vis [DMSO, Améx/nm (/M *cm™)]: 284 (16700); 343 (47600).

6.3.3. Ligando HL2

©\ S ((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)

N N-CHs

N N
H H

Estado fisico: sélido cristalino amarelo.

P.f: 202,9 - 203,5 °C.

Analise Elementar, experimental (calculada para C;7;H:6N,4S): C 66,25 (66,21); H 5,25 (5,23); N
18,55 (18,17); S 10,0 (10,40).

'H RMN [DMSO-ds, (CHs),Si, 6/ppm]: 11,58 [s; 1,00; C=N-N-H], 9,63 [s; 1,00; PhN-H], 8,39 [s;
1,00; N=C-H], 8,26 [d; 1,00; H-4], 7,91 [s; 1,00; H-2], 7,64 [d; 2,00; H-2’/H-6], 7,51 [d; 1,00; H-
71, 7,38 [t; 2,00; H-3'/H-5"], 7,28 [t; 1,00; H-6], 7,20 [t; 2,00; H-4’], 3,83 [s; 3,00; NCHs].

C RMN [DMSO-d, §/ppm]: 174,4 [C=S], 140,78 [C=N], 139,32 [C-1'], 137,59 [C-7a], 134,98 [C-
2], 128,15 [C-3'], 125,21 [C-2’], 124,97 [C-4'], 124,43 [C-3a], 122,77 [C-6], 122,10 [C-4], 120,97
[C-5], 110,97 [C-3], 110,27 [C-7], 32,90 [CHs].

FTIR [KBr, cm™]: 3412; 3165 (estiramento N-H), 3165 (estiramento C-H aromatico), 1620
(estiramento C=N), 1535 (estiramento C=C), 1253 (estiramento C=S).

UV-Vis [DMSO, Amax/nm (e/M™*cm™)]: 283 (16100); 347 (48700).
6.3.4. Ligando HL3

©\ JSJ\ (E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida)
NS

N” N
H H

Esta reacdo foi repetida duas vezes, reportando-se a seguir as condi¢cbes experimentais

médias.
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6. Descrigcdo Experimental

Estado fisico: sélido cristalino amarelo.

P.f: 202,6 — 203,7 °C.

Analise Elementar, experimental (calculada para Cy6H13N50S): C 65,05 (65,07); H 4,45 (4,44); N
14,55 (14,23); S 11,00 (10,85).

'H RMN [DMSO-ds, (CHs),Si, 8/ppm]: 12,07 [s; 1,00; C=N-N-H], 10,05 [s; 1,00; Ph-N-H], 8,21 [s;
1,00; N=C-H], 7,71 [d; 1,00; H-4], 7,61 [m; 3,00; H-7; H-2’/H-6'], 7,52 [s; 1,00; H-3], 7,38 [m;
3,00; H-6; H-3’/H-5"], 7,29 [t; 1,00; H-5], 7,21 [t; 1,00; H-4"].

BC RMN [DMSO-d, 8/ppm]: 176,03 [C=S], 154,81 [C-7a], 151,26 [C-2], 138,93 [C-1'], 132,66
[HC=N], 128,25 [C-3'], 127,99 [C-3a], 126,21 [C-6], 125,53 [C-2'], 125,47 [C-4’], 123,71 [C-5],
121,97 [C-4], 111,47 [C-7], 109,59 [C-3].

FTIR [KBr, cm™]: 3304 (estiramento N-H), 3126 (estiramento C-H aromatico), 1612
(estiramento C=N), 1535 (estiramento C=C), 1251 (estiramento C=S).

UV-Vis [DMSO, Amax/nm (g/M™*cm™)]: 352 (15100); 363 (14500).

6.3.5. Tentativas de sintese do ligando HL*
NO,
: s (E)- (5-nitro-2-benzofurano-2-carboxilideno)-3-fenilhidrazinacarbotiamida)

N7 N
H H

Procedimento A) Adicionaram-se ao acido 5-nitro-2-benzofurano-2-carboxilico (0,50g;

2,4Ammol), 2gotas de DMF seca e rapidamente cloreto de tionilo (0,5mL). A mistura foi
aquecida a aproximadamente 60°C durante 6h30. Passado o tempo de reagdo arrefeceu-se a
mistura reacional até & temperatura ambiente e deixou-se a secar. Esta reagao foi repetida

duas vezes.

N&do se conseguiu chegar ao composto pretendido, pelo que ndo se continuou com a

caracterizagao.

Procedimento B) A uma solu¢do de acido 5-nitro-2-benzofurano-2-carboxilico (0,5g;

2,4mmol) em THF seco (14mL), adicionou-se, lentamente e sob agitacdo, uma solugdo de
NaBH, (0,137g; 3,6mmol) em THF seco (7mL). De seguida, adicionou-se, gota a gota, uma
mistura de THF seco (3mL) e BF3.Et,0 (5mL). Colocou-se a refluxo durante 4h a temperatura de

60°C.

96



6. Descrigcdo Experimental

Apds esse tempo de reaccdo, a mistura foi arrefecida e colocou-se sobre gelo.
Adicionou-se agua destilada (6mL) até atingir a temperatura de 102C. Apds 10 minutos, o THF
foi evaporado, e adicionou-se diclorometano (10mL) sob agitacdo durante mais 1h. Apds o
tempo de agitacdo, lavou-se com uma solucdo saturada de cloreto de sddio, separou-se a fase
de organica e extraiu-se a fase aquosa com diclorometano (3vezes). Secaram-se as fases
organicas combinadas com o sulfato de sddio anidro, filtrou-se e levou-se ao evaporador
rotativo. ”’

Esta reacao foi repetida duas vezes, uma das vezes foi realizada em atmosfera inerte.

Ndo foi possivel obter o composto pretendido, pelo que ndo se continuou a

caracterizagao.

