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RESUMO

Complexos de In(I11) com ligantes polidentados derivados de bases de Schiff: propriedades
fisico-quimicas e avaliacdo de seu potencial quimioterapéutico, radioquimioterapéutico e

radiossensibilizador frente a células de tumores mamarios

No presente trabalho foram sintetizados os complexos [In(2,6AcPh)CI(H.0)] (1),
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) com 2,6-diacetilpiridina-
bis(benzoilhidrazona) (H.-2,6AcPh) e seus derivados bis(para-cloro-benzoilhidrazona) (H.-
2,6AcpCIPh) e  bis(para-toluil-hidrazona)  (H2-2,6AcpCHsPh), 0os  complexos
[In(2,6FoPh)CI(H20)] (4), [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20  (6) com 2,6-difomilpiridina-bis(benzoilhidrazona) (H2-
2,6FoPh) e seus derivados bis(para-cloro-benzoilhidrazona) (H.-2,6FopCIPh) e bis(para-
toluil-benzoilhidrazona) (H.-2,6FopCHsPh) e os complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) com 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) (H2-2,6AcSc) e 2,6-
diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona) (H2-2,6 AcTsc).

Nos complexos (1 - 8) o ligante se coordena ao metal na forma dianiénica por meio do
sistema quelante O-N-Npy-N-O nas bis(benzoilhidrazonas) e bis(semicarbazona) e pelo
sistema S-N-Npy-N-S na bis(tiossemicarbazona). As estruturas cristalograficas dos complexos
(1) e (2) mostram para ambos uma geometria bipiramide pentagonal, onde In(lll) esta
coordenado ao ligante na forma pentadentada, a um ion cloreto e a uma molécula de agua.

Pela coordenacdo hd um aumento da conjugacdo e da rigidez no ligante, o que faz com
que os complexos (1 - 6) apresentem fluorescéncia em DMSO na faixa 425-575 nm. Foram
obtidos valores de rendimento quantico menores de 1,5%, usando-se hemissulfato de quinina
como padrdo. Os compostos mostraram significativa luminosidade de fluorescéncia em razédo
da forte absorcdo na regido do UV proximo.

Amostras do precursor InCls e dos complexos (4), (6), (7) e (8), foram submetidas a
ativacdo neutronica com a finalidade de serem produzidos seus analogos radioativos *InCls,
(*4), (*6), (*7) e (*8) contendo 4™In,

Nos estudos de citotoxicidade foram empregadas trés linhagens celulares, a saber: MCF-
7 (adenocarcinoma mamario estrogeno dependente), MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario
triplo negativo) e MRC-5 (fibroblastos de pulmdo humano). Os complexos de indio(lll)

apresentaram atividade citotoxica e se observou um efeito aditivo pela combinacdo do



tratamento das células tumorais com os complexos e radiacdes ionizantes (quimioterapia com
complexos de In(I11) combinada com radioterapia a partir de uma fonte de %°Co).

O complexo (4) e seu analogo (*4) apresentaram atividade citotoxica na faixa
micromolar contra as células MCF-7, sem atingir as células sadias MRC-5, e com
citotoxicidade superior a da cisplatina. Na terapia combinada com radiacdo de uma fonte de
®9Co, 0 complexo (4) (na concentragdo de 1 pmolLt) em combinagdo com 1 Gy fez aumentar
a porcentagem de morte celular na seguinte ordem MDA-MB-231 > MCF-7 > MRC-5. Assim
o complexo (4) poderia atuar como potencial radiossensibilizador, elevando a eficacia
terapéutica da radiacdo.

Os complexos (6) e (7) ndo apresentaram atividade citotoxica frente as trés linhagens
celulares, mas seus anadlogos radioativos (*6) e (*7) mostraram-se ativos, na faixa micromolar,
frente as células MCF-7. No entanto (*6) e (*7) e a cisplatina foram igualmente ativos contra
as células saudaveis MRC-5. Na terapia combinada com radiagdo com fonte de ®°Co os
complexos (6) ou (7) aumentaram a eficacia terapéutica da radiacdo de igual forma nas células
tumorais e saudaveis, ndo podendo atuar como potenciais radiossensibilizadores.

O complexo (8), em concentracdes da faixa micromolar, mostrou-se ativo unicamente
frente as células MCF-7, enquanto o andlogo (*8) apresentou atividade citotoxica frente as trés
linhagens celulares com indices de seletividade 1S = 7,7 (ICso mrcs / 1Cs0 mcr-7) € 1S2 = 1,4
(ICs0 mrc-5 / 1Cs0 mpa-mB-231). A radioquimioterapia com o complexo (*8) resultou em uma
diminuicdo de 11,14 vezes no ICsg, frente & linhagem MCF-7, em comparagdo com a
quimioterapia com o complexo (8). Desse modo, o complexo (*8) teria potenciais aplicacdes
na radioquimioterapia de tumores de mama MCF-7 e também MDA-MB-231.

Os complexos (4) e (6) agiram como intercaladores frente ao DNA, enquanto o
complexo (8) ndo mostrou capacidade de intercalacao.

O presente trabalho constitui importante contribuicao ao estudo de compostos com acao
antineoplasica e de estratégias de acdo terapéutica contra cancer de mama estrogeno-

dependente e triplo negativo.

Palavras-chave:  bis(benzoilhidrazonas);  bis(semicarbazona);  bis(tiossemicarbazona);

complexos de In(111); complexos de 1**MIn(l11); atividade citotoxica; efeito radiossensibilizador.



ABSTRACT

Indium(111) complexes with Schiff base-derived polydentate ligands: physicochemical
properties and evaluation of their chemotherapeutic, radiochemotherapeutic, and

radiosensitizer potentials against breast tumors

In the present work complexes [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1), [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)]
(2) and [In(2,6 AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) with 2,6-diacetylpyridina-bis(benzoylhydrazone) (H»-
2,6AcPh) and its bis(para-chloro-benzoylhydrazone) (H2-2,6AcpCIPh) and bis(para-toluyl-
hydrazone) (H2-2,6 AcpCHsPh) were obtained, as well as complexes [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4),
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) and [In(2,6FopCHsPh)CI(H.0)]-H.O  (6) with 2,6-
difomylpyridine-bis(benzoylhydrazone) (H2-2,6FoPh) and its bis(para-chloro-
benzoylhydrazone)  (H2-2,6FopCIPh) and  bis(para-toluyl-benzoyllhydrazone)  (Ho-
2,6FopCHsPh)  derivatives, and  complexes  [In(2,6AcSc)CI(H.O)] (7) and
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) with 2,6-diacetylpyridine-bis(semicarbazone) (H.-2,6AcSc) and
2,6- diacetylpyridine-bis(thiosemicarbazone) (H2-2,6 AcTsc).

In complexes (1 - 8) a dianionic ligand is attached to the metal center through the O-N-
Npy-N-O chelating system in the bis(benzoylhydrazones) and bis(semicarbazone) and through
the S-N-Npy-N-S chelating system in the bis(thiosemicarbazone). The crystal structures of (1)
and (2) reveal a pentagonal bipyramidal arrangement, in which the In(111) center is bonded to a
pentadentate ligand together with a chloride ion and a coordination water molecule.

The increased conjugation and rigidity of the ligands in the complexes gives rise to
fluorescence of (1-6) in DMSO in the 425-575 nm range. The quantum yields were lower than
1.5% taking quinine hemisulphate as standard. The compounds exhibited significant
luminosities due to absorption in the near UV.

Samples of the InCls precursor and of complexes (4), (6), (7) and (8) were submitted to
neutron activation aiming to obtain the *4MIn analogs *InCls, (*4), (*6), (*7) and (*8).

The cytotoxic effects of the compounds were evaluated against MCF-7 (estrogen-
dependent mammary adenocarcinoma), MDA-MB-231 (triple negative mammary
adenocarcinoma), and MRC-5 (non-malignant human lung fibroblast) cells. The indium(lI)
complexes showed cytotoxic activity against breast tumor cells and an additive effect was
observed by the combined treatment of the cells with the complexes and ionization radiation

(chemotherapy with the In(111) complexes and radiotherapy with a °Co source).



Complex (4) and its analog (*4) exhibited higher cytotoxic activity than cisplatin against
MCEF-7 breast tumor cells at micromolar concentrations with feeble effects on MRC-5 non-
malignant cells. The combined therapy using complex (4) at 1 pmolL™ and radiation from a
0Co source and 1 Gy resulted in an increased percentage of cell death in the MDA-MB-231 >
MCF-7 > MRC-5 order. Hence, complex (4) could act as a potential radiosensitizer, by
increasing the therapeutic efficacy of radiation.

Complexes (6) and (7) did not show cytotoxic activity against the three studied cell
lineages whereas their radioactive analogs (*6) and (*7) were active at micromolar
concentrations against MCF-7 cells. However, (*6), (*7) and cisplatin proved to be equally
active against MRC-5 healthy cells. The combined therapy using radiation from a ¢°Co source
and complexes (6) or (7) resulted in increased efficacy against the tumor as well as against the
non-malignant cells, suggesting that the compounds are not able to act as potential
radiosensitizers.

Complex (8) at micromolar concentrations showed cytotoxic effects only against MCF-
7 cells while its radioactive (*8) was active against both tumor cell lineages with therapeutic
indexes TI' = 7.7 (ICso mrc-s / ICso mcr7) € TI2 = 1.4 (ICso mrcs / 1Cso mpA-MB-231).
Radiochemotherapy with (*8) resulted in an 11.14-fold decrease in ICso against MCF-7 cells
compared to the chemotherapy treatment with (8). Hence, complex (*8) could have potential
applications in the radiochemotherapy of MCF-7 and MDA-MB-231 breast tumor cells.

Complexes (4) and (6) were able to function as DNA intercalating agents while (8) did
not show intercalating capacity.

The present work constitutes an important contribution to the study of compounds with
antineoplastic activity and to the development of therapeutic strategies to treat estrogen-positive

and triple-negative breast tumors.

Keywords: bis(benzoylhydrazones); bis(semicarbazone); bis(thiosemicarbazone); In(lll)

complexes; 1™In (111) complexes; cytotoxic activity; radio-sensitizing effects.
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Figura 3.2.9. Espectros de excitagdo e de emissdo do complexo
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Figura 3.2.20. Espectros de emisséo do sistema BE - DNA (10 umolL™) na auséncia (- -
-) e presenca (—) de quantidades crescentes dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e
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Figura 3.3.12. Porcentagem de sobrevivéncia das células em funcéo da concentracéo e
doses de radiacdo do complexo [In(2,6 AcTsc)CI(H20)] (8). Pontos representam os dados
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC American Type Culture Collection

BE Brometo de etidio.

Bq Becquerel

COSY Correlation Spectroscopy

CPM Contagens por minuto

Cso Concentragdo do composto que promove uma reducdo de 50% na

intensidade de fluorescéncia

DAPI 4' 6-diamidina-2’-fenilindol

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMF Dimetilformamida

DMSO-ds Dimetilsulfoxido deuterado

DNA Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

DTA Differential thermal analysis (Analise Térmica Diferencial)
DITGA Derivative thermo-gravimetry (Termogravimetria Derivada)
EC Electron capture (Captura de elétrons)

eV Elétron-volt

FP Fator de potencializacao

Gy Gray

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Correlation

HPGe High purity germanium detector

ICso Concentracdo inibitoria do desenvolvimento de 50 % dos individuos
IS Indice de seletividade

IT Isomeric Transition (Transicao isomérica)

vV Espectroscopia de absorcao na regido do Infravermelho
Kapp Constantes de ligacdo aparente

Kb Constante de ligacdo intrinseca

LET Linear energy transfer (Transferéncia linear de energia)
MCF-7 Linhagem de células de adenocarcinoma de mama estrogeno dependente

MDA-MB-231  Linhagem de células de adenocarcinoma de mama estrogeno independente

MRC-5 Linhagem de células de fibroblasto de pulmao de feto humano



MTT 3-(4,5-dimetil-1,3-tiazol-2il)-2,5-difenil-2H-3-tetrazélio

PBS Phosphate buffered saline (Tampéo fosfato)

PET Positron emission tomography (tomografia por emissdo de pdsitrons)
RMN Ressonancia Magnética Nuclear

SFB Soro fetal bovino

SPECT Single-photon emission computed tomography

Tap Tempo de meia-vida

TGA Thermal gravimetric analysis (Termogravimetria)

TLC Thin layer chromatography (Cromatografia em camada delgada)
UV-Vis Espectroscopia de absorcao na regido do Ultravioleta e Visivel
dF Rendimento quéntico

H2-2,6 AcPh 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazona)

[In(2,6AcPh)CI(H20)]

H>-2,6 AcpCIPh
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)]
H>-2,6 AcpCH3Ph
[In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)]
H»-2,6FoPh
[In(2,6FoPh)CI(H20)]
H»-2,6FopCIPh
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20
H2-2,6FopCH3Ph
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20
H2-2,6 AcSc
[In(2,6AcSc)CI(H20)]

H2-2,6 AcTsc
[In(2,6AcTsc)CI(H20)]

1)
2,6-diacetilpiridina-bis(para-cloro-benzoilhidrazona)
)
2,6-diacetilpiridina-bis(para-toluil-benzoilhidrazona)

©)

2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas)

(4)
2,6-diformilpiridina-bis(para-cloro-benzoilhidrazona)

Q)

2,6-diformilpiridina-bis(para-toluil-benzoilhidrazona)

(6)

2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona)

(")

2,6-diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona)

(8)
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1. INTRODUCAO

1.1. Quimica Medicinal e Quimica Medicinal Inorganica

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a quimica
medicinal é uma disciplina baseada em quimica, envolvendo também aspectos das ciéncias
biologicas, médicas e farmacéuticas. Estd relacionada com a invengdo, descoberta,
identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos, o estudo de seu metabolismo,
a interpretacao de seu modo de acdo no nivel molecular e a construcdo de relacGes estrutura-
atividade. !

O uso de metais na medicina remonta-se a civilizagdes antigas. O ouro era utilizado por
volta de 3500 A.C. como agente terapéutico por chineses e arabes, o cobre era usado por
egipcios desde 3000 A.C. para esterilizar a agua, e farmacos a base de ferro eram usados desde
1500 A.C. no Egito.2 Na era renascentista o cloreto de mercurio era usado como diurético e nos
ultimos 100 anos compostos de ouro, como K[Au(CN):], foram usados para o tratamento de
tuberculose e compostos de antimdnio foram usados para o tratamento de leishmaniose.®

Apds a descoberta das propriedades antitumorais do cis[diaminodicloridoplatina(ll)],
conhecido como cisplatina em 1965 por Barnett Rosemberg*, a Quimica Inorgéanica tem dado
importantes contribuicdes a Quimica Medicinal no desenvolvimento de compostos inorganicos
como potenciais agentes terapéuticos e de diagnostico.’

Véarios compostos inorganicos sdo usados na clinica, tais como compostos de bismuto
empregados no tratamento de infec¢Bes bacterianas,® o nitroprussiato de sédio, um complexo
de ferro empregado nas emergéncias hipertensivas,” a auranofina [(2,3,4,6-tetra-o-acetil-p3-1-
D-tiopiranosato-S)ouro(l)], que foi usada no tratamento de artrite reumatoide,® e complexos de
antimonio, usados no tratamento de leishmanioses® (Figura 1.1).

1 D. Wermuth, Camille Georges Aldous, David Raboisson, Pierre Rognan, Practice of Medicinal Chemistry (4th
Edition) - Knovel, Elsevier, San Diego, 2015.

2 L.N. Magner, 0.J. Kim, A History of Medicine, CRC Press, 2017.

3 E.J. Baran, Metalofarmacos: una nueva perspectiva para la farmacologia y la medicina, An. Acad. Nac. Cs. Ex.,
Fis. y Nat., Tomo. 66 (2014) 5-21.

4 B. Rosenberg, L. Van Camp, T. Krigas, Inhibition of Cell Division in Escherichia coli by Electrolysis Products
from a Platinum Electrode, Nature. 205 (1965) 698-699.

5 T. Storr, K.H. Thompson, C. Orvig, Design of targeting ligands in medicinal inorganic chemistry, Chem. Soc.
Rev. 35 (2006) 534-544.

® H. Li, H. Sun, Recent advances in bioinorganic chemistry of bismuth, Curr. Opin. Chem. Biol. 16 (2012) 74—
83.

7 K.D. Mjos, C. Orvig, Metallodrugs in medicinal inorganic chemistry, Chem. Rev. 114 (2014) 4540-4563.

8 A.G. Cox, K.K. Brown, E.S.J. Arner, M.B. Hampton, The thioredoxin reductase inhibitor auranofin triggers
apoptosis through a Bax/Bak-dependent process that involves peroxiredoxin 3 oxidation, Biochem. Pharmacol. 76
(2008) 1097-11009.

9 E.R.T. Tiekink, Antimony and bismuth compounds in oncology, Crit. Rev. Oncol. Hematol. 42 (2002) 217-224.
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Figura 1.1. Representacdo estrutural dos compostos a) subsalicilato de bismuto

b) auranofina, ¢) nitroprussiato de sddio d) antimoniato de meglumina.
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Atualmente, o cancer € uma das principais causas de morbidade e mortalidade no

mundo. De acordo com Instituto Nacional do Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),

para o Brasil, a estimativa € de que no triénio 2023-2025 ocorrerdo 704 mil casos novos de

cancer. Nos paises com maior indice de Desenvolvimento Humano (IDH), observa-se

diminuicdo nas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer, por meio de a¢des de prevencéo,

deteccdo precoce e tratamento. No entanto, nos paises de médio ou baixo IDH, essas taxas

seguem aumentando ou, no maximo, mantendo-se estaveis.°

Localizagdo Primdria

Prastata

Cdlon e reto

Traqueia, bronguio e pulmao
Estmago

Cavidade oral

Esbfago

Bexiga

Laringe

Linfoma ndo Hodgkin
Figado

71.730
21.970
18.020
13.340
10.900
8.200
7.870
6.570
6.420
6.390

Homens

Localizacao Priméaria Casos
Mulheres ~ Mama feminina 73610
Cdlon e reto 23.660
Colo do dtero 17.010
Traqueia, brénguio e pulmao  14.540
Glandula tirecide 14.160
Estdmago 8.140
Corpo do Utero 7.840
Ovario 7.310
Pincreas 5.680
Linfoma nao Hodgkin 5.620

*Nameros arredondados para maltiplos de 10.

Figura 1.2. Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados no

Brasil para 2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma.?

19 INCA, Estimativa 2023: Incidéncia de cancer no Brasil / Instituto Nacional de Cancer. (2022)
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1.2.1. Cancer de mama

Nas mulheres, o cancer de mama é de maior incidéncia, com 2,3 milhGes (24,5%) de
casos novos no mundo. As taxas ajustadas de incidéncia de cancer de mama sao as maiores
tanto em paises com alto IDH (55,9 por 100 mil) quanto nagqueles com baixo ou medio IDH
(29,7 por 100 mil).*

O céancer de mama é uma doenca heterogénea, com grande variacdo em suas
caracteristicas morfologicas e moleculares. A classificacdo € determinada basicamente em trés
grupos terapéuticos: o grupo positivo para receptor de estrégeno (ER); o grupo positivo para
receptor de progesterona (PR) e grupo positivo para receptor do fator de crescimento epidermal
humano 2 (HER2, do inglés Human Epidermal Growth Factor Receptor). 2

Dessa forma, os tumores de mama podem ser estratificados em quatro subtipos: 3

1. Luminal A (ER+, PR+, HER2-): tumor com células tumorais bem diferenciadas.
Tendem a ter crescimento lento e s&o bem pouco agressivos.

2. Luminal B (ER+, PR+, HER2+): taxa de crescimento e agressividade mais elevados do
que no Luminal A.

3. HER2 (ER-, PR-, HER2+): considerado hormonio negativo por néo ter expressédo de ER
e PR, podem ser tratados com a utilizacdo de terapia especifica anti-HER2.

4. Basal (ER-, PR-, HER2 -): também chamado de Triplo-negativo (TN), na auséncia dos
trés receptores, € um dos subtipos que tem um prognoéstico ruim devido as opgoes
limitadas de tratamento farmacol6gico, e por ndo ser passivel de terapia hormonal, ja
que ndo apresenta expressao dos alvos terapéuticos. Sdo altamente agressivos e de dificil

tratamento.

Existem diversos tipos de tratamento indicados para combater o cancer de mama. As
modalidades terapéuticas sdo a cirurgia e a radioterapia, para tratamento local e a quimioterapia
e a hormonioterapia para tratamento sistémico. A escolha do tratamento depende do estagio da

doenca, do tipo de cancer e do aparecimento de metastase ou ndo.'

11'H, Sung, J. Ferlay, R.L. Siegel, M. Laversanne, I. Soerjomataram, A. Jemal, F. Bray, Global Cancer Statistics
2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries, CA. Cancer
J. Clin. 71 (2021) 209-249.

12 D.C. Koboldt, Comprehensive molecular portraits of human breast tumours, Nature. 490 (2012) 61-70.

13 X. Dai, L. Xiang, T. Li, Z. Bai, Cancer hallmarks, biomarkers and breast cancer molecular subtypes, J. Cancer.
7 (2016) 1281-1294.

14T, Moo, R. Sanford, C. Dang, M. Morrow, Overview of Breast Cancer Therapy, PET Clin. 13 (2018) 339—
354,
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Cirurgia: Tem por objetivo a retirada do tumor e existem varios tipos de cirurgia. Na
cirurgia conservadora, a tumorectomia remove apenas o tumor e a setorectomia remove o tumor
com margens de ressec¢do. Na cirurgia ndo conservadora temos diferentes tipos como: a
adenomastectomia subcuténea retira a glandula mamaria, a quadrantectomia retira apenas as
partes da mama em que ha presenca de tumor, a mastectomia radical retira a mama por completo
e a mastectomia modificada retira a mama, assim como os ganglios linféticos e o tecido que
reveste os musculos peitorais. As cirurgias ndo conservadoras sdo geralmente acompanhadas
da retirada de nddulos linfaticos das axilas (linfonodos).

Radioterapia: Apo0s cirurgia, deve-se irradiar toda a mama utilizando radiacdo
ionizante com o objetivo de eliminar ou impedir a propagacéo das células que formam o cancer.
Esta terapia diminui em 50% o risco de recorréncia quando comparada a realizacdo de cirurgia
apenas.

Quimioterapia: Consiste na administracdo de medicamentos (antineopléasicos) com a
funcdo de impedir o crescimento desordenado das células anormais, diminuir o risco de
recorréncia e de doenca metastatica. Os medicamentos antineoplasicos sdo agrupados em
categorias: agentes alquilantes, antimetabdlitos, alcaloides vegetais, antibidticos antitumorais,
enzimas, hormdnios e modificadores da resposta biolégica.

Hormonioterapia: Consiste na elevagao ou redugdo da concentracdo de determinados
horménios. Empregada em certos canceres de mama com receptor hormonal positivo, que
precisam de estrogénio. Em céanceres de mama que precisam de estrogénio para crescer
(receptor de estrogénio positivo, ER+) é administrado o medicamento Tamoxifeno, droga
antiestrogénica que bloqueia os efeitos do estrogénio e pode causar a diminui¢do do volume do

cancer.

1.2.2. Radiofarmacos para diagnostico

Os radiofarmacos sdo amplamente empregados na Medicina Nuclear como agentes de
contraste no diagndstico por imagem e tratamento de doencas pelas radia¢fes que emitem. Sua
estrutura é composta por um carregador ou ligante ndo radioativo que direciona 0 composto ao
Orgao de interesse e um elemento radioativo (radionuclideo).

Para o diagnostico por imagem utilizando radiofarmacos existem trés técnicas:
cintilografia planar, tomografia computadorizada de emissdo de féton Unico (SPECT) e a
tomografia por emissdo de pdsitrons (PET). A cintilografia planar e a SPECT utilizam
radionuclideos emissores de radiacido gama (y) como: Tecnécio-99m (**™Tc - T% de 6,0 h);
lodo-123 (*2°I - T¥% de 13,0 h); indio-111 (**In - T% de 67,3 h); Talio-201 (***TI - T% de 73,0
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h) e Galio-67 (°’Ga - T% de 78,3 h). O *™Tc¢ atualmente é o radionuclideo utilizado em cerca
de 80% dos exames realizados em hospitais e clinicas ao redor do mundo, pois apresenta
propriedades fisicas e quimicas favoraveis, como: a meia-vida curta e a possibilidade de o metal
atingir varios estados de oxidacéo e de coordenacao, dando origem a diferentes radiofarmacos.*®
Dentre os radiofarmacos utilizados para imagem, o ®™T¢ - Metileno difosfonato (MDP) (Figura
1.3), é empregado em cintilografia 6ssea. Esta técnica produz uma imagem cintilografica, que

mostra as emissfes de radiacdo y no corpo do paciente e sdo registradas pelas cameras a

OH
Oy v HO, _0 &
p e
< O 14, 99 SNOF >
"‘TC |
P~ Z/ | t;
P\\O |

07\
OH HO }‘/

cintilagéo.

[99mT¢]Tc-MDP \L}/

Figura 1.3. Radiofarmaco *™Tc-MDP no processo de obtencéo de imagem.

A tomografia por emissdo de pdsitrons (PET) utiliza radionuclideos emissores de
positrons (B*) como: Oxigénio-15 (**0 - T% de 2,0 min.); Nitrogénio-13 (**N - T% de 9,9 min.);
Carbono-11 (*1C - T% de 20,4 min.); Gélio-68 (®Ga - T% de 67,7 min.); Fluor-18 (**F - T% de
109,7 min.) e o Cobre-64 (®*Cu - T% de 12,7 horas). Os positrons reagem instantaneamente
com elétrons, emitindo dois feixes de radiacdo, em dire¢des perpendicularmente opostas, com
energia de 511 keV, os quais sdo detetados em detetores arranjados em um anel (Figura 1.4). O
radiofarmaco mais utilizado nesta categoria ¢ a [*®F]fluorodeoxiglicose ([**F]FDG) um analogo

da glicose que permite detetar e mensurar a atividade glicolitica nas células.®

OH 511kev Y

HO °
uo\A ~Bfte"
N e

OH |
['®FIFDG /fy v/ |0
W H

Figura 1.4. Radiofarmacos [*®F]JFDG no processo de obtengdo de imagem.

15 D. Papagiannopoulou, Technetium-99m radiochemistry for pharmaceutical applications, J. Label. Compd.
Radiopharm. 60 (2017) 502-520.

16V, Bouvet, H.S. Jans, M. Wuest, O.-M. Soueidan, T. Grant, J. Mercer, A.J. McEwan, F.G. West, C.l. Cheeseman,
F. Wuest, Automated synthesis and dosimetry of 6-deoxy-6-[(18)F]fluoro-D-fructose (6-[(18)F]FDF): a
radiotracer for imaging of GLUTS in breast cancer., Am. J. Nucl. Med. Mol. Imaging. 4 (2014) 248-24859.
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1.2.3. Complexos metélicos para quimioterapia do cancer

Na atualidade a cisplatina, representada na Figura 1.5, € o composto inorganico
majoritariamente usado na clinica por ser altamente eficaz para o tratamento de cancer de
testiculo e ovérios. No entanto, a solubilidade limitada e os efeitos adversos associados a
toxicidade severa, limitam a dose administrada ao paciente e alguns tumores apresentaram
resisténcia natural ou resisténcia adquirida ap6s o tratamento.'” Assim outros farmacos
baseados em platina(ll), como a carboplatina [cis-diamino-(1,1-
ciclobutanocarboxilato)platina(ll)] e oxaliplatina [1,2-ciclohexanodiamino-
(oxalato)platina(ll)], representados na Figura 1.5, foram desenvolvidos e aprovados

mundialmente.t®

Hz 0
HiN_ _Cl H3N N g
Pt
H;N™  ~cCl N o
cisplatina carhoplatlna oxallplatma

Figura 1.5. Representacdo estrutural: cisplatina, carboplatina, oxaliplatina.

Na busca por novos agentes quimioterapéuticos contendo platina(ll), a nedaplatina foi
desenvolvida e aprovada unicamente no Japdo, utilizada em combinagdo com outros farmacos,
a heptaplatina foi aprovada na Corea para tratamento de cancer gastrico e a lobaplatina foi

aprovada na China para o tratamento de leucemia, cancer de pulméo e cancer de mama’® (Figura

e H{“f§ EC f}

nedaplatina heptaplatina lobaplatina

Figura 1.6. Representacéo estrutural: nedaplatina, heptaplatina, lobaplatina.

Atualmente, o galio é o segundo metal utilizado no tratamento de céncer, depois da
platina. Utilizado geralmente na forma de nitrato de galio(lll), foi aprovado unicamente para

17 E. Wong, C.M. Giandornenico, Current status of platinum-based antitumor drugs, Chem. Rev. 99 (1999) 2451
2466.

18 T.C. Johnstone, K. Suntharalingam, S.J. Lippard, The Next Generation of Platinum Drugs: Targeted Pt(Il)
Agents, Nanoparticle Delivery, and Pt(1V) Prodrugs, Chem. Rev. 116 (2016) 3436-3486.
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tratamentos de hipercalcemia severa (niveis altos de célcio no sangue) e metastases 6sseas
relacionada ao cancer. Estudos clinicos também sugeriram que o nitrato de galio(lll) pode ser
usado em outras doencas associadas a perda Ossea acelerada, incluindo mieloma madltiplo,
doenca de Paget, osteoporose e no tratamento de melanoma metastatico. *°

Além disso, complexos de galio(lll) tém sido desenvolvidos como farmacos para
administragdo oral, melhorando a biodisponibilidade e citotoxicidade frente a células tumorais
(Figura 1.7). O tris(8-quinolinolato)galio(lll), conhecido por KP46, concluiu os ensaios de fase
I, com o resultado de tolerabilidade promissora e evidéncia de atividade clinica no carcinoma
de células renais, e encontra-se em fase clinica 11.2° O maltolato de galio, encontra-se em fase

clinica I, e mostrou-se promissor para o tratamento do carcinoma hepatocelular.?2

B
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e |
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KP46 Maltolato de Ga(IIl)

Figura 1.7. Representacdo estrutural dos complexos KP46 e Maltolato de galio.

1.2.4. Radioterapia no tratamento do cancer

A radioterapia é um tratamento no qual se utilizam radiacdes ionizantes para destruir ou
impedir que células do tumor se multipliguem e assim alcancar um indice terapéutico favoravel.
O mecanismo de acéo consiste na danificagdo do DNA por meio da acdo direta, onde a radiacao
interage diretamente com a molécula de DNA promovendo a ioniza¢do da mesma, que resulta
na quebra das fitas duplas contendo as bases nitrogenadas, ou por meio da acdo indireta,
mediante a interacdo da radiacdo com as moléculas de adgua presentes nas células formando

radicais livres que irdo interagir quimicamente com o DNA? (Figura 1.8).

19 R. Bockman, The effects of gallium nitrate on bone resorption., Semin. Oncol. 30 (2003) 5-12.

20 N.L. Wilke, L.O. Abodo, C. Frias, J. Frias, J. Baas, M.A. Jakupec, B.K. Keppler, A. Prokop, The gallium
complex KP46 sensitizes resistant leukemia cells and overcomes Bcl-2-induced multidrug resistance in lymphoma
cells via upregulation of Harakiri and downregulation of XIAP in vitro, Biomed. Pharmacother. 156 (2022)
113974.

2L P. Mikus$, M. Melnik, A. Forgacsova, D. Kraj¢iova, E. Havranek, Gallium compounds in nuclear medicine and
oncology, Main Gr. Met. Chem. 37 (2014) 53-65.

22 Oral Gallium Maltolate for the Treatment of Relapsed and Refractory Glioblastoma - Full Text View -
ClinicalTrials.gov https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04319276 [28/05/2023]

23 Brasil. Conselho Regional de Farmécia do Estado de S&o Paulo. Departamento de Apoio Técnico e Educagéo
Per- manente. Comisséo Assessora de Radiofarmacia, Radiofarmécia, 2019.



31

Radiagdo

Figura 1.8. Interacdo da radiacdo ionizante com o DNA.

Radioterapia externa ou teleterapia: Conhecida como radioterapia convencional,
guando a fonte emissora de radiagéo fica afastada do paciente. Os feixes externos penetram nos
tecidos, sendo entdo possivel sua aplicabilidade em tecidos mais profundos. Os principais
equipamentos utilizados atualmente em teleterapia sdo as fontes de %°Co e os aceleradores

lineares.

Radioterapia interna: A radioterapia interna € um tratamento no qual o0s
radionuclideos sdo colocados dentro do corpo na forma sélida ou liquida. A radioterapia interna
na forma sélida é chamada de braquiterapia, tratamento que utiliza fontes radioativas em
contato direto com o tumor. A radioterapia interna na forma liquida é chamada de terapia
sistémica, tratamento que utiliza radionuclideos administrados sozinhos ou associados a um
farmaco direcionador. Sdo utilizados na terapia pela emissdo da radiacdo ionizante de um
radionuclideo e a transferéncia linear de energia (LET) de particulas a, particulas B~ ou elétrons
Auger sobre o tecido ou 6rgdo alvo, expressa em quiloeletronvolts por milimetro de
comprimento do tecido (keV/mm). Esta interacdo permite curar, mitigar ou controlar um
processo patol6gico.

1. Radionuclideo emissores de particulas B~ apresentam baixa LET (~0,2 keV/mm) e um
alcance de 0,05-12 mm no tecido. Atualmente sdo utilizados na clinica: Lutécio-177 (*'"Lu
- T4 de 64,0 h); Samario-153 (**3Sm - T% de 48,0 h); itrio-90 (°°Y - T¥% de 67,9 h); Rénio-
186 (*®°Re - T% de 73,0 h) e 0 lodo-131 (**!1 - T% de 8,0 dias). O **!I — iodeto de sodio é
amplamente utilizado no tratamento de hipertireoidismo e carcinoma papilar e o 3!|-
Metaiodobenzilguanidina (MIBG) no tratamento de tumores neuroenddcrinos como

neuroblastomas e feocromocitomas.

24 T, Moo, R. Sanford, C. Dang, M. Morrow, Overview of Breast Cancer Therapy, PET Clin. 13 (2018) 339-354.
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2. Radionuclideos emissores de particulas o, que sdo particulas mais pesadas (*He)
apresentam curto alcance, de 40-100 pum no tecido, com LET de 80 keV/mm.* Sdo
utilizados na clinica: Bismuto-212 (**2Bi - T% de 1,0 h); Bismuto-213 (*** Bi - T% de 0,76
h) e 0 Radio-223 (***Ra - T% de 11,4 dias) para tratamento de tumores pequenos.

3. Os emissores de elétrons Auger possuem baixas energias (eV - keV) e apresentam curto
alcance, de 2-500 nm no tecido, com LET de 4 - 26 keV/mm o0 que 0s torna altamente
eficazes. Quando se encontram situados no citoplasma celular interagem diretamente com
o DNA, minimizando a probabilidade de danificar as células circundantes.?® Ainda ndo

existem radiofarmacos comercializados emissores de elétrons Auger.

Terapia combinada (radioterapia e quimioterapia): utilizacdo de radiacdo ionizante
combinada a farmacos (quimioterapia), que podem reduzir o efeito da radiacdo
(radioprotetores), ou aumentar o efeito das radiagOes ionizantes (radiossensibilizadores).
Compostos radiossensibilizadores tornam as células mais sensiveis aos efeitos da radioterapia,

melhorando o prognostico de pacientes com tumores radio-resistentes.

1.3. Complexos de indio(111) como agentes de diagndstico e potenciais agentes terapéuticos

O indio € um elemento quimico do grupo 13 da tabela periddica, com configuracéo
eletronica [Kr] 4d*° 5s2 5p!, e com estado de oxidagdo mais prevalente +3. Composto por um
is6topo estavel *3In, com uma abundancia de 4,28% e um is6topo debilmente radioativo **°In
com uma abundancia de 95,72% e TY2 de 441 bilhdes de anos.”

O indio-111 (**In - T¥% de 2,8 dias) é um radionuclideo produzido artificialmente por
acelerador de particulas (ciclotron) pela reacdo nuclear *!Cd(p,n)*In, e decai por captura
eletronica com emissdo de elétrons Auger, (interessante para abordagens terapéuticas) e
radiacdo y de 171,3 keV e 245,4 keV.?® Atualmente é usado em cintilografia SPECT para
diagnostico de tumores neuroendocrinos (NETS).

Os radiofarmacos usados clinicamente sdo: '!In-pentetroetida (OctreoScan®) (Figura

1.9), na deteccdo de tumores neuroenddcrinos e metastases; 'lIn-satumomabe pendetida

% K.E. Baidoo, K. Yong, M.W. Brechbiel, Molecular pathways: Targeted o - Particle radiation therapy, Clin.
Cancer Res. 19 (2013) 530-537.

% C.F. Ramogida, C. Orvig, Tumour targeting with radiometals for diagnosis and therapy, Chem. Commun. 49
(2013) 4720-4739.

27 Atomic Weight of Indium | Commission on Isotopic Abundances and Atomic Weights.
https://www.ciaaw.org/indium.htm [07/07/2022].

28 S, Lahiri, M. Maiti, K. Ghosh, Production and separation of 111In: An important radionuclide in life sciences:
A mini review, J. Radioanal. Nucl. Chem. 297 (2013) 309-318.
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(OncoScint CR/OV®), na localizagdo de tumor colorretal e dos ovarios; *In-capromabe
pendetida (ProstaScint®), nas deteccdes de tumores primarios da prostata; e tIn-imciromabe

pendetida (MyoScint®), para detecgéo de areas necrosadas no enfarte do miocardio.

Figura 1.9. Radiofarmaco para diagnostico '!In-pentetroetida.

Além do diagndstico por imagem, radiofarmacos de *''In potencialmente podem ser
usados na terapia do cancer atraves da emisséo de elétrons Auger, uma vez que possuem uma
curta faixa de penetragdo no tecido, danificando o DNA e produzindo morte celular, sendo
potenciais agentes terandsticos. Recentemente, complexos ndo radioativos de indio(lll) tém
sido estudados por suas potenciais aplicacdes na terapia do cancer. Serdo descritos brevemente
alguns estudos realizados desde 2005 até a atualidade,* listados abaixo:

1. Complexos na forma InLs derivados de curcumina (CUR) e diacetil-curcumina (DAC)
demostraram acéo citotoxica frente a células de linfoma de camundongo. O complexo
[In(CUR)3] apresentou maior toxicidade em relacdo aos ligantes.**

2. O complexo de meso-tetrafenilporfirina de cloroindio(lll) (TPPIn-Cl) e seus derivados
(TPPIn-X) (X= fenol e derivados) foram testados frente a células de céncer de mama
(MCF-7), cancer de prostata (PC-3) e cancer de pulméo (A549), apresentando maior acao

citotoxica frente a células de cancer de pulméo e prostata.

2 R. Oliveira, D. Santos, D. Ferreira, P. Coelho, F. Veiga, Preparagdes radiofarmacéuticas e suas aplicagdes,
Brazilian J. Pharm. Sci. 42 (2006) 151-165.