6.4.Sintese do precursor cis-bis(2,2’-bipiridina)dicloro ruténio(II) [cis-
Ru(bipy)2Cl:]

A sintese do precursor cis-Ru(bipy),Cl, foi realizada de acordo com o procedimento
descrito por B.P. Sullivan D.J. Salmon e T.J. Meyer® e foi repetida sete vezes, de acordo com a
necessidade de sintetizar mais quantidade dos complexos de Ruténio. Apresenta-se em

seguida uma sintese padrao.

Uma mistura de RuCl;xH,0 (0,4g; 1,91mmol), 2,2’-bipiridina (0,56g; 3,82mmol) e LiCl
(0,0054g; 0,1282mmol) foi aquecida a refluxo durante 8h em DMF seco (7mL). Concentrou-se
a mistura por evaporacdo de alguma DMF, adicionou-se 35mL de acetona e deixou-se a
solugdo resultante a 02C durante uma noite. Adicionou-se uma mistura de acetona e
diclorometano de modo a facilitar a evaporagdao da DMF. O sdlido resultante foi lavado com
agua, éter dietilico (3vezes) e posteriormente seca a vacuo, dando origem a um sdélido amorfo

roxo escuro.
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6. Descrigcdo Experimental

RuCl3.XH20
- LiCl
2¢ N \ / > Ru
—N N DMF I ‘CI
refluxo CI
t=8h

cis-(bpy),RuCl,

Esquema 6.2 - Esquema de sintese do precursor cis-(bipy),RuCl,.

Rendimento: 79,3% (258mg).

'H RMN [DMSO-d;, (CHs),Si, 8/ppm]: 9,94 [d; 1,00; H-6], 8,61 [d; 1,00; H-3], 8,45 [d; 1,00; H-3'],
8,04 [t; 1,00; H-4], 7,75 [t; 1,00; H-5], 7,66 [t; 1,00; H-4’], 7,48 [d; 1,00; H-6'], 7,08 [t; 1,00; H-
5'].

3C RMN [DMSO-d, 6/ppm]: 160,31 [C-2'], 158,30 [C-2], 153,30 [C-6], 152,13 [C-6’], 134,83 [C-
4], 133,56 [C-4'], 125,56 [C-5], 125,44 [C-5'], 123,0 [C-3'], 122,60 [C-3].

6.5.Sintese dos complexos de Ru(Il)

6.5.1. Procedimento geral de sintese

A uma solugdo de cis-(bipy),RuCl, em acetona (20mL), adicionou-se, sob agitacdo, 2
equivalentes de AgCF;SO; e deixou-se a reagir durante cerca de 1h, tendo-se observado a
formacgao de um precipitado branco de AgCl. Adicionou-se de seguida 1 equivalente de ligando
e aqueceu-se a refluxo durante 4h. O precipitado de AgCl foi separado por filtragao e a solugdo
avermelhada obtida foi evaporada sob pressdo reduzida. Recristalizou-se o produto com os
solventes adequados. O produto assim obtido foi adicionalmente purificado por dissolugao
num solvente apropriado, filtracdo sobre celite e evaporacdo do solvente sob pressdo

reduzida.
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6. Descrigcdo Experimental

AgCF3SO3
Acetona Rul__ (CF3505),
+ L R L
refluxo L_/
t=4h

Esquema 6.3 - Esquema geral da sintese dos compl_exos de ruténio (L=HI?, HLZ, HL3).

Na tabela6.2 reinem-se as condicdes reaccionais especificas para a sintese de cada

complexo de ruténio.

Tabela 6.2 - CondigGes reacionais para a sintese dos complexos de ruténio.

Ligando cis-(bipy), AgCF;SO; Tempode Solventes de  Rend.
(quantidade (quantidade (quantidade reac¢ao  Recristalizagao (m)
quimica) quimica) quimica) (a refluxo)
*DCM-ETDT
0,2mmol 0,2mmol 0,4mmol (2:3) 9,55 %
1 (0,0603g) (0,0969g) (0,1653g) ah *DCM-HEX (19,2mg)
(1:3)
2 0,2mmol 0,2mmol 0,4mmol 4h *DCM-ETDT 10,5%
(0,069g) (0,100g) (0,130g) (1:3) (21,4mg)
*DCM-ETDT
3 0,2mmol 0,2mmol 0,4mmol 4h (1:3) 12,3%
(0,0750g) (0,0980g) (0,137g) *DCM - HEX  (24,8mg)
(1:3)

*Para a recristalizagdo, s6 o DCM e o HEX é que foram secos

Nas secc¢Oes seguintes resumem-se os resultados da caracterizagdao de cada composto

sintetizado.
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6. Descrigcdo Experimental

6.5.2. Complexo 1

Ru
™~ 7" “N-CHj

T\
\_N
@Nﬁ

Esta reacdo foi repetida duas vezes.

CF4SO0; [Ru(bipy),(HL")][CF5S0s],

|
S,
H

Estado fisico: sélido amorfo vermelho.

Andlise Elementar, experimental (calculado para [Ru(bipy),(HL')[CF3SOs], . % CH,Cl,, ou seja,
C37H30NsS:06RUFs. % CH,Cly): C 44,2 (44,11); H 2,9 (2,98); N 10,55 (10,69); S 9,0 (9,17).