30 H, Beraldo, Pharmacological applications of non-radioactive indium(I11) complexes: A field yet to be explored,
Coord. Chem. Rev. 419 (2020) 1-9.

31 K. Mohammadi, K.H. Thompson, B.O. Patrick, T. Storr, C. Martins, E. Polishchuk, V.G. Yuen, J.H. McNeill,
C. Orvig, Synthesis and characterization of dual function vanadyl, gallium and indium curcumin complexes for
medicinal applications, J. Inorg. Biochem. 99 (2005) 2217-2225.

32 G.D. Bajju, A. Ahmed, D. Gupta, A. Kapahi, G. Devi, Synthesis and Spectroscopic Characterization of Some
New Axially Ligated Indium(l11) Macrocyclic Complexes and Their Biological Activities., Bioinorg. Chem. Appl.
2014 (2014) 865407.
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3. Candidato a terapia fotodindmica, o complexo de indio com ftalocianina (PC) In-PC foi
testado frente a células de neuroblastomas SH-SY5Y, mediante incubacgdo durante 5 dias,
e ndo apresentou mudancas na proliferacdo celular. Apds irradiacdo das células tratadas se
observou que a metade das células sofreram apoptoses.®* O complexo In-PC ligado a
nanoparticulas magnéticas de amina (AMNPs) apresentou efeitos fotocitotdxico frente a
células de cancer de mama (MCF-7).34

4. O complexo de indio(l11) ligado a um fotossensibilizador de clorina biotinilada foi estudado
como candidato para terapia de cancer colorretal (CT26), provocando inibicdo celular e
apoptoses apos irradiacdo.>

5. Um complexo de indio(111) com 2-benzoilpiridina N(4)-ciclohexiltiossemicarbazona (HL),
na forma [In(L)2]JNOs, tem sido estudado quanto aos efeitos citotoxicos frente a células
tumorais e células saudaveis (QSG7701), obtendo-se um valor de ICsg na faixa nanomolar
frente a células de carcinoma hepatocelular (HepG-2), além de apresentar fluorescéncia.®

6. Um complexo de indio(lll) com 2-acetilpiridina N(4)-feniltiossemicarbazona (HL), na
forma [In(L)2]JNOs, apresentou efeitos citotoxicos frente a células de carcinoma
hepatocelular HepG-2 com um ICso na faixa nanomolar. O complexo apresenta
fluorescéncia, podendo entdo ser candidato a sonda fluorescente além de agente
terapéutico.?’

7. O complexo de indio(lll) derivado de 5-hidroxiflavona, na forma [In(L)s] apresentou

atividade citotoxica frente a células de cancer humano (HelLa, LoVo, MCF-7 e SK-Ov-3).3®

Estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa também tém relatado a
atividade citotdxica de complexos de indio(ll) com 2-acetilpiridina tiossemicarbazonas contra
diversas linhagens de células de tumores sélidos e de leucemia (ver se¢do 1.5.2)

3 M. Neagu, C. Constantin, M. Tampa, C. Matei, A. Lupu, E. Manole, R.M. lon, C. Fenga, A.M. Tsatsakis,
Toxicological and efficacy assessment of post-transition metal (Indium) phthalocyanine for photodynamic therapy
in neuroblastoma, Oncotarget. 7 (2016) 69718-69732.

3% G.G. Matlou, D.O. Oluwole, T. Nyokong, Evaluation of the photosensitizing properties of zinc and indium tetra
cinnamic acid phthalocyanines linked to magnetic nanoparticles on human breast adenocarcinoma cells, J. Lumin.
205 (2019) 385-392..

3 M.F. Isaac-Lam, D.M. Hammonds, Biotinylated chlorin and its zinc and indium complexes: Synthesis and in
vitro biological evaluation for photodynamic therapy, Pharmaceuticals. 10 (2017).

%Y. X. Tai, Y.M. Ji, Y.L. Lu, M.X. Li, Y.Y. Wu, Q.X. Han, Cadmium(Il) and indium(I11) complexes derived from
2-benzoylpyridine  N(4)-cyclohexylthiosemicarbazone: ~ Synthesis, crystal  structures,  spectroscopic
characterization and cytotoxicity, Synth. Met. 219 (2016) 109-114.

37 Y.T. Wang, Y. Fang, M. Zhao, M.X. Li, Y.M. Ji, Q.X. Han, Cu(ll), Ga(lll) and In(lll) complexes of 2-
acetylpyridine: N (4)-phenylthiosemicarbazone: Synthesis, spectral characterization and biological activities,
Medchemcomm. 8 (2017) 2125-2132.

% A.C. Munteanu, M. Badea, R. Olar, L. Silvestro, M. Mihaila, L.l. Brasoveanu, M.G. Musat, A. Andries, V.
Uivarosi, Cytotoxicity studies, DNA interaction and protein binding of new Al (111), Ga (111) and In (I11) complexes
with 5-hydroxyflavone, Appl. Organomet. Chem. 32 (2018) 1-17.
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1.4. Bases de Schiff como agentes quimioterapéuticos

Bases de Schiff sdo compostos organicos conhecidos como iminas, que apresentam uma
ligagéo dupla entre carbono e nitrogénio, RiR2-C=N-R (R# H),* e sdo formadas a partir da
reacdo de condensacdo de uma amina primaria com um grupo carbonila (aldeido ou cetona) na
presenca de um catalisador acido (Figura 1.10). Diversos estudos tém mostrado que as bases de

Schiff sdo compostos com um grande numero de bioatividades, como no caso das hidrazonas e

tiossemicarbazonas.*°

R1\H/R2 ¢ HNL o < HT \f + H,0
NJ
o R
Figura 1.10. Reacdo de formacdo da base de Schiff (R1 e R2 = H, alquil ou aril).

1.4.1. Hidrazonas e bis(hidrazonas) como ligantes para complexos metélicos bioativos

As hidrazonas séo bases de Schiff que apresentam a formula R1R2C=N-NHR3 (Figura
1.11.a), obtidas pela condensaco de hidrazinas com cetonas ou aldeidos, sendo necessaria a
utilizacdo de um catalisador &cido.

As N-acilhidrazonas (Figura 1.11.b) apresentam um sitio doador C=O adicional,
possibilitando a formacdo de complexos com varios metais de transicdo. Foram testados
compostos derivados de N-acilhidrazonas em celulas de cancer de mama (T47D) para
determinar atividade antitumoral, tendo sido demonstrado que o0s compostos induziram

apoptose com valores de I1Cso na faixa nanomolar.*

]
R1 R2 N R1
R1\rR2 \I( N |
NI N\NH N\NH
W PR A
!
a) Rj b) 0”7 Rj c) 0" Ry

Figura 1.11. Estrutura geral de a) hidrazonas; b) N-acilhidrazonas; ¢) hidrazonas derivadas de
2-formilpiridina (R1 = H), 2-acetilpiridina (R1 = CHs), e 2-benzoilpiridina (R1 = CsHs), R2: H,
alquil ou aril.

39 Schiff bases (Schiff’s bases), in: TUPAC Compend. Chem. Terminol., IUPAC, 2008.

40 H, Beraldo, Semicarbazonas e tiossemicarbazonas: O amplo perfil farmacolégico e usos clinicos, Quim. Nova.
27 (2004) 461-471.

4 H.Z. Zhang, J. Drewe, B. Tseng, S. Kasibhatla, S.X. Cai, Discovery and SAR of indole-2-carboxylic acid
benzylidene-hydrazides as a new series of potent apoptosis inducers using a cell-based HTS assay, Bioorganic
Med. Chem. 12 (2004) 3649-3655.
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Hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina e 2-benzoilpiridina (Figura 1.11.c) mostraram
efeito citotdxico frente a células de glioma (U87 e T98), e apds coordenacdo ao galio(lll)

observou-se um efeito citotoxico mais pronunciado frente a células U874 (Figura 1.12).

;r“U--._ " i R

a*"“‘k R1 = CH;; C¢Hs

R2=H: (Cl; NDq
”@

Figura 1.12. Complexos de galio(l1l) com 2-acetilpiridina- e 2-benzoilpiridina-

benzoilhidrazonas.

Bis(acilhidrazonas) derivadas de 2,6-diformilpiridina e 2,6-diacetilpiridina sdo agentes
quelantes polidentados que se coordenam mediante o sistema O,N,Npy,N,O, que tém afinidade

por diferentes cations (Figura 1.13).

a
R R
1| \N | 1
/N N\
HN NH
Rz/go O}\Rz

Figura 1.13. 2,6-diformilpiridina-bis(hidrazonas), R1 = H e Rz = H, alquil, aril ; 2,6-
diacetilpiridina-bis(hidrazonas), R1 = CHs e R2 = H, alquil, aril.

Complexos de bismuto(lll) e antiménio(lll) com derivados de 2,6-diacetilpiridina-
bis(benzoilhidrazona) apresentaram atividade citotdxica frente a células leucémicas (Jurkat e
HL-60) e células de tumores solidos (HCT-116, MCF-7). Os complexos demostraram ser mais
ativos em relacéo a seus ligantes, e o complexo de bismuto(lll) resultou ser mais ativo que a

cisplatina, produzindo morte celular por apoptoses (Figura 1.14).%

42 A.A.R. Despaigne, G.L. Parrilha, J.B. Izidoro, P.R. Da Costa, R.G. Dos Santos, O.E. Piro, E.E. Castellano,
W.R. Rocha, H. Beraldo, 2-Acetylpyridine- and 2-benzoylpyridine-derived hydrazones and their gallium(ll)
complexes are highly cytotoxic to glioma cells, Eur. J. Med. Chem. 50 (2012) 163-172.

4 K.S.0. Ferraz, N.F. Silva, J.G. Da Silva, L.F. De Miranda, C.F.D. Romeiro, E.M. Souza-Fagundes, I.C. Mendes,
H. Beraldo, Investigation on the pharmacological profile of 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone)
derivatives and their antimony(I11) and bismuth(l11) complexes, Eur. J. Med. Chem. 53 (2012) 98-106.
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R =-H, -Cl, -NO,
M = Sb(Ill) ou Bi(Ill)

Figura 1.14. Complexos de bismuto(l11) e antimdnio(lll) com derivados de 2,6-

diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazona).

Complexos de gélio(lll) e ruténio(lll) com bis(hidrazonas) derivadas de 2,6-
diacetilpiridina apresentaram propriedades fluorescentes e poderiam ser usados na detec¢ao ou
terapia de tumores. Os compostos foram capazes de inibir o crescimento de células tumorais
solidas MCF-7, HepG-2, NCI-H460, T24, Hela e A549, apresentando efeitos superiores em
relacdo das bis(hidrazonas) ndo complexadas.**

Estudos por espectroscopia eletronica dos complexos [Co(HsL)(H20)2] (1),
[Co(HsL)(N3)2] (2) e [Co(H4L)(NCS)2] (3), sendo HsL = 2,6-diacetilpiridina-bis(4-
hidroxibenzoilhidrazona), demostraram interacdo covalente com DNA de timo de bezerro (CT-
DNA). Além disso, experimentos de eletroforese em gel de agarose sugerem que 0s complexos

realizam a clivagem do DNA* (Figura 1.15)

]
H;C | SN | CHj (1) R = H,0
2)R=N
N R N ( 3
HN- \C’O/ “NH (3)R=NCS
|
O/R\O
HO OH

Figura 1.15. Complexos de cobalto(1) com 2,6-diacetilpiridina-bis(4-
hidroxibenzoilhidrazona).

“ FIRZSFEMBELE, Gallium fluorescent probe, preparation method, application and application product
thereof, 2021. https://patents.google.com/patent/CN109627210B/en

5 FIRXEBERERRITEY, Ruthenium fluorescent probe, and preparation method, application and
application product thereof, 2021. https://patents.google.com/patent/CN109666047B/en

4% R. Gup, C. Gokece, N. Dilek, Seven-coordinated cobalt(ll) complexes with 2,6-diacetylpyridine bis(4-
hydroxybenzoylhydrazone): Synthesis, characterisation, DNA binding and cleavage properties, Supramol. Chem.
27 (2015) 629-641.
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1.4.2. Tiossemicarbazonas e bis(tiossemicarbazonas) como ligantes para complexos
metalicos bioativos

As tiossemicarbazonas sao bases de Schiff que apresentam a formula RiR2C=N-NH-
(C=S)-NHRs (Figura 1.16.a), obtidas pela condensagdo quimiosseletiva da tiossemicarbazida
com aldeidos ou cetonas, sendo necessaria a utilizacdo de um catalisador &cido. Esses
compostos apresentam uma versatilidade de obtencdo, com um amplo perfil farmacoldgico,

como agentes antitumorais, antifungicos, antibacterianos, antimalaricos, antivirais, dentre

outros.”
=
Ri<_R2 |
Y ~ R1
\ N
4?? N NH
S ITIH S)\NH
a) RS b) R2

Figura 1.16. Estrutura geral de a) tiossemicarbazonas; b) tiossemicarbazonas derivadas de 2-
formilpiridina (R: = H), 2-acetilpiridina (R1 = CH3) e 2-benzoilpiridina (R1 = CeHs), R2: H,

alquil, aril.

Na procura de agentes antitumorais, derivados de tiossemicarbazonas tém sido
amplamente estudados por sua capacidade de inibicdo da enzima ribonucleosideo difosfato
redutase (RDR), a qual esta envolvida na biossintese do acido desoxirribonucléico (DNA).

A 3-aminopiridina-2-carboxaldeido-tiossemicarbazona (Triapina, Figura 1.17) é um
inibidor de RDR que apresentou atividade antitumoral de amplo espectro, para o tratamento de
tumores de prdstata, pancreas, rins, ovario e pulmao, in vitro e atualmente esta sendo avaliada
em varios ensaios clinicos. Estudos com derivados de triapina demostraram que seu complexo

de cobre(ll) poderia ser aplicado ao tratamento de cancer hematopoiético.*®

NH, }|4
NN
_N NH,

Figura 1.17. Representacao estrutural da Triapina.

47 H. Beraldo, Semicarbazonas e tiossemicarbazonas: O amplo perfil farmacolégico e usos clinicos, Quim. Nova.
27 (2004) 461-471.

4 G. Chen, C. Niu, J. Yi, L. Sun, H. Cao, Y. Fang, T. Jin, Y. Li, C. Lou, J. Kang, W. Wei, J. Zhu, Novel Triapine
Derivative Induces Copper-Dependent Cell Death in Hematopoietic Cancers, J. Med. Chem. 62 (2019) 3107—
3121.
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Derivados de tiossemicarbazonas que apresentam um anel heteroaromético, no grupo
R1 (Figura 1.16.b), fornecem um sitio doador adicional para a coordenacdo a metais. Assim,
complexos de estanho(1V) com 2-benzoilpiridina N(4)-feniltiossemicarbazona apresentaram
atividade citotoxica frente a células de tumores sélidos (MCF-7, TK-10 e UACC-62)* e
complexos de estanho(1V) com 2-piridinoformamida-tiossemicarbazona também apresentaram

atividade citotdxica, sendo mais potentes que a cisplatina frente a células de glioblastomas.*

(Figura 1.18).
® [

CI ‘NH %N

R é,

|
(1)Ry=CleR,=Cl R = R
(2) R = Cl e R, = buti CHs
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(3) Ry = butil e R, = butil
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Figura 1.18. Complexos de estanho(IV) com derivados de tiossemicarbazonas.

2-acetilpiridina N(4)-toluil-tiossemicarbazonas apresentaram agdo citotoxica frente a
células de glioma (U-87 e T98) e apds coordenacdo com platina(ll), platina(IV) e ouro(lll) a
citotoxicidade foi aumentada, sugerindo que o mecanismo de acdo dos complexos de platina
seja pela ligacdo ao DNA e o complexo de ouro pela inibigdo da enzima tiorredoxina redutase
(TrxR).%*

Uma série de tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina apresentaram alta
atividade citotoxica contra células de tumor de mama MCF-7 e contra células de glioma T98G
e U87, com valores de ICso na ordem de nanomolar, e alta seletividade pelas células tumorais.>?
(Figura 1.19).

4 A, Perez-Rebolledo, J.D. Ayala, G.M. De Lima, N. Marchini, G. Bombieri, C.L. Zani, E.M. Souza-Fagundes,
H. Beraldo, Structural studies and cytotoxic activity of N(4)-phenyl-2-benzoylpyridine thiosemicarbazone Sn(IV)
complexes, Eur. J. Med. Chem. 40 (2005) 467-472.

S01.C. Mendes, J.P. Moreira, J.D. Ardisson, R.G. dos Santos, P.R.O. da Silva, I. Garcia, A. Castifieiras, H. Beraldo,
Organotin(1VV) complexes of 2-pyridineformamide-derived thiosemicarbazones: Antimicrobial and cytotoxic
effects, Eur. J. Med. Chem. 43 (2008) 1454-1461.

51 K.S.0. Ferraz, J.G. Da Silva, F.M. Costa, B.M. Mendes, B.L. Rodrigues, R.G. dos Santos, H. Beraldo, N(4)-
tolyl-2-acetylpyridine thiosemicarbazones and their platinum(ll,1V) and gold(I11) complexes: cytotoxicity against
human glioma cells and studies on the mode of action, Biometals. 26 (2013) 677—-691..

52 M.A. Soares, J.A. Lessa, I.C. Mendes, J.G. Da Silva, R.G. Dos Santos, L.B. Salum, H. Daghestani, A.D.
Andricopulo, B.W. Day, A. Vogt, J.L. Pesquero, W.R. Rocha, H. Beraldo, N 4-Phenyl-substituted 2-acetylpyridine
thiosemicarbazones: Cytotoxicity against human tumor cells, structure-activity relationship studies and
investigation on the mechanism of action, Bioorganic Med. Chem. 20 (2012) 3396—-3409.
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Figura 1.19. Tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina, onde o, m e p representam

orto, meta e para.

Dentre todos os compostos, a 2-acetilpiridina N(4)-orto-clorofeniltiossemicarbazona
apresentou maior atividade antineoplasica e foi empregado para a formagdo de complexos de
paladio(ll), platina(Il), bismuto(I11), antiménio(l11), ouro(lI11), galio(111) e estanho(1V), os quais
mostraram acdo citotoxica frente a células de cancer de mama (MCF-7) e adenocarcinoma de
colon (HT-29). %3

Complexos de indio(lll) com 2-acetilpiridina N(4)-feniltiossemicarbazona (HL), e
derivados N(4)-meta-clorofenil- , N(4)-para-clorofenil- e N(4)-meta-iodofenil-, na forma
[In(L)2]NO3z, foram testados por nosso grupo quanto a acdo citotoxica frente a células
leucémicas (THP-1, Jurkat e HL-60), células de tumores sélidos (HCT-116, MCF-7 e MDA-
MB-231) e células saudaveis de mamiferos (Vero), demostrando serem altamente ativos e
seletivos em comparacéo a seus ligantes.**

Demonstramos que complexos de indio(l11) na forma [In(L)Cl2(MeOH)], sendo HL = 2-
acetilpiridina N(4)-feniltiossemicarbazona, e os derivados N(4)-orto-cloro-fenil, N(4)-para-
cloro-fenil, N(4)-para-fluor-fenil, N(4)-para-iodo-fenil, testados quanto a acdo citotdxica
frente a células leucémicas (THP-1, Jurkat e HL-60), células de tumores so6lidos (HCT-116,
MCF-7 e MDA-MB-231) e células saudaveis de mamiferos (\Vero) mostraram citotoxicidade e
os indices de seletividade aumentados em comparacdo aos ligantes livres. Os complexos

apresentaram interacdo com o DNA e albumina sérica humana (HSA).*

8 G.L. Parrilha, K.S.O. Ferraz, J.A. Lessa, K.N. De Oliveira, B.L. Rodrigues, J.P. Ramos, E.M. Souza-Fagundes,
I. Ott, H. Beraldo, Metal complexes with 2-acetylpyridine-N(4)- orthochlorophenylthiosemicarbazone:
Cytotoxicity and effect on the enzymatic activity of thioredoxin reductase and glutathione reductase, Eur. J. Med.
Chem. 84 (2014) 537-544.