'H RMN: [DMSO-ds, (CHs).Si, /ppm]: 11,81 [s; 1,00; H-1], 9,71 [d; 1,00; bipy a)-6], 9,47 [s;
1,00; C=N-N-H], 8,85 [d; 1,00; bipy a)-3'], 8,79 [d; 1,00; bipy a)-3], 8,75 [d; 1,00; bipy b)-3], 8,68
[d; 1,00; bipy b)-3'], 8,64 [d; 1,00; H-2]; 8,44 [d; 1,00; bipy b)-6], 8,24 [t; 1,00; bipy a)-4’], 8,13
[t; 1,00; bipy a)-4], 8,10 [t; 1,00; bipy b)-4], 7,96 [t; 1,00; bipy b)-4’], 7,82 [m; 1,00; bipy a)-6'],
7,80 [m; 1,00; bipy a)-5], 7,74 [d; 1,00; bipy b)-6’]; 7,67 [t; 1,00; bipy b)-5], 7,64 [d; 2,00; H-
2’/H-6"], 7,62 [t; 1,00; bipy a)-5’]; 7,36 [d; 5,00; H-7]; 7,34 [m; 1,00; bipy b)-5’]; 7,28 [m; 2,00;
H-3’/H-5’]; 7,11 [t; 1,00; H-6]; 6,99 [t; 1,00; H-4’]; 6,96 [t; 1,00; H-5]; 6,65 [d; 1,00; H-4]; 6,60 [s;
1,00; N=C-H].

3C RMN [DMSO-ds, 8/ppm]: 157,10 [bipy a)-2], 157,09 [bipy a)-2’], 156,99 [bipy b)-2], 156,70
[bipy-b)-2], 152,58 [bipy a)-6], 151,09 [bipy b)-6], 150,85 [bipy b)-6’], 150,05 [bipy a)-6'],
141,81 [C=N]; 136,76 [bipy a)-4’], 136,09 [bipy a)-4], 135,90 [bipy b)-4’], 135,05 [bipy b)-4],
134,91 [C-7a], 131,14 [C-2], 128,39 [C-3'], 127,45 [bipy a)-5’], 126,51 [bipy a)-5], 126,20 [bipy
b)-5’], 125,63 [C-3a], 123,40 [bipy b)-3], 122,50 [bipy a)-3’], 122,12 [C-6], 121,80 [C-5], 121,76
[C-4’], 120,41 [C-2'], 115,56 [C-4], 111,90 [C-7].

FTIR [KBr, cm™]: 3111 (estiramento C-H aromdtico), 1600 (estiramento C=N), 1255
(estiramento C=S), 1255+636 (vibracdo CF3SO3), 472 (vibracdo Ru-N), 418 (vibragdo Ru-S).
UV-Vis [DMSO, Améx/nm (g/M™*cm™)]: 353 (45400); 396 (39800); 461 (28300); 519 (21100);
581 (14000).
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6.5.3. Complexo 2

[Ru(bipy),(HL?)][CF3S0;],
CF;S0;

Esta reacao foi repetida duas vezes.

Estado fisico: sélido amorfo vermelho.

Analise Elementar, experimental (calculado para [Ru(bipy),(HL*)[CFsSO;], . CH,Cl,, ou seja,
CsgH3,NgS306RUFg. CH,Cl,): C 43,75 (45,93); H 2,9 (3,16); N 10,35 (10,99); S 9,0 (9,91).

'H RMN: [DMSO-ds, (CH5),Si, 8/ppm]: 9,69 [d; 1,00; bipy a)-6], 9,43 [s; 1,00; PhN-H], 8,84 [d;
1,00; bipy a)-3’], 8,78 [m; 1,00; bipy a)-3], 8,75 [m; 1,00; bipy b)-3], 8,67 [d; 1,00; bipy b)-3"],
8,54 [s; 1,00; H-2]; 8,40 [d; 1,00; bipy b)-6], 8,22 [t; 1,00; bipy a)-4’], 8,11 [m; 1,00; bipy a)-4],
8,10 [m; 1,00; bipy b)-4], 7,96 [t; 1,00; bipy b)-4’], 7,80 [d; 1,00; bipy a)-5], 7,79 [d; 1,00; bipy
a)-6’1, 7,74 [d; 1,00; bipy b)-6]; 7,69 [t; 1,00; bipy b)-5], 7,61 [m; 2,00; H-2’/H-6'], 7,59 [m;
1,00; bipy a)-5’]; 7,45 [d; 1,00; H-7]; 7,34 [m; 3,00; bipy b)-5’; H-3’/H-5']; 7,17 [t; 1,00; H-6];
7,04 [m; 1,00; H-4']; 7,01 [m; 1,00; H-5]; 6,66 [d; 1,00; H-4]; 6,53 [s; 1,00; N=C-H]; 3,69 [s; 1,00;
H-1].

3C RMN [DMSO-ds, 8/ppm]: 176,36 [C=S], 157,17 [bipy a)-2], 157,13 [bipy a)-2’], 157,01 [bipy
b)-2’], 156,78 [bipy b)-2], 152,66 [bipy a)-6], 151,26 [bipy b)-6], 151,13 [bipy b)-6’], 150,35
[bipy a)-6'], 141,55 [C=N-H]; 141,45 [C-1'], 136,97 [bipy a)-4’], 136,22 [bipy a)-4], 135,98 [bipy
b)-4], 135,54 [C-7a], 135,44 [bipy b)-4], 135,07 [C-2], 128,49 [C-3’], 127,45 [bipy a)-5'], 127,08
[bipy b)-5], 126,75 [bipy a)-5], 126,42 [bipy b)-5’], 125,93 [C-3a], 124,08 [bipy a)-3], 123,79
[bipy b)-3], 123,63 [bipy a)-3'], 123,25 [bipy b)-3’], 122,55 [C-6], 122,45 [C-4'], 121,29 [C-2'],
120,77 [C-5], 116,09 [C-4], 110,61 [C-7], 32,82 [CH3].