% A.A. Oliveira, G.M.C. Perdigdo, J.G. da Silva, E.M. Souza-Fagundes, H. Beraldo, Indium(l11) complexes with
2-acetylpyridine-derived thiosemicarbazones exhibit cytotoxic activity against human leukemia and solid tumor
cell lines, Polyhedron. 135 (2017) 72—78.

55 A.A. Oliveira, G.M.C. Perdigdo, L.E. Rodrigues, J.G. Da Silva, E.M. Souza-Fagundes, J.A. Takahashi, W.R.
Rocha, H. Beraldo, Cytotoxic and antimicrobial effects of indium(iii) complexes with 2-acetylpyridine-derived
thiosemicarbazones, Dalt. Trans. 46 (2017) 918-932.
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Por ativagdo neurdnica se obtiveram os anélogos radioativos contendo os radionuclideos
LM NN dos complexos [IN(L)2]JNOsz e [In(L)Cl2(MeOH)], em que HL sdo ligantes
derivados de 2-acetilpiridina N(4)-feniltiossemicarbazona. Demonstrou-se que apos ativacao
neutrdnica, os complexos radioativos apresentaram ac&o citotoxica 10° a 10* vezes mais potente
do que os analogos ndo radioativos.*®

Recentemente demonstramos que complexos de indio(lll), derivados de 2-acetilpiridina
N(4)-orto-fluoro-feniltiossemicarbazona, na forma [In(L)Clo(MeOH)] e [In(L)Cl;], e seus
analogos radioativos contendo 1*4MIn, apresentaram efeitos citotdxicos frente a células tumorais

de glioblastoma (U87) com um ICso na faixa nanomolar>’ (Figura 1.20).
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Figura 1.20. Complexos de indio(l11) com 2-acetilpiridina N(4)-orto-fluoro-
feniltiossemicarbazona (HL), a) [In(L)Cl2(MeOH)] e b)[In(L)Clz].

Bis(tiossemicarbazonas) (Figura 1.21) séo ligantes polidentados com grande capacidade
quelante e tém sido amplamente investigadas para o preparo de complexos metélicos com

aplicacdes em terapia e diagnaostico.
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Figura 1.21. a) bis(tiossemicarbazonas) derivadas de 2,6-diformilpiridina (R = H) e 2,6-
diacetilpiridina (R1 = CHz) e b) bis(tiossemicarbazonas) contendo diferentes grupos (R1 a Rs:
H, alquil, aril).

% A.A. Oliveira, L.L. Franco, R.G. Dos Santos, G.M.C. Perdigdo, J.G. Da Silva, E.M. Souza-Fagundes, H.
Beraldo, Neutron activation of In(I1l) complexes with thiosemicarbazones leads to the production of potential
radiopharmaceuticals for the treatment of breast cancer, New J. Chem. 41 (2017) 9041-9050.

5 A.R. Aguirre, G.L. Parrilha, R. Diniz, B.C. Ribeiro, R.G.D. Santos, H. Beraldo, Cytotoxic effects of indium(lI1)
complexes with 2-acetylpyridine-N(4)-ortho-fluorophenylthiosemicarbazone and their radioactive 114m In
analogues against human glioma cells, Polyhedron. 164 (2019) 219-227.
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Em particular, complexos de cobre(ll) com bis(tiossemicarbazonas) tais como diacetil-
bis(N4-metillthiosemicarbazona) (ATSM). Cu(ATSM) tém sido amplamente investigados para
imagem de tumores e de tecidos em hipoxia, quando se utilizam os is6topos %°Cu, 52Cu e %*Cu,
que permitem obter imagens PET.®

Estudos in vivo do complexo [Bi(HzL)(NO3)2]NOs, HzoL = 2,6-diacetilpiridina bis(N(4)-
metiltiossemicarbazona) demostraram a inibicéo do crescimento tumoral em camundongos com
células tumorais transplantadas de hepatoma H22. O controle positivo inibiu o crescimento
tumoral em 43%, no entanto, o complexo de bismuto(ll1) inibiu o crescimento tumoral em
62%.>°

Complexos de paladio(ll) e platina(ll), do tipo [ML], sendo H>L = 2,6-diacetilpiridina
bis(N(4)-para-clorofeniltiossemicarbazona), apresentaram efeitos antiproliferativos frente a
células de cancer humano NCI-H460, T-47D, A2780 e A2780cisR.%

Complexos de indio(lll) e complexos binucleares de zinco(ll) com ligantes de 2,6-
diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazonas), com diferentes substituintes no nitrogénio terminal
N4, apresentaram efeitos citotdxicos contra células T24 de tumor de bexiga humana. O modo
de acdo envolve a interrupgdo do ciclo celular e a inducdo de autofagia e apoptose em células
T24 5162

Complexos de indio(Ill) com bis(tiossemicarbazonas) seriam igualmente de grande
interesse uma vez que poderiam, em principio, atuar em medicina diagnostica e apresentar
potenciais aplicacdes terapéuticas. Em tratamentos contra o cancer de mama atualmente
utilizados na medicina nuclear, teriam potenciais aplicacdes na radioquimioterapia e poderiam
atuar como potenciais radiossensibilizadores, elevando a eficacia terapéutica da radiacdo, como

estratégias de acdo terapéutica.

% G.L. Parrilha, R.G. dos Santos, H. Beraldo, Applications of radiocomplexes with thiosemicarbazones and
bis(thiosemicarbazones) in diagnostic and therapeutic nuclear medicine, Coord. Chem. Rev. 458 (2022) 214418.

5% M.X. Li, M. Yang, J.Y. Niu, L.Z. Zhang, S.Q. Xie, A nine-coordinated bismuth(I11) complex derived from
pentadentate 2,6-diacetylpyridine bis(4N-methylthiosemicarbazone): Crystal structure and both in vitro and in
vivo biological evaluation, Inorg. Chem. 51 (2012) 12521-12526.

€0 Al  Matesanz, C. Hernandez, P. Souza, New bioactive 2,6-diacetylpyridine  bis(p-
chlorophenylthiosemicarbazone) ligand and its Pd(I1) and Pt(11) complexes: Synthesis, characterization, cytotoxic
activity and DNA binding ability, J. Inorg. Biochem. 138 (2014) 16-23.

61 S. Li, M.H. Khan, X. Wang, M. Cai, J. Zhang, M. Jiang, Z. Zhang, X.-A. Wen, H. Liang, F. Yang, Synthesis of
a series of novel In(111) 2,6-diacetylpyridine bis(thiosemicarbazide) complexes: structure, anticancer function and
mechanism., Dalt. Trans. 49 (2020) 17207-17220.

62 P. Yu, J. Deng, J. Cai, Z. Zhang, J. Zhang, M. Hamid Khan, H. Liang, F. Yang, Anticancer and biological
properties of a Zn-2,6-diacetylpyridine bis(thiosemicarbazone) complex, Metallomics. 11 (2019) 1372-1386.
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1.5. Objetivos do presente trabalho

1.5.1. Objetivo geral

Considerando que a estratégia por nds desenvolvida de complexar tiossemicarbazonas
com indio(Ill) resultou na formacdo de compostos altamente citotoxicos contra diferentes
linhagens de células tumorais,®® ®* e que os compostos analogos de 1*™In mostraram-se ainda
mais ativos e seletivos,®® o presente projeto visou a obtencdo de complexos de indio(l1l) de
bis(benzoilhidrazonas), bis(semicarbazonas) e bis(tiossemicarbazonas) e seus analogos
radioativos com #MIn, e avaliar & atividade citotoxica dos complexos ndo radioativos e
radioativos frente a células de cancer de mama estrogeno dependente (MCF-7) (ER+), e em
estrégeno independente (MDA-MB-231) (triplo negativa) assim como frente a células sadias
de fibroblasto de pulmdo de feto humano (MRC-5). Pretendeu-se verificar os efeitos dos
complexos sobre as diferentes linhagens celulares ap6s os tratamentos por quimioterapia, por
radioterapia com ®°Co, e terapia combinada (quimioterapia e radioterapia). Pretendeu-se
também realizar estudos preliminares de mecanismos de acdo por meio de investigacdes de

interacdes entre os complexos e 0 DNA.

1.5.2. Objetivos especificos

1. Constituiram objetivos do presente trabalho as sinteses e caracterizacdo de complexos de
indio(l11) com ligantes 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas), 2,6-diformilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas), 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) e 2,6-diacetilpiridina-
bis(tiossemicarbazona) (Figuras 1.22).

2. Avaliar a atividade citotoxica desses complexos em células de tumor mamario estrégeno
dependentes MCF-7 e estrdgeno independentes MDA-MB-231 e frente a células sadias de
fibroblasto de pulmao de feto humano MRC-5.

8 A.A. Oliveira, G.M.C. Perdigdo, J.G. da Silva, E.M. Souza-Fagundes, H. Beraldo, Indium(I11) complexes with
2-acetylpyridine-derived thiosemicarbazones exhibit cytotoxic activity against human leukemia and solid tumor
cell lines, Polyhedron. 135 (2017) 72—78.

& A.A. Oliveira, G.M.C. Perdigdo, L.E. Rodrigues, J.G. Da Silva, E.M. Souza-Fagundes, J.A. Takahashi, W.R.
Rocha, H. Beraldo, Cytotoxic and antimicrobial effects of indium(l11) complexes with 2-acetylpyridine-derived
thiosemicarbazones, Dalt. Trans. 46 (2017) 918-932.

8 A.R. Aguirre, G.L. Parrilha, R. Diniz, B.C. Ribeiro, R.G.D. Santos, H. Beraldo, Cytotoxic effects of indium(l11)
complexes with 2-acetylpyridine-N(4)-ortho-fluorophenylthiosemicarbazone and their radioactive *4MIn
analogues against human glioma cells, Polyhedron. 164 (2019) 219-227.

% A A. Oliveira, L.L. Franco, R.G. Dos Santos, G.M.C. Perdigdo, J.G. Da Silva, E.M. Souza-Fagundes, H.
Beraldo, Neutron activation of In(I11) complexes with thiosemicarbazones leads to the production of potential
radiopharmaceuticals for the treatment of breast cancer, New J. Chem. 41 (2017) 9041-9050.
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3. Constituiu igualmente objetivo do presente trabalho a obtencdo dos analogos radioativos
contendo Mn, pela ativagdo neutrdnica dos complexos ndo radioativos e avaliar a
atividade citotoxica dos complexos em células tumorais e sadias.

4. Constituiu ainda objetivo do presente trabalho comparar os efeitos, sobre as células
tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 e sadias MRC-5, da quimioterapia com 0s complexos
n&o radioativos e radioativos de indio(I11), da radioterapia com ®°Co e da terapia combinada
(radioterapia e quimioterapia).

5. Pretendeu-se realizar estudos estruturais e espectrais de complexos de In(lll) com 2,6-
diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) e 2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas).

6. Pretendeu-se estudar as interagcdes dos complexos ndo radioativos com o DNA.

B B
_N N. _N N.
HN NH HN NH
R R R R
R =H; Cl; CH3 R =H; Cl; CH;

2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas)

2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas)
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H,C N __CH
3 | N | 3
-N N.
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HsC | | N | CH,
AN N-NH
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2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona)

2,6-diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona)

Figura 1.22. Representacao estrutural dos ligantes 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas),

2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas), 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) e 2,6-

diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiais, equipamentos e procedimentos

2.1.1. Reagentes e solventes

As reacOes foram realizadas utilizando reagentes e solventes P.A. com alto grau de
pureza, sem purificacdo prévia, que foram adquiridos de fontes comerciais (Sigma-Aldrich,
Merck, Synth). O solvente deuterado DMSO-ds de procedéncia Cambridge Isotope
Laboratories, Inc. (CIL) foi adquirido da companhia Sigma-Aldrich.

2.1.2. Pesagens
As medidas de massa foram realizadas nas balancas analiticas Sartorius-MSU225S, com
sensibilidade de 0,00001g e Gehaka - AG200, com sensibilidade de 0,0001 g.

2.1.3. Temperaturas de fuséo
As faixas de temperatura de fusdo ou a temperatura de decomposicdo dos complexos
foram determinadas utilizando-se o equipamento digital Micro-Quimica modelo MQAPF-302.

2.1.4. Analise elementar

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos complexos foram
determinadas usando-se o aparelho Perkin EImer modelo CHN-2400 na Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

2.1.5. Analises termogravimétricas (TG)

As curvas termogravimeétricas foram obtidas na Termobalanca Shimadzu-TGAS50H,
alocada no Laboratorio de Andlise Térmica do Departamento de Quimica da UFMG. Os
experimentos foram realizados em atmosfera de N2, na faixa de temperatura de 30 a 600 °C
com razdo de aquecimento de 10° C mint. O Apéndice A (Figuras A1-A8) contém o0s

termogramas dos complexos (1-8).

2.1.6. Analises condutimétricas
As medidas de condutividades molar eletrolitica (Am) foram feitas usando-se o

condutivimetro YSI Conductivity Brigde, modelo 31, com célula condutimétrica de constante
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0,088 cm™ do mesmo fabricante. Foram usadas solugBes dos complexos (1,0 mmolL™),
utilizando-se dimetilformamida (DMF) como solvente. Os resultados foram analisados

conforme dados reportados na literatura®” (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Atribuicio de tipo de eletrolito para solucdes de concentragdo 1,0 mmolL™,

Solvente Awm (cm?.Qt.mol?) Tipo de eletrélito
65-90 1:1
DMF 130-170 2:1
200-240 3:1

2.1.7. Espectroscopia de infravermelho

Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho foram registrados na faixa 4000-
400 cm™*, empregando pastilhas de KBr, utilizando-se um espectrofotometro Perkin Elmer FT-
IR System-Spectrum GX, alocado no Departamento de Quimica da UFMG. O Apéndice A

(Figuras A9-A16) contém os espectros de infravermelho dos ligantes e seus complexos.

2.1.8. Espectroscopia eletronica

Os espectros de absorcdo nas regides do UV-Vis foram registrados utilizando-se um
espectrofotdbmetro HP8453 diode array — Hewlett Packard, em cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho 6ptico, alocado no Departamento de Quimica da UFMG.

Os estudos de estabilidade dos complexos em solucéo foram realizados medindo-se 0s
espectros eletrdnicos na faixa de 250 - 600 nm em func¢do do tempo (30 - 120 minutos e apos
24 e 48 horas). As solugbes dos complexos foram preparadas nas concentragdes de 2 x 10°
molL* em: DMSO (grau espectroscopico); solugdo tampéo Tris-HCI (NaCl 50 mmolL?, Tris-
HCI 5 mmolL?, pH 7,2) com 2% de DMSO; solugdo tampéo fosfato PBS (NaCl 137 mmolL™,
KCI 2,7 mmolL™, NazHPO4 10 mmolL™?, KH,PO4 1,8 mmolL™, pH 7,2) com 2% de DMSO.

2.1.9. Espectroscopia de fluorescéncia e determinacao de rendimento quantico (®r)

Os espectros de absorcdo foram obtidos nos espectrofotdmetros Varian Cary 60 Bio
(Agilent Technologies) utilizando uma cubeta de quartzo de 5 cm de caminho 6ptico e 0s
espectros de fluorescéncia foram obtidos no espectrémetro CARY Eclipse-Varian (Agilent

Technologies), alocado no Departamento de Quimica da UFMG.

67 W.J. Geary, The use of conductivity measurements in organic solvents for the characterisation of coordination
compounds, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81-122.
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Para determinar o rendimento quantico de fluorescéncia dos complexos (1-6) foi
empregado o método comparativo de Williams e col.®® utilizando como amostra padréo sulfato
de quinina com ®f conhecido (® = 54%) em H2S040,5 molL™.5°

Foram usadas diferentes concentracdes das amostras (1-5 pumolL™?) em DMSO (grau
espectroscopico), obtendo-se valores menores que 0,5 como absorbancia. As solucGes
utilizadas nos espectros de absor¢do foram as mesmas dos espectros de fluorescéncia. Os
espectros de fluorescéncia foram medidos em condicGes idénticas, com uma excitacdo a 393
nm para a amostra padrao e os complexos (1-6). As fendas de emisséo e excitacdo foram de 10
nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. O Apéndice A (Figura A49-
A54) contém os espectros de excitacdo e de emissdo do complexo (1-6).

2.1.10. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RNM foram registrados no espectrometro Bruker DRX-400 Avance
(400 MHz) localizado no Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta Resolucdo
(LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG. As solucbes foram preparadas
utilizando-se DMSO-ds como solvente, em tubos de 5 mm de diametro externo, utilizando-se
como referéncia interna o sinal residual do proprio solvente deuterado (5 2,5 ppm).

Os sinais nos espectros de RMN de *H foram atribuidos com base nos deslocamentos
quimicos, multiplicidades e utilizando espectroscopia de correlagdo homonuclear (*H-H)
COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy). O tipo de carbono (C, CH) foi determinado
por meio de experimentos de DEPT-135 (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
e suas atribuicbes foram feitas com o auxilio do experimento de HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Correlation). O Apéndice A (Figura A17-A48) contém os espectros de RMN
de *H dos ligantes e dos complexos de indio(ll1), e os espectros de *C{*H}, DEPT-135, COSY
e HMQC dos complexos (1-8).

2.1.11. Determinacao de estruturas por Difracdo de Raios X
As estruturas cristalograficas dos complexos [In(2,6AcPh)CI(H2.0)] (1) e
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) foram determinadas pela Profa. Renata Diniz do Departamento

de Quimica da UFMG, utilizando-se um difratbmetro Oxford-Rigaku Gemini A-Ultra do

8 A.T.R. Williams, S.A. Winfield, J.N. Miller, Relative fluorescence quantum yields using a computer-controlled
luminescence spectrometer, Analyst. 108 (1983) 1067—-1071.

8 A.M. Brouwer, Standards for photoluminescence quantum yield measurements in solution (IUPAC technical
report), Pure Appl. Chem. 83 (2011) 2213-2228.
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Departamento de Fisica ICEx — UFMG em temperatura ambiente (298 K) e como fonte de
radiagdo um tubo selado MoKa (A=0,71073 A). A coleta dos dados, os refinamentos e a reducao
das células unitarias foram realizados utilizando o programa CrysAlis RED, Rigaku— Version
1.171.32.38.7° As estruturas dos complexos foram resolvidas e refinadas utilizando-se 0s
programas SHELXL-2018-3.7* As figuras foram desenhadas utilizando-se o0s programas
ORTEP-3 para Windows” e Mercury.”

2.2.  Sinteses de ligantes e complexos

2.2.1. Sintese  dos ligantes  2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas), 2,6-
diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) e seus derivados

As sinteses de 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazona) (H2-2,6AcPh), 2,6-
diacetilpiridina-bis(para-cloro-benzoilhidrazona)  (H2-2,6AcpCIPh),  2,6-diacetilpiridina-
bis(para-toluil-benzoilhidrazona) (H2-2,6 AcpCH3Ph), 2,6-diformilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas) (H.-2,6FoPh), 2,6-diformilpiridina-bis(para-cloro-benzoilhidrazona)
(H2-2,6FopCIPh) e 2,6-diformilpiridina-bis(para-toluil-benzoilhidrazona) (H2-2,6FopCH3Ph),
foram realizadas conforme método descrito na literatura com algumas modificagGes.””