FTIR [KBr, cm™]: 3076 (estiramento C-H aromatico), 1598 (estiramento C=N), 1253
(estiramento C=S), 1253+636 (vibragdo CF3S0;), 516 (vibragdo Ru-N), 420 (vibragdo Ru-S).
UV-Vis [DMSO, Améx/nm (g/M™cm™)]: 362 (39800); 399 (34900); 462 (24400); 518 (15000);
570 (72200).
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6.5.4. Complexo 3

CF3S0; [Ru(bipy),(HL*)][CF3S0s],

Esta reacdo foi repetida duas vezes.

Estado fisico: sélido amorfo vermelho.

Anilise Elementar, experimental (calculado para [Ru(bipy),(HL?)[CF3SOs), . % CH,Cl,, ou seja,
Cs7H29N7S305RuFg. % CH,Cl,): C 43,7 (43,47); H 2,85 (2,87); N 8,85 (9,16); S 9,0 (8,98).

'H RMN [DMSO-d;, (CHs),Si, 8/ppm]: 9,97 [s; 1,00; PhN-H], 9,55 [d; 1,00; bipy a)-6], 8,83 [d;
1,00; bipy a)-3; bipy a)-3’], 8,76 [d; 1,00; bipy b)-3], 8,68 [d; 1,00; bipy b)-3'], 8,38 [d; 1,00; bipy
b)-6], 8,17 [m; 1,00; bipy a)-4], 8,16 [m; 1,00; bipy a)-4'], 8,13 [m; 1,00; bipy b)-4], 7,98 [t; 1,00;
H-3], 7,96 [t; 1,00; bipy b)-4’], 7,84 [t; 1,00; bipy a)-5], 7,73 [t; 1,00; bipy a)-6'], 7,72 [t; 1,00;
bipy b)-5]; 7,65 [m; 3,00; bipy b)-6’; H-2’/H-6"], 7,53 [m; 1,00; bipy a)-5’], 7,52 [m; 1,00; H-4];
7,45 [d; 1,00; H-7]; 7,36 [m; 1,00; H-3’/H-5], 7,33 [m; 1,00; bipy b)-5’], 7,31 [m; 1,00; H-6], 7,24
[t; 1,00; H-5]; 7,10 [t; 1,00; H-4'], 6,53 [s; 1,00; N=C-H].

C RMN [DMSO-ds, 8/ppm]: 180,49 [C=S], 152,96 [bipy a)-6], 151,31 [bipy b)-6], 150,96 [bipy
b)-6], 150,11 [bipy a)-6], 136,75 [C=N-H], 136,55 [bipy b)-4’], 136,11 [bipy a)-4], 128,58 [C-3],
123,22 [C-4'], 121,82 [C-4], 121,66 [C-2'], 112,32 [C-3], 111,17 [C-7].

FTIR [KBr, cm™]: 3145 (estiramento C-H aromdtico), 1593 (estiramento C=N), 1255
(estiramento C=S), 1255+636 (vibracdo CF3SO3), 570 (vibracdo Ru-N), 516 (vibragdo Ru-S).
UV-Vis [DMSO, Améx/nm (g/M™*cm™)]: 351 (67500); 386 (59000); 452 (36300); 477 (34400);
554 (10100).

6.6.Sintese dos complexos de Cobre

A sintese dos complexos de cobre foi efectuada sem recurso a técnicas de Schlenk,
utilizando solventes de grau de pureza p.a. sem pré-secagem. Os complexos foram obtidos a
partir de cloreto de cobre(ll) tal como sumarizado no esquema6.4. Estas reac¢des sdo descritas

pormenorizadamente em seguida.
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6. Descrigcdo Experimental

A uma solucdo de ligando tiosemicarbazona em etanol (15mL) adicionou-se uma

solucdo de CuCl, em etanol (5mL) e colocou-se a mistura reaccional sob refluxo durante 4h.

Deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente e filtrou-se a solugdo sob vacuo, obtendo-se

um precipitado amarelo.

CuCl, + 2L

—_—
Refluxo

t=4h

Cu

Cl

Esquema 6.4 - Esquema geral da sintese dos complexos de cobre (L=HLY, HL?, HL)

Na tabela6.3 reinem-se as condicdes reaccionais especificas para a sintese de cada

complexo de cobre.

Tabela 6.3 - Condi¢Ges reacionais para a sintese dos complexos de cobre.

Ligando CucCl, Tempo de
(quantidade (quantidade reac¢ao Rendimento
quimica) quimica) (a refluxo) m)
37,76 %
4 2,5mmol (0,7311g) 1 25mmol (0.1653 4h
’ (0,1653¢) (324,9mg)
5 2,5mmol (0,7710g)) 1,25mmol (0,1680g) 4 h 50,96 %
(474,2mg)
6  2,5mmol (0,7390g)  2,5mmol (0,7390g) 4h 54,32%
(487,8mg)

Nas sec¢des seguintes resumem-se os resultados da caracterizagdo de cada composto

sintetizado.
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6.6.2. Complexo 4

N Cu(HLY),Cl

Sélido fisico: sélido amorfo amarelo.

Andlise Elementar, experimental (calculado para [Cu(HLY),[Cl] ou seja, [Cu(CisH1aN4S),]Cl): C
55,6 (55,89); H 4,25 (4,10); N 16,0 (16,29); S 9,0 (9,32).

'H RMN [DMSO-ds, (CHs).Si, 8/ppm]: 11,74 [s; 2,00; H-1/C=N-N-H], 9,82 [s; 1,00; Ph-N-H], 8,46
[s; 1,00; N=C-H], 8,29 [d; 1,00; H-4], 7,95 [s; 1,00; H-2], 7,55 [s; 2,00; H-2’/H-6'], 7,44 [m; 1,00;
H-71, 7,39 [m; 2,00; H-3’/H-5'], 7,24 [m; 1,00; H-4’], 7,22 [m; 1,00; H-6], 7,15 [m; 1,00; H-5].

3C RMN [DMSO-d,, 6/ppm]: 143,15 [C=N], 138,66 [C-1’], 137,07 [C-7a], 132,22 [C-2], 128,29
[C-3’], 126,23 [C-2"], 125,81 [C-4’], 123,95 [C-3a], 122,80 [C-6], 122,26 [C-4], 120,77 [C-5],
111,84 [C-7], 110,64 [C-3].

FTIR [KBr, cm™]: 3130 (estiramento C-H aromatico), 1606 (estiramento C=N), 1267
(estiramento C=S), 835 (vibracdo Cu-S), 472 (vibragdo Cu-N).

UV-Vis [DMSO, Amax/nm (e/M™*cm™)]: 285 (15400); 346 (22100).

6.6.3. Complexo 5

Cu(HL?),Cl

Salido fisico: sélido amorfo amarelo.
Anilise Elementar, experimental (calculado para [Cu(HL?),[Cl] ou seja, C34H3,NgS,CuCl): C 56,9

(57,05); H 4,4 (4,51); N 15,8 (15,65); S 9,0 (8,96).
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6. Descrigcdo Experimental

'H RMN [DMSO-d;, (CHs),Si, §/ppm]: 11,82 [s; 1,00; C=N-N-H], 9,91 [s; 1,00; Ph-N-H], 8,46 [s;
1,00; N=C-H], 8,36 [s; 1,00; H-4], 7,94 [s; 1,00; H-2], 7,70-7,0 [m; 8,00; H-2’/H-6"; H-3’/H-5’; H-5;
H-6; H-7; H-4'], 3,84 [s; 3,00; NCHz].

3C RMN [DMSO-ds, 6/ppm]: 142,43 [C=N], 138,50 [C-1’], 137,48 [C-7a], 135,68 [C-2], 128,16
[C-3], 126,23 [C-2], 125,72 [C-4’], 124,19 [C-3a], 122,74 [C-6], 122,34 [C-7], 120,92 [C-5],
110,11 [C-4], 109,45 [C-3], 32,81 [C-1].

FTIR [KBr, cm™): 3124 (estiramento C-H aromatico), 1608 (estiramento C=N), 1253
(estiramento C=S), 810 (vibracdo Cu-S), 499 (vibragdo Cu-N).

UV-Vis [DMSO, Améx/nm (e/Mcm™)]: 285 (545); 359 (705).

6.7.Estudo de espectroscopia de Ultravioleta-Visivel dos complexos (1)-
(5) e estudo de estabilidade dos complexos (1)-(3)

Nos estudos de caracterizacdo por espectroscopia de Ultravioleta-Visivel, os solventes
utilizados foram etanol, acetonitrilo, diclorometano, dimetilsulféxido, DMF e metanol, tendo
as leituras sido feitas ao ar e 8 temperatura ambiente. A concentracdo das solugdes utilizadas
para tracar os espectros encontram-se na gama dos 10°M a 10°M e o intervalo de

comprimento de onda observado foi 200-900nm.

O estudo de estabilidade dos complexos foi feita recorrendo a espectroscopia de
Ultravioleta-Visivel. No estudo de estabilidade dos complexos utilizou-se meio celular (DMEM).
O comportamento dos compostos foi seguido durante 24h, depois da dissolugdo no meio
celular, sendo que as primeiras leituras foram feitas de 15 em 15 minutos até se completar a
primeira hora. De seguida, foram feitas leituras de hora a hora até de completar as 7horas; e

por fim realizou-se ainda uma ultima medigdo, 24horas depois de se ter iniciado o estudo.

6.8.Estudo de viabilidade celular em linhas celulares tumorais humanas

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Centro de Ciéncias Tecnoldgicas e
Nucleares (C2TN-IST) pela Dr2 Fernanda Marques, tendo sido utilizadas linhas celulares
MDAMB231 e A2780, e a citotoxicidade avaliada pelo ensaio de MTT (Brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium). A citotoxicidade dos compostos foi quantificada
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6. Descrigcdo Experimental

(quando possivel) e calculado o respectivo ICsy, tendo por base a andlise dos resultados de
dose-resposta. Os resultados da viabilidade celular correspondem a média e desvio padrao de

pelo menos 3 replicados, obtidos para os periodos de exposicao de 24 e 72horas.
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7. Conclusoes e perspetivas futuras

Com o aumento de casos de cancro por todo o mundo, é cada vez mais necessdrio ter
novos métodos de tratamento para esta doenca e, neste sentido, a investigacdao na area de
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos anti-cancerigenos é de uma enorme

importancia.

No dmbito desta tese foram sintetizadas trés tiossemicarbazonas, (E)-2-((1H-indol-3-
il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)-HL?, ((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-
fenil-hidrazinacarbotioamida)-HL> e (E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazina
carbotioamida)-HL® (duas das quais novas), com o objetivo de se avaliar a sua eventual
atividade citotéxica em linhas celulares neopldsicas e de serem utilizadas como ligandos na
sintese de complexos de ruténio e de cobre. As tiossemicarbazonas foram extensivamente
caracterizadas por RMN, FTIR, UV-Vis, ESI-MS e AE, tendo-se concluido que todas elas se
apresentam na forma neutra tiona, com geometria E a volta da ligacdo C=N, e conformacdo

syn com respeito a estereoquimica entre o atomo de exofre e o0 azoto iminico.

Neste trabalho foram também sintetizados trés novos complexos de ruténio(ll), os
complexos 1, 2 e 3, usando as tiossemicarbazonas, HL', HL? e HL® e como co-ligando a 2,2’-
bipiridina. Os complexos foram obtidos a partir do precursor cis-[Ru(bipy),Cl,], também
sintetizado e caracterizado neste trabalho. A caracterizagdo destes compostos foi feita usando
técnicas de RMN, FTIR, UV-Vis, ESI-MS, AE e adicionalmente métodos eletroquimicos de

voltametria ciclica.