As sinteses foram feitas a partir da reacdo de 10 mmol de 2,6-diacetilpiridina ou 2,6-
diformilpiridina com 20 mmol da hidrazina desejada em metanol, sendo necessaria a adi¢do de
trés gotas de acido acético como catalisador. A mistura reacional permaneceu 4 horas sob
refluxo (Esquema 2.1). Os compostos foram filtrados, lavados com metanol gelado e éter etilico
e secados sob presséo reduzida. As identidades das bis(benzoilhidrazonas) foram confirmadas
por RMN de H. Os rendimentos foram entre 80 — 90%.

0 R.0. Diffraction, Rigaku Oxford Diffraction. Rigaku Corporation, , Japan.tle, CrysAlis Pro. Rigaku Cor (2015)
Japan.

1 G.M. Sheldrick, Crystal structure refinement with SHELXL, Acta Crystallogr. Sect. C Struct. Chem. 71 (2015)
3-8.

72 L.J. Farrugia, ORTEP-3 for windows - A version of ORTEP-II1 with a graphical user interface (GUI), J. Appl.
Crystallogr. 30 (1997) 565.

3 C.F. Macrae, 1.J. Bruno, J.A. Chisholm, P.R. Edgington, P. McCabe, E. Pidcock, L. Rodriguez-Monge, R.
Taylor, J. Van De Streek, P.A. Wood, Mercury CSD 2.0 - New features for the visualization and investigation of
crystal structures, J. Appl. Crystallogr. 41 (2008) 466-470.

74 K.S.0. Ferraz, N.F. Silva, J.G. Da Silva, L.F. De Miranda, C.F.D. Romeiro, E.M. Souza-Fagundes, I.C. Mendes,
H. Beraldo, Investigation on the pharmacological profile of 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone)
derivatives and their antimony(l11) and bismuth(111) complexes, Eur. J. Med. Chem. 53 (2012) 98-106.

> AF. Santos, I.P. Ferreira, C.B. Pinheiro, J.A. Takahashi, L.R. Teixeira, H. Beraldo, Silver(l) complexes with
2,6-diacetylpyridine-bis(benzoylhydrazones): Antifungal activity and interaction with DNA, Polyhedron. 138
(2017) 270-276.
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Esquema 2.1. Esquema de sintese das 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas), 2,6-

diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) e seus derivados.

2.2.2. Sintese dos ligantes 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) e 2,6-diacetilpiridina-
bis(tiossemicarbazona)

As sinteses de 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) (H.-2,6AcSc) e 2,6-
diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona) (H2-2,6AcTsc) foram realizadas conforme método
descrito na literatura’ com algumas modificacdes. As sinteses foram feitas a partir da reacdo
de 10 mmol de 2,6-diacetilpiridina com 20 mmol de semicarbazida ou tiossemicarbazida em
metanol, sendo necessaria a adicao de trés gotas de &cido acético como catalisador. A mistura
reacional permaneceu 3 horas sob refluxo. Os compostos foram filtrados, lavados com metanol
gelado e éter etilico e secados sob pressdo reduzida (Esquema 2.3). As identidades de Ha-
2,6AcSc e Hz-2,6AcTsc foram confirmadas por RMN de H. Os rendimentos foram de 69% e

82% respetivamente.

| ~
S HoN . H,C = CH
| 2°NH MeOH, HAC i
H3C N/ CH3 + 2 N N
R” “NH, 3h, Refluxo HN- “NH
°° L, A
R=0,S HNT R R™ "NH;

Esquema 2.2. Esquema de sintese de 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) (H2-2,6 AcSc) e

2,6-diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona) (H2-2,6 AcTsc).

76 ALA.A. Abu-Hussen, W. Linert, Redox, thermodynamic and spectroscopic of some transition metal complexes
containing heterocyclic Schiff base ligands, Spectrochim. Acta Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 74 (2009) 214—
223.
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2.2.3. Sinteses dos complexos de In(111) com 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas),
2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas), 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) e
2,6-diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona)

Foram sintetizados os complexos [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1), [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)] (2),
[In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3), [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4), [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20
(5), [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6), [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6AcTsc)Cl(H20)]
(8). Os complexos (1-8) foram obtidos a partir da reacdo de 1 mmol do ligante desejado com
1,1 mmol de InCls, em 15 mL de etanol, sendo necessaria a adigdo de 2 mmol de trietilamina.
As misturas reacionais foram mantidas em refluxo e sob agitagdo por 4 horas (Esquema 2.2).
Os solidos obtidos foram filtrados, lavados com etanol quente, e secados sob pressdo reduzida.

Os rendimentos foram entre 58 — 86 %.

B B
R = R R > R
N, . . EOH.TEA TONTY
i N ®  4h, Refluxo NS LNy
| Cl=In=HyO |
R'/gR R)\R R')\R"/ ”RJ\R

R R’ R?
[Tn(2,6 AcPh)CI(H,0)] (1) CH, Ph o)
[In(2,6AcpCIPh)CI(ILO)] (2) CH, pCIPh o)
[In(2,6AcpCH,Ph)CI(H,0)] (3) CH,  pCH,Ph 0
[In(2,6FoPh)CI(H,0)] (4) H Ph 0
[In(2,6EopCIPh)CI(H,0)]-3H,0 (5) H pClPh 0
[Tn(2,6FopCH,Ph)CI(ILO)]-ILO (6) H pCILPh o)
[Tn(2,6AcSc)CI(H,0)] (7) CH, NH, o)
[In(2,6AcTsc)CI(H,0)] (8) CH, NH, S

Esquema 2.3. Esquema de sintese dos complexos de In(l11).

2.3.  Ativacao neutrénica dos complexos de In(111)

Aproximadamente 1,0 mg dos complexos (4, 6, 7 e 8) assim como o sal InClz foram
acondicionadas em tubos de polietileno e submetidos a ativacdo neutrénica. Foram irradiados
durante 4 horas nas posi¢Oes 6, 7 e 8 da mesa giratoria no reator TRIGA (Training, Research,
Isotopes, General Atomics) MARK | IPR R-1, localizado no Centro de Desenvolvimento da
Tecnologia Nuclear (CDTN) em Belo Horizonte. As taxas médias de fluéncia de néutrons
térmicos e epitérmicos foram de 5,8 x 10" + 0,13 n.cm?.s? e 2,4 x 10" + 0,18 n.cm?.s7,

respectivamente.””

7 D.M. Zangirolami, A.H. de Oliveira, A.V. Ferreira, Thermal and epithermal neutron fluence rates in the
irradiation facilities of the TRIGA IPR-R1 nuclear reactor, Brazilian J. Phys. 40 (2010) 47-51.
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A manipulacdo das amostras radioativas (*InCls, *4, *6, *7 e *8) foi realizada sob a
supervisdo do professional habilitado para o uso e manuseio de material radioativo dentro das
dependéncias do CDTN e ap0s realizacdo dos Cursos: Introducdo a Protecdo Radioldgica, e
Radioprotecdo para o Preparo, Uso e Manuseio de Fontes Radioativas, fornecidos pela
instituicdo (Ver nos Apéndices D e E).

Todos os experimentos foram realizados seguindo os cuidados de radioprotecdo
conforme a norma CNEN-NE-3.01.7® Uso de blindagem de chumbo, utilizacdo de equipamentos
de protecdo individual (EPIs), tais como jalecos, luvas cirlrgicas descartaveis, anteparo com
vidro plumbifero e dosimetros individuais. Para evitar a contaminacdo, as bancadas foram
forradas com uma camada de pléastico e outra de papel toalha. Durante e ap6s 0s procedimentos
com o material radioativo, as superficies foram monitoradas com o detector Geiger-Muller.

Os rejeitos radioativos, sélidos ou liquidos, foram separados e armazenados em sacos
plasticos, lixeiras blindadas e bombonas de polipropileno e isolados até o decaimento abaixo

dos niveis de dispensa recomendado na norma CNEN NE 8.017° (Ver Apéndice C).

2.3.1. Espectrometria de raios 7y

Apbs um tempo de resfriamento apropriado, as amostras foram submetidas a
espectrometria de raios y em um sistema CANBERRA 5019 equipado com detector de
germanio de alta pureza (HPGe - high purity germanium detector) com eficiéncia de contagem
de 50%; resolugcdo FWHM 1,85 keV para a energia 1332 keV do ®°Co). Por meio do software
CANBERRA Gennie 2000 v2.0 foram analisados os espectros e calculadas as radioatividades

especificas induzidas nos compostos.

2.3.2. Controle de qualidade dos compostos de indio apds ativacdo neutrdnica

A pureza radioquimica do *InCls e dos complexos (*4), (*6), (*7) e (*8) foi verificada
por meio de cromatografia em papel Whatman quantitativo utilizando uma solucdo de
metanol/acetato de amonia 10% 1:1(v/v) como fase movel.&

Para avaliar a radioatividade do **™In foi utilizado um espectrémetro raios y automatico
Perkin Elmer — modelo 2480 com cristal cintilador de Nal(Tl) como detector. Em tiras de 2 x

10 cm de papel Whatman quantitativo, a amostra foi aplicada a 0,5 cm da origem e apos a

8 CNEN: Diretrizes Basicas de Protecgdo Radiolégica, in: Com. Nac. Energ. Nucl. 05 (2011), p. 1-24.

7 CNEN: Geréncia de rejeitos radioativos de baixo e médio niveis de radiacdo, in: Com. Nac. Energ. Nucl. (2014),
p. 44.

80 Y. Barbier, M.L. Biechlin-Chassel, G. Galy, S. Lao, Les radiopharmaceutiques: Guide pratique du contrdle de
gualité en Radiopharmacie, EDP Sciences, 2009.


http://moodle.cdtn.br/course/view.php?id=18
http://moodle.cdtn.br/course/view.php?id=18
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eluicdo, as tiras foram cortadas em 10 segmentos de 1 cm cada e depositadas nos tubos de
polietileno do espectrometro. Os resultados sdo relatados em termos de fator de retencédo (Rf).

2.4.  Ensaios biologicos

Os ensaios da atividade citotoxica dos complexos (4, 6, 7 e 8) e seus analogos
radioativos (*4, *6, *7 e *8) contra células tumorais e sadias foram realizados em parceria, na
Unidade de Radiobiologia do Centro de Tecnologia Nuclear (CDTN) com a Dra. Raquel

Gouvéa dos Santos.

2.4.1. Linhagem celulares e condigdes de cultura

As linhagens das celulas MCF-7 (adenocarcinoma mamario), MDA-MB-
231(adenocarcinoma mamario) e MRC-5 (fibroblasto de pulméo de feto humano) foram obtidas
do American Type Culture Collection (ATCC, USA). As células foram mantidas em fase de
crescimento logaritmico no meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
alta glicose, enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) e com antibidtico/antimicotico
(sulfato de gentamicina 50 mg/L e anfotericina B 25 pg/mL), as culturas foram mantidas em

uma incubadora a 37 °C com jaqueta de agua sob uma atmosfera de 5 % CO2 e 95 % de ar.

2.4.2. Avaliacdo da atividade citotoxica

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de reducdo do
corante brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), de coloracédo
amarela, que é reduzido por desidrogenases mitocondriais e intracitoplasmaticas de células
metabolicamente ativas, produzindo cristais de formazan, de coloracdo roxa. A quantidade de
formazan produzido é diretamente proporcional a quantidade de células metabolicamente
ativas.®* O ensaio permite avaliar a proliferacdo e a viabilidade metabdlica celular® para
determinar o valor da concentracdo que inibe 50 % da viabilidade celular (ICso) de cada
complexo.

As células foram semeadas em placas de 96 pocos, e a quantidade de celulas foi
determinada para cada linhagem, sendo 5000 células/pog¢o para MCF-7 e MDA-MB-231 e 1000

células/pogo para MRC-5 em DMEM, densidades adequadas para garantir crescimento

8 T. Mahshid Ghasemi, S.S. Turnbull, I. Kempson, The MTT Assay: Utility, Limitations, Pitfalls, and
Interpretation in Bulk and Single-Cell Analysis, Int. J. Mol. Sci. 22 (2021) 12827.

82 J.A. Plumb, R. Milroyf, S.B. Kaye, The activity of verapamil as a resistance modifier in vitro in drug resistant
human tumour cell lines is not stereospecific, Biochem. Pharmacol. 39 (1990) 787-792.
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exponencial. Em seguida foram incubadas por 24 horas a 37 °C sob uma atmosfera de 5 % CO>
para permitir a adaptacdo das células antes de serem testadas.

As células em crescimento exponencial foram tratadas como descrito a seguir:

— Controle: células tratadas somente com meio de cultura DMEM,;

— Controle positivos: células tratadas com o antineoplasico usado na clinica, cisplatina,
em diferentes concentracdes (1,0 x 10 — 1,0 x 10 molL™* em meio de cultura DMEM);

— Quimioterapia: células tratadas com os compostos em diferentes concentragdes (1,0 X
101t — 1,0 x 10”° molL* em meio de cultura DMEM com 1% de DMSO);

— Radioquimioterapia: células tratadas com os compostos radioativos (1}4MIn) em
diferentes concentragdes (1,0 x 10 — 1,0 x 10° molL* em meio de cultura DMEM
com 1% de DMSO);

— Monoterapia: células tratadas com radiacdo gama nas doses de 1, 3 ou 6 Gy com um
irradiador multipropésito panordminco MDS Nordion (Otawa, ON, Canadd) com Co
(200TBq) estocado a seco (Gamma cell- E1=1172,3 keV e E2: 1332,5 keV);

— Terapia combinada: células tratadas com os compostos em diferentes concentracdes (1,0
x 10 — 1,0 x 10° molL™* em meio de cultura DMEM com 1% de DMSO) e radiagdo

gama nas doses de 1, 3 ou 6 Gy.

Apos os diferentes tratamentos, as células foram incubadas por 48 horas. Em seguida,
0 meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com PBS (tampao fosfato) e foram
adicionados em cada poc¢o 0,5 mg/mL de MTT diluido com DMEM, seguido de incubacao por
mais 4 horas ao abrigo da luz. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos com DMSO
e a absorbancia carateristica do formazan foi medida a 570 nm por espectrofotometria.

Os resultados foram expressos em % de viabilidade celular em relagcdo ao controle,
usando como comparacdo as leituras de densidade Optica na placa de controle negativo,
arbitrariamente definidas como sendo 100% de viabilidade. A porcentagem de viabilidade

celular foi calculada conforme a expressao:

L Abs. Células Tratadas
%Viabilidade celular = Abs. Controle negative x 100

Os valores de ICso (concentracdo da droga que inibiu 50% de sobrevivéncia celular)

foram calculados utilizando programa Graphpad prism 5, a partir da curva de sobrevivéncia.
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Em seguida, os indices de seletividade (IS) dos compostos testados foram calculados,
usando os valores de 1Cso obtidos (IS = ICsomrcs/ICs0 McF7 ou MDA-MB-231). Atraveés desta relagéo,
foi possivel avaliar se 0s compostos foram mais seletivos para as linhagens tumorais de tumor
mamario. 1S com valores maiores ou iguais a 2 foram considerados indicativos de boa
seletividade. O indice de seletividade indica a seletividade dos compostos estudados e sua
potencial utilizacdo para os testes pré-clinicos e clinicos.

Os resultados da terapia combinada foram expressos como fator de potencializagéo (FP)
calculado conforme a expresséo:

Fp % células mortas apds a terapia combinada

% celulas mortas apés a monoterapia com radiagao

O Apéndice B (Figura B1-B4) contém as porcentagens de sobrevivéncia das células em

funcdo da concentracdo e doses de radiagdo dos complexos (4, 6, 7 e 8).

2.4.3. Avaliacdo morfologica e alteracdes do DNA cromossomal induzidas pelos
tratamentos

Alteracdes no DNA cromossomal foram detectadas mediante coloragdo com 4°6"-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). DAPI é um corante fluorescente capaz de se ligar
especificamente a dupla fita do DNA cromossomal.

Apbs 48 horas de incubacdo com o composto sob investigacdo, as células tumorais
foram lavadas com tampao fosfato (PBS) e fixadas em metanol gelado a temperatura ambiente
por 20 minutos. Logo apos, as células foram incubadas com 0,4 ug/mL de DAPI por 1 hora ao
abrigo de luz e, em seguida, lavadas com PBS.

Alteracbes morfologicas na membrana celular foram analisadas por microscopia de
contraste de fase, usando um microscopio invertido de fluorescéncia, Nikon Eclipse TS100,

385-410 nm, acoplado a uma camera digital.

2.4.4. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como o valor medido + desvio padrdo (SD) de trés
experimentos independentes testados em triplicada. As diferencas estatisticas entre 0s grupos
tratados e o grupo controle foram avaliadas pelos testes t de Student ou ANOVA, foram
consideradas significativas quando o nivel aceitavel de significancia foi de 95% (p<0,05),
utilizando-se Prisma Graph Pad 5.01 (Graphpad Software Inc., La Jolla, CA) para as analises

estatisticas.
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2.5.  Estudos de interacdo com &cido desoxirribonucleico (DNA)

A solucédo estoque de DNA extraido do timo de vitelo (Sigma-Aldrich) foi preparada
em solucio tampéo Tris-HCI (NaCl 50 mmolLY/Tris-HCI 5 mmolL™, pH 7,2) sob agitacéo
orbital de 120 rpm a 37°C por 24h. A concentragdo foi calculada a partir de medidas de
densidade dptica, utilizando-se 6600 M*cm™ como coeficiente de absortividade molar em 260
nm.& A solugio estoque de brometo de etidio 5 x 10 molL™ foi preparada em solugéo tampao
Tris-HCI (NaCl 50 mmolLY/Tris-HCI 5 mmolL™, pH 7,2) e armazenada a 0 - 4°C ao abrigo da

luz.

2.5.1. Determinacao da constante de ligac@o por espectrometria eletronica

Experimentos de titulacdo espectrofotométrica foram realizados usando 2,0 mL da
solug¢do do composto a ser avaliado (30 uM, solugdo contendo 3% de DMSO em tampao Tris-
HCI) e titulada por adi¢Ges sucessivas da solucdo de DNA até alcancar uma relacdo molar final
de 1:1 entre as concentragdes de composto e nucleotideos. Apo6s cada adi¢do, a solucdo foi
agitada e mantida em repouso por 5 minutos antes de serem obtidos os espectros, registados na

faixa de 240-600 nm a temperatura ambiente.

2.5.2. Determinacédo da constante de ligacdo por fluorescéncia

A constante de ligacdo dos compostos foi determinada mediante experimentos de
intercalacdo competitiva, entre solugdes dos compostos e solucdes de brometo de etidio (BE) a
temperatura ambiente. Durante o experimento, um volume de 3,0 mL da solucdo DNA-BE foi
titulado com repetidas aliquotas do composto a ser avaliado (1,0 mM, solucdo estoque em
DMSO) e ap6s 5 minutos as leituras da fluorescéncia foram registradas. A intensidade de
fluorescéncia em 605 nm (excitacdo em 545 nm) foi medida em fungéo da concentracdo do

composto.®

8 [. Poto¢ndk, P. Vranec, V. Farkasova, D. Sabolova, M. Vatai¢inova, J. Kudladova, 1.D. Radojevi¢, L.R. Comié,
B.S. Markovic, V. Volarevic, N. Arsenijevic, S.R. Trifunovi¢, Low-dimensional compounds containing bioactive
ligands. Part VI Synthesis, structures, in vitro DNA binding, antimicrobial and anticancer properties of first row
transition metal complexes with 5-chloro-quinolin-8-ol, J. Inorg. Biochem. 154 (2016) 67—77.
8 T.C. Jenkins, Optical Absorbance and Fluorescence Techniques for Measuring DNA--Drug Interactions, in:
K.R. Fox (Ed.), Drug-DNA Interact. Protoc., Humana Press, Totowa, NJ, 1997: pp. 195-218.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudos estruturais e espectrais de complexos de In(l1l1) com 2,6-diacetilpiridina-

bis(benzoilhidrazonas)

Aqui serdo apresentadas as caracterizagdes de novos complexos de indio(lll),
[In(2,6AcPh)CI(H20)] (1), [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3),
com 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazona) (H.-2,6AcPh) e seus derivados 2,6-
diacetilpiridina-bis(para-cloro-benzoilhidrazona) (H2-2,6AcpCIPh) e 2,6-diacetilpiridina-
bis(para-toluil-benzoilhidrazona) (H2-2,6 AcpCH3Ph) (Figura 3.1.1).