Os resultados obtidos permitem propor que a formulagdo dos complexos seja
[(bipy),Ru(HL)][CF3S03],, com a tiossemicarbazona neutra (HL) coordenada de um modo
bidentado através do atomo de enxofre (sob a forma de tiona, C=S) e do azoto iminico. O
rendimento da sintese destes complexos foi baixo devido ao dificil processo de purificacdo que

envolveu vdrias recristalizagdes sucessivas.

Foram ainda sintetizados dois novos complexos de cobre, complexos 4 e 5, utilizando
. . . 1 2 . ..
como ligandos as tiossemicarbazonas HL™ e HL®, que foram caracterizados preliminarmente,
usando as mesmas técnicas que para os complexos de ruténio. A analise dos resultados

obtidos permitiu propor que a sua formulagdo seja do tipo [Cu(HL),]Cl, encontrando-se a
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tiossemicarbazona coordenada na sua forma neutra (HL) e, portanto, o cobre no estado de
oxidagdo (I). Foi possivel ainda sintetizar um terceiro complexo de cobre, complexo 6, com o
ligando tiossemicarbazona HL?, para o qual n3o se conseguiu uma concordancia inequivoca
entre as varias técnicas utilizadas para estabelecer a sua formulagdo. E possivel que este
complexo ndo seja estavel (ao ar e em solugdo) e que a dificuldade na sua caracterizagdo pelas

técnicas mencionadas seja consequéncia dessa instabilidade.

Foram realizados estudos de estabilidade para os complexos de Ru(ll) em 1% de DMSO
e 99% de meio celular DMEM tendo-se verificado que os complexos sdo estaveis nas primeiras

6h em solugdo.

A citotoxicidade das tiossemicarbazonas HL? e HL® e dos respetivos complexos de Ru(ll), os
complexos 2 e 3, foi avaliada nas linhas celulares A2780 (carcinoma humano do ovario) e
MDAMB231 (adenocarcinoma humano da mama), usando um ensaio colorimétrico baseado
no corante de tetrazélio MTT. Das medidas de viabilidade celular determinadas as 24h de
incubacdo para as células A2780, pode concluir-se que ambos os ligandos ndo apresentam
citotoxicidade aprecidvel, mas que os complexos 2 e 3 ja sdo bastante ativos, com valores de
ICso de (1.96£0.45) uM e de (6.49+0.99) uM, respetivamente. Apés uma incubagdo de 72h, os
valores de ICs, obtidos para os compostos nas células A2780 revelaram que o ligando HL?
atinge valores de citotoxicidade comparaveis aos da cisplatina (4.5£1.7uM), e que para o
complexo 2 se obtém valores bastante melhores (0.15+0.04uM) do que para este farmaco de
controle. Quer o ligando HL? quer o complexo 2 se revelaram extremamente ativos quando
testados em células altamente agressivas do cancro da mama triplo-negativo, MDAMB231,
com valores de ICsq (4.4941.4) uM e (0.11+0.02) uM respetivamente, na avaliagdo as 72h de

incubacdo, ultrapassando largamente o valor da cisplatina.

Relativamente a trabalhos futuros, para completar os estudos apresentados nesta
tese, propde-se: i) utilizar novas abordagens sintéticas de modo a poder obter a
tiosemicarbazona HL?; ii) otimizar a sintese e purificacdo dos complexos de ruténio de modo a
melhorar o seu rendimento; iii) optimizar as condi¢des de sintese do complexo 6, o complexo
de cobre com o ligando HL?, de modo a permitir uma caraterizacdo exaustiva e inequivoca da
sua estrutura; iv) complementar a caracterizagdo ja efetuada para os complexos de cobre 4e 5
com estudos de EPR e medidas de suscetibilidade magnética a temperatura ambiente, de
modo a confirmar o estado de oxida¢do do ido metdlico nestes complexos, e estudos ao longo
do tempo para esclarecer se os complexos sdo isolados na forma Cu(l) moderadamente

estavel, passando com o tempo a Cu(ll).
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No que se refere a actividade dos compostos tiosemicarbazona e dos seus complexos
de Ru(ll), os resultados ja obtidos neste trabalho devem ser complementados com testes de
citotoxicidade para os ligandos HL' e HL?, para o precursor e para o complexo 1 nas mesmas
linhas celulares (e aos mesmos tempos de incubagdo) em que foram testados o ligando HL® e
os complexos 2 e 3. Serd interessante testar também a actividade dos complexos de cobre
nestas linhas celulares, e eventualmente expandir os estudos de actividade a mais linhas

humanas tumorais.

Propde-se estudar o efeito dos compostos numa linha celular humana sauddvel, para
tentar compreender qual a sua selectividade, se serd mais activo para células cancerigenas ou

para células saudaveis.

Para os compostos ja testados (e para os restantes que se revelarem ativos), o passo
seguinte serd tentar perceber o seu modo de agdo, ou seja, interessa saber como o composto

se distribui nas células e onde poderao estar os seus alvos celulares.

Este trabalho demonstrou que a familia de compostos aril tiosemicarbazonas e os seus
complexos, em concreto os de Ru(ll) com o fragmento [Ru(bipy);], sdo muito promissores e

tém potencial para desenvolvimento futuro como agentes anticancerigenos.
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Anexo 2.2 - Espetro de RMN Bcda ((E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida) em
DMSO-d® (ligando HLY).
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Anexo 2.3 - Espetro de DEPT da ((E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida) em
DMSO-d° (ligando HLY).
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Anexo 2.4 - Espetro de COSY da ((E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida) em

DMSO-d® (ligando HLY).
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Anexo 2.5 - Espetro de HMBC da ((E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida) em

DMSO-dE(Iigando HLY).
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Anexo 2.6 - Espetro de HMQC da ((E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida) em

DMSO-d® (ligando HLY).
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Anexo 2.7 - Espetro de NOESY da ((E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida) em

DMSO-d°( ligando HLY).
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Espectroscopia de RMN do ligando HL2
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Anexo 2.9 - Espetro de RMN Bcda ((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida) em DMSO-d° (ligando HLZ).
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Anexo 2.10 - Espetro de DEPT da ((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)
em DMSO-d° (ligando HLY).
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Anexo 2.11 - Espetro de COSY da ((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)
em DMSO-d° (ligando HLZ).
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Anexo 2.12 - Espetro de HMBC da ((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida) em DMSO-d° (ligando HL?).
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Anexo 2.13 - Espetro de HMQC da ((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida) em DMSO-d® (ligando HLZ).
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Anexo 2.14 - Espetro de NOESY da ((E)-2-((1-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida) em DMSO-d° (ligando HL?).
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. Espectroscopia de RMN do ligando HL3

Anexo 2.16 - Espetro de RMN “°C da (E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida) em DMSO-d® (ligando HL?).
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Anexo 2.17 - Espetro de DEPT da (E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)
em DMSO-d° (ligando HL?).
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Anexo 2.18 - Espetro de COSY da (E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)
em DMSO-d° (ligando HL?).
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Anexo 2.19 - Espetro de HMBC da (E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida) em DMSO-d° (ligando HL?).
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Anexo 2.20 - Espetro de HMQC da (E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida) em DMSO-d® (ligando HL3).
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Anexo 2.23 - Espetro de IV do (E)-2-((2,3-dihidrofuran-3-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida)



V. Espectroscopia de RMN do precursor cis-[Ru(bipy)zClz]
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Anexo 3.1 - Espetro de RMN "H do composto de partida cis-[Ru(bipy),Cl,].
L1600
moOR A2 & iR 2% 81
g B g L g RBA
| (I MY 1400
1200
i 28 1 fuooo
Y/ |
800
= o=
Yo o U
! | 600
L
400
3 3 kn ® m o
o oo o v (SIS
| | [ }Il | [ I 200
———. J h l i .Lw s AU A A e e I l“ “..".“.Jh»—iuwmwm-
-0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
164 160 156 152 148 144 140 136 132 128 124 120
f1 (ppm)

Anexo 3.2 - Espetro de RMN Bcdo composto de partida cis-[Ru(bipy),Cl.].
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Anexo 3.3 - Espetro de COSY do composto de partida cis-[Ru(bipy),Cl,].
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Anexo 3.4 - Espetro de HMBC do composto de partida cis-[Ru(bipy),Cl,].
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Anexo 3.5 - Espetro de HMQC do composto de partida cis-[Ru(bipy),Cl,].

F1 (ppm)



VL. Espectroscopia de RMN do complexo 1

e A 213
LY AN~ N VAR VA P SO S I VAN 7T 600
500
400
300
200
100
[ o o
0 88 87 86 85 84 83 82 81 8.0 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65
1 (ppm)
— —+2
1200
E 1000
800
. [ l (CF3503)Z]
T = 400
o oz | , '
= B z |
L r I 1ne 1 TTT W T OIT ¥ [°
lll.ﬂ 11‘.5 ll‘.ﬂ 1ﬂ‘.5 IU‘.U IS Qiﬂ ) b" B‘.ﬂ 7.‘5 /Iﬂ 5‘.5
fL (ppm)
1 . 1
Anexo 3.6 - Espetro de RMN “H do [Ru(bipy),(HL")][CF3SOs], (complexo 1).
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Anexo 3.7 - Espetro de COSY do [Ru(bipy),(HLY)][CFsSOs], (complexo 1).
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Anexo 3.8 - Espetro de HMBC do [Ru(bipy)z(HLl)][CF3503]2 (complexo 1).

I .ILWJ\LU.MJ\MkMJLMJI |

el

100 5.5 50 5.5 5.0 7.5 7.0 6.5 5.0 55
f2 {ppm)
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Anexo 3.11 - Espetro de COSY do [Ru(bipy)z(HLz)][CF3SO3]2 (complexo 2).
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Anexo 3.12 - Espetro de HMBC do [Ru(bipy)z(HLz)][CF3$03]2 (complexo 2).
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Anexo 3.13 - Espetro de HMQC do [Ru(bipy),(HL?)][CF3S05], (complexo 2).
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Anexo 3.14 - Espetro de RMN 'H do [Ru(bipy)z(HLs)][CF3$O3]2 (complexo 3).
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Anexo 3.15 - Espetro de RMN Bcdo [Ru(bipy)z(HL3)][CF3503]2 (complexo 3).
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Anexo 3.16 - Espetro de COSY do [Ru(bipy)z(HL3)][CF3SO3]2 (complexo 3).
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Anexo 3.17 - Espetro de HMQC do [Ru(bipy)z(Hla)][CF3503]2 (complexo 3).