HiC CHs;

R = H, [In(2,6AcPh)CI(H,0)] (1)
Y CL, [In(2,6AcpCIPh)CL(H,0)] (2)
InZ—H0

| CH., [In(2,6AcpCH,Ph)CI(H,0)] (3)

‘ cl

oy
iy
o) Yo

R R

Figura 3.1.1. Representacéo estrutural para os complexos de In(I11) com 2,6-diacetilpiridina-

bis(benzoilhidrazonas).

3.1.1. Analises

Os rendimentos das reacgdes, a temperatura de fusdo, os dados de anélise elementar de
CHN, anélise termogravimétrica, massa molar, condutividade molar eletrolitica (DMF, 1
mmolL™) para os complexos (1, 2 e 3) estdo apresentados na Tabela 3.1.1.

As analises de CHN sugerem a formacédo de complexos do tipo [In(L)CI(H20)] (1-3)
HaL = H2-2,6 AcPh, Hz-2,6 AcpCIPh e H2-2,6 AcpCH3Ph. A presencga de uma molécula de 4gua
de coordenacéo foi confirmada pelas curvas termogravimétricas dos compostos (Figura 3.1.2).
A faixa de temperatura sugere a presenca de agua coordenada ao centro metalico. Os valores

baixos de condutividade molar confirmam que os complexos sdo ndo-eletrolitos.
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Tabela 3.1.1. Rendimento da reacdo, ponto de fusdo?, analise elementar de CHN®, analise
termogravimétrica®, massa molar e condutividade molar eletrolitica® dos complexos
[In(2,6AcPh)CI(H20)] (1), [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6 AcpCH3Ph)CI(H20)] (3).

Rend Ptusio TG MM Am
Compostos %C %H %N
% °C % gmol?  cm?Q!mol?
>300 49,24 3,52 12,54 34
1 78 565,73 0,53
(236-237) (48,83) (3,74) (12,38) (3,18)
>300 44,08 2,92 11,19 2,92
2 86 634,62 2,8
(262-263) (4353) (3,02) (11,04) (2,89)
>300 50,60 4,30 11,90 2,96
3 85 593,78 1,74

(232-235) (50,57) (4,24) (11,79) (3,03)

2 Ponto de fusdo do ligante entre parénteses.
b\/alores tedricos entre parénteses.

¢ Am (cm?Qt mol ) concentragdo de 1 mmolL* em DMF.
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Figura 3.1.2. Termograma do complexo [In(2,6 AcpCH3Ph)CI(H20)] (3).

3.1.2. Espectroscopia no infravermelho (1V)

As principais bandas nos espectros de infravermelho das 2,6-diacetilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas) e dos complexos [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1), [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)]
(2) e [In(2,6 AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) encontram-se na Tabela 3.1.2 e o espectro do ligante Ho-
2,6AcPh em comparacao com seu complexo [In(2,6 AcPh)CI(H20)] (1) sdo mostrados na Figura
3.1.3. Apds a complexacdo das 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) com o In(l11) ocorre
o deslocamento das principais bandas dos ligantes, indicando o modo de coordenagao ao centro

metalico. Os resultados séo analisados a seguir:
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O estiramento Vv(N-H) na regido entre 3214-3281 cm? nas 2,6-diacetilpiridina-

bis(benzoilhidrazonas) livres ndo foi observado nos espectros dos complexos, indicando a

desprotonacao nos ligantes.

O estiramento v(C=N) na regidio entre 1527-1610 cm™ nas 2,6-diacetilpiridina-

bis(benzoilhidrazonas) livres, desloca-se para 1492-1497 cm™ nos espectros dos complexos

sugerindo a coordenacgdo do metal pelo nitrogénio iminico.

O estiramento v(C=0), observado na regido entre 1655-1670 cm™ nas 2,6-diacetilpiridina-

bis(benzoilhidrazonas) livres desloca-se para menor energia entre 1370-1372 cm™ nos

complexos, sugerindo a coordenacao do ligante ao metal pelo oxigénio carbonilico.

agua coordenada ao centro metalico.
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O estiramento v(O-H), na regifo 3433-3448 cm™ nos complexos refere-se a molécula de

Figura 3.1.3. Espectros de infravermelho do ligante H2-2,6 AcPh e seu complexo

[In(2,6AcPh)CI(H20)] (1).

Tabela 3.1.2. Principais bandas dos espectros de infravermelho (cm™) das 2,6-diacetilpiridina-

bis(benzoilhidrazonas) e dos complexos (1), (2) e (3).

Composto v(O-H) Vv(N-H) v(C=N) v(C=0) v(C-O)
H2-2,6AcPh - 3281 1527 1665 -
[In(2,6AcPh)CI(H20)] (1) 3448 - 1497 - 1371
H2-2,6AcpCIPh - 3214 1542 1655 -
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)]  (2) 3436 - 1493 - 1370
Hz-2,6AcpCHsPh - 3232 1610 1670 -
[In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)]  (3) 3433 - 1492 - 1372
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3.1.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os ligantes  2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) e seus complexos
[In(2,6AcPh)CI(H20)] (1), [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3)
foram caraterizados por RMN de *H, *C{*H}, e suas atribuicdes foram feitas com o auxilio de
experimentos bidimensionais. As numeracGes dos atomos das 2,6-diacetilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas) e dos complexos de indio(ll1) estdo representadas na Figura 3.1.4.

26 R 23

Figura 3.1.4. Numerac¢do dos atomos nos complexos de In(I11) com 2,6-diacetilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas) R = H, [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1), R = Cl, [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)]
(2) e R = CHj3, [In(2,6 AcpCH3Ph)CI(H20)] (3).

Apbs a complexagdo com In(l11) os espectros de RMN de *H em DMSO-ds (Figura
3.1.5) mostram a auséncia dos sinais de N(3)-H e N(5)-H, indicando a desprotonacao do ligante
e a coordenacdo das 2,6-diacetilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) na forma dianiénica. Os sinais
dos hidrogénios apresentaram deslocamentos em relacdo aos ligantes livres, observando-se
como principais sinais afetados os hidrogénios piridinicos e os hidrogénios H11 e H18,
mudancas associadas a liga¢do ao metal.

Os espectros de RMN de 3C{H} do ligante H.-2,6AcPh e do complexo 1 s&o
apresentados na Figura 3.1.7 mostrando os deslocamentos referentes aos carbonos C8 e C10
(C=0) nos complexos em relag&o as suas posi¢des no ligante livre. Os deslocamentos sugerem
a coordenacdo do ligante H2-2,6 AcPh pelo sistema quelante O - N iminico - N piridinico - N
iminico - O de forma pentadentada.

As atribuicOes dos sinais de RMN H e 3C{*H} dos ligantes e complexos (1, 2 e 3) s&o
apresentadas nas Tabelas 3.1.3 e 3.1.4 respetivamente e foram realizadas com auxilio dos
experimentos bidimensionais COSY (pelo acoplamento *H-H) na Figura 3.1.6 e HMQC (pelo
acoplamento H-13C ) na Figura 3.1.8.
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Figura 3.1.5. Espectro de RMN de *H do ligante H2-2,6AcPh e do complexo (1).
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Figura 3.1.6. O espectro de RMN COSY do complexo (1).
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Tabela 3.1.3. Atribui¢des, nimero de hidrogénio, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade
e constante de acoplamento (J/Hz) dos sinais de RMN de H das bis(benzoilhidrazonas) e dos
complexos [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1), [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e
[In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3). (400 MHz, DMSO-ds)

NUmero de

Atribuictes hidrogénio H2-2,6AcPh [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1)
N3-H, N5-H 2 10,93 (s) -
H4 1 7,89 (d) (J=5,8) 8,35 (t) (J=7,9)
H3, H5 2 8,37-8,03 (M) 8,09(d) (J=7,9)
H11, H18 6 2,53 (5) 2,68 (s)
H13, H17 2 7,89 (d) (J=5,8) 8,29 (d) J =6,7)
H14, H16 2 7,71-7,39 (m) 7,66 - 7,44 (m)
H15, H22 2 7,71-7,39 (m) 7,66 - 7,44 (m)
H20, H24 2 7,89 (d) (J=5,8) 8,29 (d) (J=6,7)
H21, H23 2 7,71-7,39 (m) 7,66 - 7,44 (m)
Atribuicdes Ir\ll_umerf) qle H2-2,6 AcpCIPh [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2)
idrogénio
N3-H, N5-H 2 10,96 (s) -
H4 1 7,89 (d) (3=7,4) 8,35 (t) (J=7,9)
H3, H5 2 8,19-7,99 (m) 8,10 (d) (J =7,9)
H11, H18 6 2,67 (s) 2,68 (s)
H13, H17 2 7,89 (d) (J=7,4) 8,28 (d) (J =8.,5)
H14, H16 2 7,57 (d) (J=8,4) 7,59 (d) (J=8,5)
H20, H24 2 7,89 (d) (J=7,4) 8,28 (d) (J=8,5)
H21, H23 2 7,57 (d) (J=8,4) 7,59 (d) (J=8,5)
Atribuicdes NUmero de H2-2,6 AcpCHsPh [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3)
hidrogénio
N3-H, N5-H 2 10,74 (s) -
H4 1 7,84 (d) (J=7,4) 8,32 (t) (J=7,8)
H3, H5 2 8,10-7,91 (m) 8,05() (J=7,9)
H11, H18 6 2,30 (s) 2,69 (s)
H13, H17 2 7,73 (d) 3=7,7) 8,18 (d) (J = 7,8)
H14, H16 2 7,24 (d) (J=8,0) 7,33(d) (3=7,9)
H20, H24 2 7,73 (d) (3=7,7) 8,18 (d) (J =7,8)
H21, H23 2 7,24 (d) (J=8,0) 7,33(d) (3=7,9)
H25, H26 6 2,44 (s) 2,41 (s)
5 4\ 3
HJCS 9 6 ‘ P 2 7 1jng
N\ . i 2|N R = H, [In(2,6AcPh)CI(H,0)] (1)
VNG _ 2 Cl, [In(2.6AcpCIPh)CI(H,0)] (2)
10 | y'” o | g 13
> 14 CH;, [In(2,6AcpCH;Ph)CI(H,0)] (3)
22 24 17 ® 25
2B 93 %

aMultiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; dd = duplo dupleto.
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Figura 3.1.7. Espectros de RMN de *C{*H} do ligante H2-2,6 AcPh e do complexo (1).
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Figura 3.1.8. O espectro de RMN HMQC do complexo (1).
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Tabela 3.1.4. AtribuicBes, DEPT 135, deslocamento quimico (ppm) dos sinais de RMN de
BC{'H} das bis(benzoilhidrazonas) e dos complexos [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1),
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3). (100 MHz, DMSO-de)

Atribuicdes DEPT H2-2,6AcPh [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1)
C2,Cé6 - 154,2 145,9
C3,C5 1 120,5 123,1

C4 1 143,6 1431

C7,C9 - 137,2 146,9
C8,C10 - 154,2 171,2

C11, C18 1 12,5 12,8
C12,C19 - 134,0 135,7
C13, C17,C20,C24 1 128,3 128,1
C14, C16, C21, C23 1 128,3 128,0
C15, C22 1 131,6 131,1

AtribuicBes DEPT H2-2,6 AcpCIPh [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)] (2)
C2,Cé6 - 152,6 146,6
C3,C5 i 120,3 1234

C4 1 136,1 1431

C7,C9 - 154,2 146,8
Cs8,C10 - 162,8 170,3

C11, C18 i 12,4 12,8
C12,C19 - 133,8 135,4
C13, C17, C20, C24 1 128,0 129,7
C14, C16, C21, C23 1 136,9 128,3
C15, C22 - 135,6 1345

Atribuicdes DEPT H2-2,6 AcpCHsPh [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3)
C2,C6 - 154,5 145,3
C3,C5 1 120,7 122,9

C4 1 137,4 143,0
C7,C9 - 142,0 147,0
Cs8,C10 - 168,2 171,2
C11, C18 1 12,7 12,7
C12,C19 - 131,3 141,0
C13, C17,C20, C24 1 128,6 128,7
C14, C16, C21, C23 0 129,1 128,0
C15, C22 - 1415 132,9
C25, C26 0 21,4 21,2
9 _\\ 3

18 5 | 2 11

Hc. 9 = 7 _CH
R R = H, [In(2,6AcPh)CI(H,0)] (1)

/“ \“\“\“ Cl, [In(2,6AcpCIPh)CI(H,0)] (2)
10 | y e 3 R CH,, [In(2,6AcpCH,Ph)CL(ILO)] (3)
22 o - 15.:e -
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3.1.4. Cristalografia de raios X

Foram obtidos monocristais de [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1) e [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)]
(2) a partir da evaporacdo lenta em solucdo de etanol a temperatura ambiente. As estruturas
cristalograficas dos compostos e a numeracdo utilizada estdo apresentados na Figura 3.1.9 e a
Tabela 3.1.5 mostra os resultados da coleta de dados e do refinamento das estruturas cristalinas

dos complexos (1) e (2).

C23 C16
C22>j>—(2§ C24 c17 (@_&( fC15

(@) k)

Figura 3.1.9. Unidade assimétrica, estrutura e numeracao dos &tomos nos monocristais a)
[In(2,6AcPh)CI(H20)] (1) e b) [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)] (2).

Ambas as estruturas cristalinas sdo formadas por uma bis(benzoilhidrazona), um ion
indio(111), um ion cloreto e uma molécula de dgua. O indio(lll) esta coordenado a trés &tomos
de nitrogénio e a dois de oxigénio do ligante, a um ion cloreto e a uma molécula de agua,
formando uma geometria de coordenacdo bipiramide pentagonal, como pode ser observado na
Figura 3.1.10.

Figura 3.1.10. Representacdo da geometria de coordenacgéo do In do complexo (2).
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Tabela 3.1.5. Dados cristalogréficos do cristal dos complexos [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1) e b)
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2).

Cristal Cristal (1) Cristal (2)
Férmula C23H21ClINnN5s03 C23H19CI3INN503
MM / g mol? 564,71 634,6
Sistema cristalino Tetragonal Monoclinico
Grupo espacial P4>/mbc P2i/c
alA 13,5205(2) 14,3293(10)
b/A 13,5205(2) 13,6261(6)
c/A 26,1243(13) 13,4033(8)
a/° 90,00 90,00
B/° 90,00 106,229(7)
y/° 90,00 90,00
V /A3 4775,6(3) 2512,7(3)
Temperatura/ K 298(2) 298(2)
Z 8 4
Dcalc / g cm3 1,571 1,677
Tama”hom‘;f S 0,12 x 0,38 x 0,43 0,10x 0,31 X 0,65
U(Mo Ka) / cmt 1,136 1,295
Reflexdes medidas 47092 10073
Rint 0,0931 0,0919
Reflexdes observadas
[Fo2>20(Fs?)] 3738 5948
Parametros refinados 318 318
Robs [Fo>20(Fo)] 0,0843 0,0556
Rail 0,1329 0,0993
WRobs [Fo?>20(Fo)?] 0,1644 0,1596
WRall 0,1791 0,1785
S 1,194 0,936
RMS /e A3 0,126 0,159

Os angulos entre os anéis aromaticos presentes no ligante sdo 19,1(4)° e 28,1(2)° (entre
os dois aneis clorofenil) no complexo (1) e (2), respectivamente, e os angulos entre o anel piridil
e os anéis clorofenil (contendo CI1 e CI2, respectivamente) sdo 12,0(4)° no complexo (1), e
23,7(2)° e 12,7(3)° no complexo (2). Na Figura 3.1.11 esta mostrada a célula unitaria dos
complexos (1) e (2) vista ao longo dos eixos a, b e c. Na Tabela 3.1.6 as principais distancias e

angulos de ligacéo.



(2)

(1) (2)
(b)

(1) (2)
(c)

Figura 3.1.11. Célula unitaria dos cristais [In(2,6 AcPh)CI(H20)] (1) e b)
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) ao longo dos eixos a) a, b) bec) c.
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Tabela 3.1.6. Disténcias e angulos de ligagdes nos complexos [In(2,6 AcPh)CI(H20)] (1) e b)
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2).
Distancia de ligacéo / A

1) (2) 1) (2)
In-CI(3) 2,440(3)  2,446(2) C7-N2 1,307(9)  1,281(8)
In-01 2193(5)  2,165(4) N2-N3 1,369(10)  1,375(8)
In-02 - 2,179(4) C8-N3 1,329(10)  1,338(9)
In-03 2275(7)  2,227(4) C8-01 1,278(10)  1,297(8)
In-N1 2,315(8)  2,303(4) C10-N5 i 1,323(8)
In-N2 2275(7)  2,267(6) N5-N4 ; 1,373(8)
In-N4 - 2,270(6) C9-N4 i 1,291(8)
C10-02 i 1,301(8)
Angulo de ligacéo / °
1) (2) ) (2)
CI(3)-In-03 1785(2)  176,67(13)  0O2-In-N1 i 137,97(18)
CI(3)-In-O1  9532(16)  96,43(14) 02-1n-N2 i 150,72(18)
CI(3)-In-02 - 95,72(13) 02-1n-N4 i 69,93(19)
CI(3)-In-N1L  96,61(18)  94,40(11) N1-In-N2  69,09(18)  68,7(2)
CI(3)-In-N2  9416(17)  92,90(15) N1-1n-N4 i 69,0(2)
CI(3)-In-N4 i 92,40(14)  N2-In-N2i(N4)  138,0(4)  137,6(2)
03-In-01 858(2)  86,66(18) O1-C8-N3  1259(8)  124,9(6)
03-In-02 - 85,71(18) C8-N3-N2  108,9(7)  110,0(6)
03-In-N1 81,9(3)  82,55(15) C8-0O1-In 1162(5)  128,8(5)
03-In-N2 85,31(18)  82,32(16) N3-N2-In 1184(5)  116,1(4)
03-In-N4 i 85,26(19) N3-N2-C7  120,08)  120,2(6)
01-In-01i(02)  82,0(3)  80,70(16)  O2-C10-N5 - 124,3(6)
O1-In-N1 137,17(15) 13820(19)  C10-N5-N4 - 110,7(6)
O1-1n-N2 69,1(2)  70,53(18) N5-N4-C9 ; 120,0(6)
O1-In-N2i(N4)  150,3(2)  150,00(19) N5-N4-In - 117,4(4)
C10-02-In - 116,5(4)

Cadigo de simetria : i: x, y, 1-z.

Os solidos sdo estabilizados por liga¢des de hidrogénio do tipo OH---O e OH---Cl entre
as moléculas de agua e atomos de O do ligante e Cl. Essas ligacbes formam uma rede
bidimensional no plano ab no complexo (1) e bc no complexo (2) (Figura 3.1.12.a). A distancia
de ligacdo O3---CI3 é de 3,167(9) A no complexo (1) e 3,127(4) A no complexo (2). A distancia
de ligagdo O3---O1 é de 2,776(9) no complexo (1), e as distancias de ligagdo 0O3---O1 e
03---02 no complexo (2), sdo respectivamente, 2,913(6) e 2,758(6) A. Ligacdes de hidrogénio
ndo convencionais do tipo CH---Cl sdo observadas entre os &tomos C---Cl formando um dimero
(Figura 3.1.12.b), cuja distancia C4---Cl é de 3,603(14) A e C4---CI3 é de 3,656(7) nos
complexos (1) e (2), respectivamente. Nao foram observadas interagdes de empacotamento ©
nesses compostos. Os parametros geométricos dessas interagdes estdo dispostos na Tabela
3.1.7.
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Figura 3.1.12. Ligacdes de hidrogénio do tipo a) OH---O e OH---Cl e b) ndo convencionais do
tipo CH---Cl e ¢) redes simplificadas das ligacdes de hidrogénio observadas nos
empacotamentos cristalinos dos complexos [In(2,6 AcPh)CI(H20)] (1) e b)
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2).

Tabela 3.1.7. Ligacdes de hidrogénio observadas nos cristais dos complexos
[In(2,6AcPh)CI(H20)] (1) e b) [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)] (2).

D-H---A D-H/A H-A/A D-A/A D-H--A/°

03-H3w---CI! 0,93 3,06 3,167(14) 89,0

Complexo  O3-H3w---O1" 0,89 2,31 2,776(9) 112,0
1) C4-H4.-.Cl' 0,93 2,73 3,603(14) 156,0
03-H3a---CI3' 0,84 2,30 3,127(4) 165,0

Complexo ~ 03-H3b---O1' 0,83 2,29 2,913(6) 132,0
(2) 03-H3b---02" 0,83 2,07 2,758(4) 140,0
C4-H4...CI3" 0,93 2,79 3,656(7) 156,0

Cadigo de simetria:
Complexo (1):i (%2 +X,%-y,1-2),ii(1-X,-y,2),1i(1-x,1-y,-2).
Complexo (2): i (x,%-y,-%2+2),ii (2-%X,-y,1-2),iii(2-x,1-y,1-2).
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3.1.5. Estudo de fluorescéncia dos complexos (1-3)

O aumento da conjugacao nos ligantes e a rigidez dos complexos [In(2,6 AcPh)CI(H20)]
(1), [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) faz com que apresentem
fluorescéncia, como mostrado na Figura 3.1.13, o que permitiria determinar a localizacdo dos

mesmos dentro das células em futuros ensaios biolégicos in vitro.

H,-2,6AcPh H,-2,6AcpCIPh H,-2,6AcpCH;Ph
| M | CPR (3

Figura 3.1.13. Comportamento de soluces de 2 mmolL™ dos ligantes e complexos (1), (2) e
(3) em DMSO expostas a uma lampada UV ~365 nm.

Os espectros de absorcdo (Figura 3.1.14) dos ligantes mostram bandas intensas, tipicas
de transi¢des © — m*, centradas em 315 nm e absor¢des fracas na regido de 375-450 nm. Apos
complexacdo com indio(l11) e desprotonacdo do ligante, se observam nos espectros de absor¢édo
dos complexos desvios hipercromicos e batocrdmicos perto de 350 nm, assim como o

aparecimento de uma nova banda de absor¢éo forte em 425 nm.

50

=
©
o

— H,-2,6AcpCIPh
[In(2,6AcpCIPh)CI(H,0)] (2)

-
a
=

a

Intensidade de Fluorescénci
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Figura 3.1.14. Espectros de absorc¢éo (linha continua) e emissao (linha tracejada) em DMSO a

25 °C para complexo (2) e o ligante, na concentragdo de 5 pmolL™.
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Os espectros de emissao (Figura 3.1.14) ap6s excitacdo a 393 nm, foram registrados em
DMSO a temperatura ambiente usando as mesmas configuragdes para os ligantes e complexos
de indio(l11). As emissdes dos complexos sdo semelhantes, na faixa de 525-528 nm, e foram
observadas na mesma regido de emissédo dos ligantes. A diferenca mais consideravel em relagédo
aos ligantes reside na maior emissdo de fluorescéncia dos complexos. Tomado em conjunto
com a baixa absortividade dos ligantes, o resultado é um forte brilho de fluorescéncia dos
complexos, conforme observado na Figura 3.1.13.

Para determinar o rendimento quantico dos complexos [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1),
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) em DMSO, é utilizada como
amostra padrdo a solucio de sulfato de quinina em HzSO4 0,5 molL™? (®r = 54%).

Os espectros de fluorescéncia dos complexos e do padrao foram registrados no mesmo
comprimento de onda de excitacdo e medidos em condicdes idénticas, para assumir que é
absorvido o mesmo nimero de fétons em todas as amostras. Com o0 aumento da concentracao
dos complexos, pode-se observar o aumento das bandas de absorcéo e fluorescéncia, na Figura
3.1.15.

[In(2,6AcPh)CI(H,0)] (1)

—— 1 umolL

Absorbancia
Intensidade de Fluorescéncia

T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Sulfato de quinina

0.4 800

- 700

0.3 - 600

- 500

0.2 - 400

Absorbéancia

- 300

0.1+ 200

Intensidade de Fluorescéncia

100

0.0 T ¥ T
300 350 400 450 500 550

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.1.15. Espectros de excitacdo e de emissao do complexo (1) em DMSO e do padrédo
sulfato de quinina em H,S04 0,5 molL™,



71

Foram feitos gréaficos de intensidade de fluorescéncia versus absorbancia dos complexos
e do padrao, calculando-se o coeficiente angular m da reta com intercepto = 0 (Figura 3.1.16).

[In(2,6AcPh)CI(H,0)] (1) Sulfato de quinina
@

§ 12000 » % 20000
<0 10000 S © 60000 o
a © .-® v T
g T 8000 o 5 ¢ 50000 -
Sw 2 & 40000 o
2 & 6000 E =2 [
o = .. 2 S 30000 o
© T 4000 © 20000
o @ o e y = 5E+06x + 5572,4
= 2000 y = 43304x - 313,78 <L 10000 R?=0,9737

0 @ R2=0,9922 0@

-2000 0 0,1 0,2 0,3 0 0,005 0,01 0,015

Absorbancia Absorbancia

Figura 3.1.16. Gréficos de area de fluorescéncia integrada versus absorbancia do complexo
(1) e padréo sulfato de quinina. Pontos representam os dados experimentais e a linha
pontilhada o ajuste tedrico.

O rendimento  quantico dos complexos  [In(2,6AcPh)CI(H.0)] (1),
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) em DMSO ¢é calculado pela

equacao abaixo:

2
Oy = cbpad (mX/mpad) <T]X rlzzJad)

Onde: pad = amostra padrdo,
X = amostra a estudar

n = indice de refracdo dos solventes.

Tabela 3.1.8. Parametros espectroscépicos dos complexos [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1),
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) em DMSO.

Complexcs T ooy %)
® 112 10180 s25 o5t
@ a1 10650 s26 o6
®) iig 396399200 528 0,70

dExcitagdo em 393 nm.
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Os rendimentos quanticos para os complexos de indio(lll) aqui relatados estdo entre
0,54 e 0,70% (Tabela 3.1.8), que, apesar de pequenos, proporcionam um brilho de fluorescéncia
significativo devido a forte absorcdo de luz na regido proximo do UV. Esses complexos
fornecem novos exemplos de compostos derivados da 2,6-diacetilpiridina com ampla emisséo
de 450 nm a 700 nm.

Podemos observar valores proximos de rendimento quantico em estudos de complexos
de indio com outros ligantes. Por exemplo, complexos de indio(lll) com
bis(tiossemicarbazonas) derivados de 1,8-naftil exibem emissdo na faixa de 475-600 nm e
rendimentos quanticos de cerca de 0,25% em DMSO.®* Um complexo de indio(lll) com
tris(dipirrinato) apresenta emissdo na faixa de 550-700 nm com rendimento quantico de 0,41%

em tolueno.&

3.1.6. Estudos de estabilidade dos complexos em solugdo

No desenvolvimento de possiveis farmacos, o estudo de estabilidade em solucéo dos
complexos é fundamental para avaliar a estabilidade quimica e fisica na caracterizacdo e
posteriores ensaios bioldgicos. Os espectros eletronicos dos complexos [In(2,6 AcPh)CI(H20)]
(1), [In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) foram monitorados em
funcéo do tempo por espectroscopia eletronica.

Nos espectros eletrdbnicos em DMSO, apresentados na Figura 3.1.17, observam-se a
banda de absorcdo em 316 nm correspondente ao ligante e a banda em 334 nm correspondente
ao complexo (2). As bandas de absorcdo da solugdo do complexo (2) ndo apresentaram
alteracdes, observando-se perfis idénticos entre eles o que indica a estabilidade da solucédo por
até 48h.

Na avaliacdo da estabilidade em solucdo tampéo Tris-HCI com 2% de DMSO, Figura
3.1.18, observa-se a diminui¢do da banda de absor¢do em 334 nm, correspondente ao complexo
(2), o que sugere a instabilidade e formagdo de precipitado no decorrer de duas horas. A
diminuicdo da absorbancia sugere a baixa solubilidade dos complexos em meio aquoso,

impossibilitando futuros ensaios bioldgicos.

8 R.L. Arrowsmith, P.A. Waghorn, M.W. Jones, A. Bauman, S.K. Brayshaw, Z. Hu, G. Kociok-Kohn, T.L. Mindt,
R.M. Tyrrell, S.W. Botchway, J.R. Dilworth, S.I. Pascu, Fluorescent gallium and indium
bis(thiosemicarbazonates) and their radiolabelled analogues: Synthesis, structures and cellular confocal
fluorescence imaging investigations, Dalt. Trans. 40 (2011) 6238-6252.

8 S, Kusaka, R. Sakamoto, H. Nishihara, Luminescent Heteroleptic Tris(dipyrrinato)indium(I1) Complexes,
Inorg. Chem. 53 (2014) 3275-3277.
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[In(2,6AcpCIPh)CI(H,0)] (2)

—— 0 min

—— 10 min

—— 20 min

—— 30 min

—— 60 min

—— 90 min

—— 120 min
——24h
——48h

— H,-2,6AcpCIPh

250

T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.1.17. Espectros eletronicos em fungdo do tempo, de [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)] (2)
(direita) e do ligante Ho-2,6 AcpCIPh (esquerda) na concentragdo de 2 x 10° molL* em

DMSO.

—— 0 min
to- [In(2,6AcpCIPh)CI(H,0)] (2) —  10min
—— 20 min
—— 30 min
08 —— 40 min
—— 50 min
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= ——24h
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Qg 044 —— H,-2,6AcpCIPh
Qo
<
0,24
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Figura 3.1.18. Espectros eletronicos em funcéo do tempo, de [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)] (2)
(direita) e do ligante Hz-2,6 AcpCIPh (esquerda) na concentragdo de 2 x 10° molL* em
solugdo tampdo Tris-HCI (NaCl 50 mmolLY/Tris-HCI 5 mmolL?, pH 7,2) com 2% de

DMSO.
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3.2. Complexos de In(l11) e *“MIn(111) com 2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas):
estudos de atividade citotdéxica contra células tumorais e de efeitos combinados de

quimioterapia e radioterapia

Aqui serdo estudados novos complexos de indio(ll1l) com bis(benzoilhidrazonas)
derivadas de 2,6-diformilpiridina, [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4), [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H.0
(5) e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6), obtidos com o objetivo de manter a coordenagéo
pentadentada e melhorar a solubilidade para futuros ensaios bioldgicos. A representacao

estrutural para os complexos € mostrada na Figura 3.2.1.

R = H, [In(2,6FoPh)CI(H,0)] (4)
Cl, [In(2.6FopCIPh)CI(H,0)]-3H,0 (5)

o
INS—H,0 ‘

e CH., [In(2.6FopCH;Ph)CI(H,0)]'H,O (6)

| cl

R R

Figura 3.2.1. Representacdo estrutural para os complexos de In(I11) com 2,6-diformilpiridina-

bis(benzoilhidrazonas).

3.2.1. Analises

Os complexos (4), (5) e (6) foram caracterizados por temperatura de fusdo, analise
elementar de CHN, anélise termogravimeétrica, condutividade molar eletrolitica (DMF,
1 mmolL™) e os resultados das analises estdo apresentados na Tabela 3.2.1.

As analises de CHN concordam com a formacéo de complexos contendo um atomo de
indio, um ligante na forma dianiénica, um ion cloreto e a presenca de uma molécula de agua.
Conforme discutido anteriormente, os baixos valores de condutividade molar sugerem que 0s
complexos séo néo eletrolitos. Pelas curvas termogravimétricas (ver exemplo na Figura 3.2.2),
perdas de massa, na faixa de temperatura entre 25 e 100 °C, caracterizam &gua de hidratacéo e

na faixa de temperatura entre 100 e 250 °C sugerem &gua de coordenacgdo ao centro metalico.
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Tabela 3.2.1. Rendimento da reacdo, ponto de fusdo?, analise elementar de CHN®, analise

termogravimétrica®, massa molar e condutividade molar eletrolitica® dos complexos

[In(2,6FoPh)CI(H.0)] (4), [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H.0 (5) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6).
Rend Pruso TG MM Am
Compostos %C %H %N
% °C % gmol?  cm?Q1mol?
>300 46,50 3,24 12,89 3,56
4) 57 537,67 1,43
(223-225) (46,91) (3,19) (13,03) (3,35)
>300 38,02 3,27 10,40 11,3
®) 64 660,60 1,83
(257-260) (38,18) (3,20) (10,60) (10,9)
>300 46,62 3,95 11,79 5,98
(6) 68 583,74 2,16

(249-250) (47,32) (3,97) (12,00) (6,17)
2 Ponto de fusdo do ligante entre parénteses

b\/alores tedricos entre parénteses

¢ Am (cm?Qt mol ) concentragdo de 1 mmolL* em DMF.

DITGA
mg/min

DTA
- DITGA
0.20—

-2.194%

i —— _ = /N a ni
~——— ~_ ——— 4

0.00 ' — - : ————————— _\ e h

- N NP
NI N L S T :
ANl T~ 1.

r HC
.00

-0.20

10000 200.00 300.00 20000 500.00 500.00
Temp [C]

Figura 3.2.2. Termograma do complexo [In(2,6FopCH3sPh)CI(H20)]-H20 (6).

3.2.2. Espectroscopia no infravermelho (1V)

A atribuicdo das principais bandas de absorcéo no espectro de infravermelho das 2,6-
diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) e dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4),
[In(2,6FopCIPh)CI(H.0)]-3H20 (5) e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H.O (6) é apresentada na
Tabela 3.2.2.

Nos espectros dos ligantes, destacam-se as bandas v(N-H), que apresentam uma
absorcdo na regido entre 3190-3276 cm™ nas 2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas)

livres. Nos complexos, o desaparecimento do modo vibracional v(N-H) indica a desprotonagéo
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dos ligantes. Apos coordenacgdo, as bandas correspondentes ao estiramento v(C=N), atribuidas
na regido entre 1527-1554 cm™ nas 2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) livres,
deslocam-se com a complexacdo para menores energias 1498-1519 cm, sugerindo a
coordenacdo do metal pelo nitrogénio iminico. As bandas correspondentes ao estiramento
v(C=0), observadas na regido entre 1654-1671 cm?® nas 2,6-diformilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas) livres, apresentaram um deslocamento para menor energia e novas
bandas foram observadas em entre 1350-1368 cm™ nos complexos, confirmando a coordenagio
do ligante ao metal através dos atomos de oxigénio. Finalmente a banda correspondente ao

estiramento v(O-H), na regifo 3432-3480 cm™ confirma a presenca de dgua nos complexos.

Tabela 3.2.2. Principais bandas dos espectros de infravermelho (cm™) das 2,6-diformilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas) e dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4),
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6).

Composto v(O-H) v(N-H) v(C=N) v(C=0) v(C-0)
Ho-2,6FoPh - 3276 1527 1662 -
[In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) 3432 - 1502 - 1368
H2-2,6FopCIPh - 3212 1532 1654 -
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H.0  (5) 3440 - 1498 - 1350
H2-2,6FopCH3Ph - 3190 1554 1671 -
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20  (6) 3480 - 1519 - 1352
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Wavenumber (cm-1)

Figura 3.2.3. Espectros de infravermelho do ligante H>-2,6FoPh e seu complexo
[In(2,6FoPh)CI(H20)] (4).
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3.2.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os ligantes 2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) e seus complexos
[In(2,6FoPh)CI(H20)] 4), [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H.0 (6) foram caraterizados por RMN de H, *C{H}, e suas
atribuicBes foram feitas com o auxilio de experimentos bidimensionais. A numeracéo utilizada
para a atribui¢cdo de hidrogénios e carbonos das bis(benzoilhidrazonas) e seus complexos é

apresentada na Figura 3.2.4.

26 R 23 16

Figura 3.2.4. Numeracdo dos atomos nos complexos de In(I11) com 2,6-diformilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas) R = H, [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4), R =Cl,
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) e R = CHBg, [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6).

Apbs a complexagdo com In(l11) os espectros de RMN de *H em DMSO-ds (Figura
3.2.5) mostram a auséncia dos sinais de N(3)-H e N(5)-H, confirmando a desprotonacdo do
ligante e a coordenacdo das 2,6-diformilpiridina-bis(benzoilhidrazonas) na forma dianidnica.
Conforme apresentado na Figura 3.2.5, 0s sinais de todos os hidrogénios tiveram significativos
deslocamentos em relacdo a posicdo nos ligantes livres.

Os espectros de RMN de 3C{'H} do ligante H,-2,6FoPh e do complexo (4)
apresentados na Figura 3.2.7, mostraram deslocamentos referentes aos carbonos C8 e C10
(C=0) no complexo em relacdo ao ligante livre. Os nucleos de carbono do anel piridinico
tiveram deslocamentos significativos, indicando a coordenacao através de um sistema quelante
O - N iminico - N piridinico - N iminico - O de forma pentadentada.