F1 (ppm)

F1 (ppm)



Espectroscopia de IV do precursor cis-[Ru(bipy)zCl: e dos

complexos 1,2 e 3
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Anexo 3.18 - Espetro de IV do composto de partida cis-[Ru(bipy),Cl,].
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Anexo 3.19 - Espetro de IV do [Ru(bipy)z(HLl)][CF3503]2 (complexo 1).
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nexo 3.20 - Espetro de o [Ru(bipy), 3503], (complexo 2).
A 3.20-E de IV do [Ru(bi )(HLZ)][CF SOs], ( | 2)



——— T T T
T I I I I L
) 4 + + =]

L= ] [
e T 1 1 1 K5
[ | | |
e — | i |
| e . |
[J— i | F
(I S | | L
- : 1 1

I S — e STt [ S | 3
[ — = 1 1
S 1 1 1 1 I—J.I
| I I I L
[ i | | |
[ S— | | | F
[ | | |
| | | | =]

R e [ S N I -
R e ; =

e i | ] =
[—— | | |

1 1 1 1 1 r

] — - L 1 -

| e |

| e—— | =}
I ] —— I o

F=-r mmmmmm = i— —

1 L T Ty w_
| i | |

| | | k

i i i

o ' 1 1 r

| o : i .W

F--r et Tt To- - T--—- o
1 [ - —t B— | )
1 —+ - T F

| i L
I ; i i
0 i | | F
(- | | | L
L J i i 2
1 1 1 1 [l
1 1 1 1 T
| | | | L
| | | |
| | | | L
] ] ] ]
=l
H H H H =]
T T T T =1
| | | | L&
| | | |
1 1 1 1 [
| | | | L
| | | |
1 1 1 1 =]
1 1 1 | o

== b T===="" T==77T N
| ] | ] L
1 1 1 1 ™
| | | | F
| | | | N
| | | |
| | | | o
| | | |

L4 R A i 18
i | i i
] ] ] ] e
| | | | L
| | | |
| | | | F
| | | | L
1 1 1 1 2

M Tt I T [
| | | ] Foi
| | | | [

] ] ] ]

| : | | F

| ! | |

| | | | rs

I [ S N I L
[ 1 [ [ =
] ] 1 1 F
| | | | [
| | | |
| | | | L
| | | |
] ] ] ] =]
I ] ] 1 o

== i b T ===="" T==77T ]
1 T 1 1 1 (321
| | | | |
v | | | | F
8 | | | | L
i | | | |
[ | | | ' [

1 1 1 1 1 1=

e e H=---- - to--mmm- o= B
= 1 1 ! i [
| | | | |
b | | | | L
[ I I I I
] = ] ] ] ] [
PR “ “ Core

RS He - e ——— ————— -
T | | | | =]
(- | | | | r
[ | | | L
= | | | |
[ 1 1 1 1 F
1] i | | |
1 | | | | =]

e =
[ [ [ F
= [Te] [Ty}
.ml o~ =] =] m
[=}] (=]

1/cm

Anexo 3.21 - Espetro de IV do [Ru(bipy)z(HLs)][CF3SO3]2 (complexo 3).
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Anexo 3.22 — Espetro eletrénico do complexo [Ru(bipy),(HL")][CF3S0s], em dimetilsulféxido e

diclorometano.
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Anexo 3.23 — Espetro eletrénico do complexo [Ru(bipy),(HL?)][CF5SO;], em dimetilsulfoxido e
diclorometano.
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Anexo 3.24 — Espetro eletréonico do complexo [Ru(bipy)z(HLS)][CF3SO3]2 em dimetilsulféxido e
diclorometano.



Absorvancia

-
N

Absorvancia

Complexol

1 Complexo 2
0,8 = Complexo 3
0,6

0,4

0,2

0 T T T T T T T T T T T T T T T } T T

270 370 470 570 670 770 870
A/ nm
Anexo 3.25 — Espetro electrénico dos complexos [Ru(bipy),(HL)][CF3SO3], em DMSO
(Ccomplexo 1=8;70X10_6M ; Ccomplexo 2=9'55X10-6M; Ccomplexo 3=6:70X10_6M)-
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Figura 3.26 — Espetros electrdnicos dos trés complexos [Ru(bipy),(HL)][CF3SO3], em DCM.
(Ceompiexo 1=2,12X10°M ; Ceomplexo 2=9,55X10 °M; Ceompiexo 3=1,41x10°M).



XI. Espectroscopia de massa (ESI-MS) dos complexos 1,2 e 3
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Anexo 3.27 — Espetro de massa do [Ru(bipy),(HL")][CF5SOs], (complexo 1).
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Anexo 3.28 — Espetro de massa do [Ru(bipy)z(HLz)][CF3503]2 (complexo 2).
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Anexo 3.29 — Espetro de massa do [Ru(bipy)z(HLs)][CF3$03]2 (complexo 3).
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Anexo 4.1 - Espetro de RMN “H do [Cu(CI)(HL")] (complexo 4)
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Anexo 4.2 - Espetro de RMN 13C/APT do [Cu(CI)(HLl)] (complexo 4).
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Anexo 4.3 - Espetro de COSY do [Cu(Cl)(HLY)] (complexo 4).
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Anexo 4.4 - Espetro de HMBC do [Cu(Cl)(HL")] (complexo 4).
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Anexo 4.5 - Espetro de HMQC do [Cu(CI)(HLl)] (complexo 4).

F1 (ppm)



Espectroscopia de RMN do complexo 5
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Anexo 4.6 - Espetro de RMN “H do [Cu(CI)(HL")] (complexo 5).
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nexo 4.7 - Espetro de o [Cu complexo 5).
Al 4.7 -E de COSY do [C (CI)(HLZ)]( | 5)
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Anexo 4.8 - Espetro de B¢/APT do [Cu(CI)(HLz)] (complexo 5).



L

=

Fl

80 &5 80 75 70 &5 &0 _ 55 GO 45 40 35 30 25
f2 (ppm)

Anexo 4.9 - Espetro de HMQC do [Cu(C)(HL?)] (complexo 5).
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Espectroscopia de IV dos complexos 4 e 5
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Anexo 4.10 - Espetro de IV do [Cu(Cl),(HLY)] (complexo 4).
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Anexo 4.11 - Espetro de IV do [Cu(Cl),(HLY)] (complexo 5).
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Espectroscopia de massa (ESI-MS) dos complexos 4 e 5

Anexo 4.12 - Espetro de massa do [Cu(Cl),(HLY)] (complexo 4).
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Anexo 4.13 — Espetro

de massa do [Cu(CI)z(HLZ)] (complexo 5).