As atribuigbes de todos os sinais presentes nos espectros de RMN *H e C{*H} dos
ligantes e complexos (4), (5) e (6) séo apresentadas nas Tabelas 3.2.3 e 3.2.4 respetivamente e
foram realizadas com auxilio dos experimentos bidimensionais COSY (pelo acoplamento *H-
'H) e HMQC (pelo acoplamento *H-13C).
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Figura 3.2.6. O espectro de RMN COSY do complexo [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6).
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Tabela 3.2.3. Atribui¢des, nimero de hidrogénio, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade
e constante de acoplamento (J/Hz) dos sinais de RMN de H das bis(benzoilhidrazonas) e dos
[In(2,6FoPh)CI(H20)]  (4), [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H.0  (5) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6). (400 MHz, DMSO-ds)

complexos

Atribuicoes 'E.Zngré’n?S Ho-2,6FoPh [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4)
N3-H, N5-H 2 12,10 (s) -
H4 1 8,00-7,93 (m) 8,26-8,23 (m)
H3, H5 2 8,00-7,93 (m) 7,85 (d) (J=7,9)
H7, H9 2 8,52 (s) 8,62 (s)
H13, H17 2 8,00-7,93 (m) 8,26-8,23 (m)
H14, H16 2 7,64-7,54 (m) 7,60 - 7,51 (m)
H15, H22 2 7,64-7,54 (m) 7,60 - 7,51 (m)
H20, H24 2 8,00-7,93 (m) 8,26-8,23 (m)
H21, H23 2 7,64-7,54 (m) 7,60 - 7,51 (m)
Atribuicdes Ir\ll_umerf) qle H2-2,6FopCIPh [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5)
idrogénio
N3-H, N5-H 2 12,15 (s) -
H4 1 8,00-7,96 (m) 8,26-8,22 (m)
H3, H5 2 8,00-7,96 (m) 7.88 (d) (J =7,9)
H7, H9 2 8,51 (s) 8,64 (s)
H13, H17 2 8,00-7,96 (m) 8,26-8,22 (m)
H14, H16 2 7,64 (d) (J=8,4) 7,59 (d) (J=8,5)
H20, H24 2 8,00-7,96 (m) 8,26-8,22 (m)
H21, H23 2 7,64 (d) (J=8,4) 7,59 (d) (J=8,5)
Atribuicbes Numerode H2-2,6FopCHsPh [In(2,6FopCH3sPh)CI(H20)]-H20 (6)
hidrogénio
N3-H, N5-H 2 12,02 (s) -
H4 1 8,00-7,96 (m) 8,22 (t) (J=7,8)
H3, H5 2 8,00-7,96 (M) 8,82 (d) (J=7,9)
H7, H9 2 8,51 (s) 8,57 (s)
H13, H17 2 7,85 (d) (J=7,7) 8,15 (d) (J =7,8)
H14, H16 2 7,36 (d) (3=7,7 7,34 (d) (3=7,9)
H20, H24 2 7,85 (d) (J=7,7) 8,15 (d) (J =7,8)
H21, H23 2 7,36 (d) (3=7,7 7,34 (d) (J=7,9)
H25, H26 6 2,39 (s) 2,40 (s)
4
5% 3
® sl 2 M
‘ 1N/ | R = H, [In(2,6FoPh)CI(H,0)] (4)
. ‘ 2\ Cl, [In(2,6FopCIPh)CI(H,0)]-3H,0 (5)
10 | C'_'”_HQD 13 CH., [In(2.6FopCH,;Ph)CI(H,0)]-H,O (6)
/ 12 1
22 o 1 15 .
6% 33 6 "

& Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; dd = duplo dupleto.
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Tabela 3.2.4. Atribui¢des, DEPT 135, deslocamento quimico (ppm) dos sinais de RMN de
BC{'H} das bis(benzoilhidrazonas) e dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4),
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) e [In(2,6FopCHsPh)CI(H20)]-H0  (6). (100 MHz,
DMSO-ds)

Atribuicdes DEPT H2-2,6FoPh [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4)
C2,C6 - 153,3 146,4
C3,C5 1 120,5 125,3

C4 1 133,2 143,0

C7,C9 1 147,5 137,9
C8,C10 - 163,5 173,1
C12,C19 - 137,7 135,1
C13, C17,C20, C24 1 128,6 128,3
C14, C16, C21, C23 1 127,8 128,1
C15, C22 0 132,1 131,5

Atribuicoes DEPT H2-2,6AFopCIPh  [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5)
C2,C6 - 154,5 146,3
C3,C5 0 120,7 125,6

C4 1 137,4 143,1

C7,C9 0 142,0 138,5
C8,C10 - 168,2 172,1
C12,C19 - 131,3 136,3
C13, C17, C20, C24 1 128,6 129,8
C14, C16, C21, C23 0 129,1 128,5
C15, C22 - 141,5 133,9

Atribuicdes DEPT H2-2,6FopCHszPh [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6)
C2,C6 152,3 146,5
C3,C5 T 121,3 125,0

C4 1 135,9 1429

C7,C9 1 141,6 137,9
C8,C10 - 163,8 173,1
C12,C19 - 137,3 1415
C13, C17,C20, C24 0 129,3 128,9
C14, C16,C21, C23 1 128,1 128,2
C15, C22 - 144,2 132,3
C25, C26 0 21,0 21,4

R = H, [In(2,6FoPh)CL(H,0)] (4)
13 CL, [In(2,6FopCIPh)CI(H,0)]-3H,0 (5)
14 CI,. [In(2,6FopCH,Ph)CI(IL,0)]-ILO (6)

22 24 17 15
23
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3.2.4. Estudo de fluorescéncia dos complexos (4-6)

Os complexos (4, 5 e 6) também apresentaram luminescéncia quando expostos a luz
UV~365 nm, pelo aumento da conjugacéo nos ligantes e a rigidez dos complexos. Baseado
nisto, foi determinado o rendimento quéantico utilizando-se como amostra padréo a solucéo de
sulfato de quinina em H2S04 0,5 molL™ (@ = 54%).

Para assumir que é absorvido 0 mesmo numero de fotons em todas as amostras, 0s
espectros de fluorescéncia dos complexos e o padréo foram registrados no mesmo comprimento
de onda de excitacdo e medidos em condicdes idénticas. Com o aumento da concentracdo dos
complexos, pode-se observar 0 aumento das bandas de absorcdo e fluorescéncia, na Figura
3.2.9.

[In(2,6FopCIPh)CI(H,0)] -3H,0 (5)

1,2 150

—— 1 pmolL™

1,0 —— 2 ymoll’

1
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/_\_ 100

0,0
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Comprimento de onda (nm)

Figura 3.2.9. Espectros de excitacdo e de emissao do complexo
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) em DMSO e do padrao sulfato de quinina em H2SO4 0,5

molL™.
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Foram feitos graficos de &rea de fluorescéncia integrada versus absorbancia dos

complexos e o padrdo, calculando o coeficiente angular m da reta com intercepto = 0. O

rendimento quéantico dos complexos (4), (5) e (6) em DMSO é calculado pela equacao abaixo:

m 2
CDX = (Dpad( X/mpad) (T]X n?)ad)

Onde: pad = amostra padrao,

X = amostra a estudar

n = indice de refrag@o dos solventes.

[In(2,6FopCIPh)CI(H,0)]-3H,0 (5)

18000
16000
14000
12000 4
10000 o
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0

0 005 01 015

Area de fluorescéncia integrada

Absorbancia

y =76793x + 210,91
R?=0,9951

Area de fluorescéncia integrada

0,2 0,25

Sulfato de quinina

70000
60000 »
50000 %
40000 I
30000 -
20000 o y = 5E+06x + 5572,4
o R?=0,9737
10000 | ®
0e
0 0,005 0,01 0,015

Absorbancia

Figura 3.2.10. Gréficos de area de fluorescéncia integrada versus absorbancia do complexo

(5) e padrdo sulfato de quinina. Pontos representam os dados experimentais e a linha

pontilhada o ajuste tedrico.

Tabela 3.2.5. Parametros espectroscopicos dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4),
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6) em DMSO.

Amax (abs)
Complexos
(nm)
346
® 434
348
®) 426
352
© 438

2Excitacdo em 393 nm.

&
(M1 cm™)
42200
10000
35550
8900
37000
9250

Amax (em)? OF
(nm) (%)
523 1,02

519 0,77

525 0,96
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Os rendimentos quanticos para os complexos de indio(lll) estdo entre 0,77 e 1,02%
(Tabela 3.2.5). Neste caso, os complexos (4-6) apresentaram valores significativamente
maiores de rendimento quantico e também proporcionam um brilno de fluorescéncia

significativo devido a forte absorcéo de luz na regido proximo do UV.

3.2.5. Estudos de estabilidade dos complexos em solugdo

Os  espectros  eletrbnicos dos complexos  [In(2,6FoPh)CI(H20)]  (4),
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5) e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6) foram monitorados
em funcdo do tempo por espectrometria eletronica em diferentes solventes, para avaliar a
possibilidade de futuros ensaios bioldgicos.

Os espectros eletronicos em DMSO, dos complexos e ligantes, na concentracdo de 2 X
10° molL?, ndo apresentaram alteragBes com o tempo, observando-se perfis idénticos entre
eles o que indica a estabilidade da solucéo por até 48h. Na Figura 3.2.11a, observa-se a banda
de absorcdo em 297 nm correspondente ao ligante e a banda em 328 nm correspondente ao
complexo (4).

Na avaliacdo da estabilidade em solugéo tamp&o Tris-HCI na concentracéo de 2 x 10°
molL"t com 2% de DMSO, observaram-se perfis idénticos para os complexos (4) e (6) por até
48h (Figura 3.2.11b), mas para o complexo (5) ocorreu diminuicdo da banda de absorc¢éo, o que
sugere a baixa solubilidade do complexo em meio aquoso. Nos espectros eletrénicos dos
respectivos ligantes observa-se a rapida diminuicdo da absorbancia e formacao de precipitado
no decorrer de duas horas, indicando a baixa solubilidade dos ligantes em meio aquoso,
impossibilitando ensaios bioldgicos. (Figura 3.2.11c¢)

Foi também estudada a estabilidade dos complexos em solugdo tampédo PBS, com o
objetivo de comparar os espectros eletrénicos apos irradiacdo gama. Como observa-se na Figura
3.2.12b, as bandas de absorcdo ttm o mesmo perfil, o que indica que ndo houve

descomplexacdo ou quebra nas ligacbes dos complexos apos irradiagéo.
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Figura 3.2.11. Espectros eletrénicos em fungdo do tempo de [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4)

(direita) e do ligante (esquerda) na concentracéo de 20 pmolL* em a) DMSO; b) solugéo
tamp&o Tris-HCI (NaCl 50 mmolLY/ Tris-HCI 5 mmolL, pH 7,2) com 2% de DMSO; c) H2-
2,6FoPh em solucéo tampéo Tris-HCI com 2% de DMSO.
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Figura 3.2.12. Espectros eletronicos a) em funcao do tempo de [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) em
solucdo tampédo PBS com 2% de DMSO b) em solugédo tampdo PBS com 2% de DMSO ap6s

irradiacdo gama.

3.2.6. Ativacao neutrdnica dos complexos de In(l11)

Amostras do sal InCls e dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4), e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H.O (6), foram ativadas neutronicamente com a finalidade de
serem produzidos seus derivados radioativos. A partir da reagdo nuclear (n,y) dos is6topos
naturais *3In e °In, obtivemos os isGtopos radioativos *4MIn e ™In, Na Tabela 3.2.6 sio

apresentadas as carateristicas isotdpicas.
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Tabela 3.2.6. Caracteristicas isotopicas de 124MIn e °M|n,

16000 Abundancia Reacio Nuclear Produto T Energia
b isotopica (%) ¢ isotopico 12 (keV)
131y 190,27
estavel 4,3 31n(n,y)4MIn U4min 49,51d 558,43
725.24
115|n
Ti2=4.41x10*1% a 95,7 WoIn(n,y)H°™In 115myp 4,49h 336,26

O decaimento dos is6topos radioativos apresenta diferentes carateristicas, que serdo
detalhadas a seguir e representadas na Figura 3.2.13.

O is6topo radioativo *®™In tem uma meia-vida de 4,5 horas. O mecanismo de transicio
isomérica (IT) para o is6topo *°In, acontece em maior proporcio (95%) e no decaimento é
emitida radiaciio y de 336,2 keV. Por outro lado, os 5% restantes do is6topo radioativo 1°MIn
decaem por emissdo de particulas B~ para o is6topo estavel °Sn.

O is6topo radioativo *™In tem uma meia-vida de 49,5 dias, e pelo mecanismo de
transicdo isomérica (IT) decai para o is6topo *In (meia-vida de 72 segundos) emitindo
radiagio y de 190,27 keV. Apos esse decaimento ocorrem dois tipos de decaimento do **In,
emissdo de particulas B~ (223,80 keV e 778,72 keV) para o isétopo estavel 114Sn e, em uma
pequena proporcgdo, captura eletronica do 4In para 1**Cd onde sdo produzidos os elétrons
Auger de baixa energia (2,72 keV e 19,30 keV). Por outro lado, 3,2 % do isétopo radioativo
114MIn decai por captura eletronica, emitindo radiacdo y de 725,24 keV e 558,43 keV para o
isdtopo estavel 1*4Cd.%’

Il4rn[n, Tw%n=495d

EC/(32 %) .o
usmln, T%=4.5h —),335 2 keV . EI?G )
1195 %) 5584kev | 1903 keV
y B (0.047%) 14l TV4=72 s
336.3 keV - :
1S[y, TV 4:4 10 ||y
n, T¥==4.4x10"a A EC (0.5 %) B-(99.5 %)
2 usSp, estivel b) 114Cd, estavel 1145n, estavel

Figura 3.2.13. Diagrama de decaimento do is6topo radioativo a) *™In e b) 4™In.

8 ). Katakura: Decay Radiation Results 114In, in: Nuclear Data Sheets, p. 112, 495.
https://www.nndc.bnl.gov/nudat3/DecayRadiationServlet [23/06/2023].
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Apos ativacdo neutrbnica as amostras foram submetidas & espectrometria de raios v.
Observam-se na Figura 3.2.14 os picos de energia carateristicos de cada iso6topo radioativo,

confirmando a presenca dos isétopos radioativos *4MIn e ™|n,

342 |
336.2

1.14 | A/l
2
0 o ,5?&8 725.2

0 512 1024
Energy (keV)

Counts (x10%)
o
<

Figura 3.2.14. Espectro de raios y do complexo (*4).

As atividades especificas induzidas totais no *InClz e nos complexos (*4) e (*6) foram
consideradas como a soma da atividade especifica induzida no pico de energia de 190,3 keV do
114mIn com o pico de energia de 336,2 keV do °MIn, e foram expressas em GBg/mol, sendo de
10,62 GBg/mol para o *InCls, 10,41 GBg/mol para o complexo (*4) e de 12,10 GBg/mol para
0 complexo (*6).

Para verificar a estabilidade dos complexos ap6s ativacdo neutronica, foi realizado um
controle de qualidade por meio de cromatografia de camada delgada (TLC). Nas mesmas
condicdes de analise, os perfis cromatograficos dos compostos ndo radioativos foram iguais,

confirmando a estabilidade dos compostos ap6s a ativagdo neutrdnica (Figura 3.2.15).

2L:l4rn|ﬁ(:|3

400
300

=

§ 0 Re= 0,9

Figura 3.2.15. Perfis cromatogréaficos dos complexos radioativos. Pontos representam 0s

dados experimentais.
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3.2.7. Avaliacao das atividades citotdxicas complexos de In(I11) com 2,6-diformilpiridina-
bis(benzoilhidrazonas)

Foram realizados os ensaios da atividade citotoxica do sal InClz e dos complexos
[In(2,6FoPh)CI(H20)] (4), e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6), assim como de seus
analogos radioativos *InCls, (*4) e (*6) contra duas diferentes linhagens células de
adenocarcinoma mamario (MCF-7 e MDA-MB-231) e células de fibroblasto de pulmao de feto
humano (MRC-5) usadas como modelo de célula ndo tumoral (Tabela 3.2.7).

Conforme mostrado na Tabela 3.2.7, o sal de indio assim como seu analogo radioativo,
foram inativos frente as trés linhagens celulares. Nenhum dos compostos mostrou atividade
citotoxica frente as células MDA-MB-231. O complexo (4) apresentou atividade citotdxica na
faixa micromolar para a linhagem MCF-7, porém nao foi possivel calcular o I1Cso, em
concentragdes de até 10 pmol L, para as linhagens MDA-MB-231 e MRC-5. O seu analogo
radioativo (*4) apresentou um aumento significativo de atividade contra as células tumorais de
MCF-7 sem atingir as células sadias MRC-5 e com citotoxicidade muito superior a da cisplatina
usada como controle (Figura 3.2.16). A radioquimioterapia com o complexo (*4) resultou em
uma diminuigéo de 3,78 vezes no 1Cso com relacdo ao analogo néo radioativo (4) na linhagem
MCEF-7.

Tabela 3.2.7. Atividade citotoxica (ICso) e Indice de seletividade (IS) do sal InCls e dos
complexos (4) e (6), e seus analogo radioativo *InCls, (*4) e (*6) frente as linhagens celulares
MCF-7, MDA-MB-231 e MRC-5. (n = 9).

ICso pmol L e Indice de seletividade (1S)

Compostos
MCF-7 MDA-MB-231 MRC-5 ISt IS?
InCls ND ND ND ND ND
*InCls ND ND ND ND ND
4) 8,70+ 1,45 ND ND ND ND
(*4) 2,30+0,34 ND ND ND ND
(6) ND ND ND ND ND
(*6) 5,48 £ 1,46 ND 5,95+ 0,87 1,09 ND
Cisplatina = 39,95 + 4,38 53,72+ 9,20 5,70+ 0,92 0,14 0,11

ND: ICso ndo foi determinado: o valor de 1Cso > 10° mol L™,
ISt = ICs0 Mrc-5/ 1Cs0 MCF-7

IS? = ICs0 mrc-5/ 1Cs0 MDA-MB-231
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O complexo (6) mostrou-se inativo contra as trés linhagens celulares, mas seu andlogo
radioativo (*6) apresentou atividade citotoxica frente as células MCF-7. No entanto foi também
citotoxico frente as células sadias MRC-5. E importante notar que o complexo (*6) e a cisplatina
foram igualmente ativos contra as células saudaveis. Dessa forma, podemos concluir que as

celulas de MCF-7 mostraram-se mais sensiveis aos complexos.

MCF -7 MCF-7
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Figura 3.2.16. Porcentagem de sobrevivéncia das células tumorais MCF-7 em funcdo da
concentracdo. Pontos representam os dados experimentais e as linhas cheias o ajuste teérico

da curva Concentracdo-Resposta para determinacéo do valor de ICso. (n = 9).

Na Figura 3.2.17, observa-se o impacto que tem a radiacdo gama sobre a porcentagem
de sobrevivéncia em cada linhagem celular, irradiadas nas doses de radiac¢do 1, 3 ou 6 Gy com

taxa de dose média de 90 Gy/h.

MCF-7 MDA-MB-231 MRC-5
0y 0,

g 85% 100] 94% 88% 100{ 3% 85%
3 g 72% S a0 79% 3 80 73%
=] - Q - [T} -
£° 62% & g T
2 8 2 60 £ 60
2 2 2
Al S 401 g 404
» ] 2
= 2 = 204 = 204

o : 7 o : : 0 : :

1Gy 3Gy 6 Gy 1Gy 3Gy 6 Gy 1Gy 3Gy 6 Gy

Figura 3.2.17. Efeito da monoterapia com radiacdo gama com Cobalto-60 em células
MCF-7, MDA-MB-231 e MRC-5. (n =9).
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A resisténcia de células tumorais a drogas tem sido um grande desafio na clinica

oncoldgica. Uma estratégia interessante para aumentar a atividade citotoxica dos complexos é

mediante a utilizacdo de radiacdo gama. Atualmente dentre as modalidades de tratamento do

cancer, a radioterapia e a quimioterapia sdo as mais utilizadas.
As linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-231 e MRC-5 foram tratadas com o0s

complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H2O (6) e irradiadas nas

doses de radiacdo 1 Gy, 3 Gy ou 6 Gy com taxa de dose média de 90 Gy/h (Figura 3.2.18).
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Figura 3.2.18. Efeito citotoxico induzido, pelo tratamento combinado com complexos (4) ou

(6) com radiagéo gama (1 Gy, 3 Gy ou 6 Gy), nas linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-231
e MRC-5. (n=9).
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Na Figura 3.2.18, observa-se a porcentagem de sobrevivéncia das células em relagéo ao
aumento das doses de radiacao, e € importante ainda notar que os complexos para 0s quais nao
havia sido possivel calcular ICso sdo agora capazes de inibir em 50% a sobrevivéncia das
células. Nas Tabelas 3.2.8 e 3.2.9, observa-se o fator de potencializacdo (FP) da radiacdo na

terapia combinada.

Tabela 3.2.8. Fator de potencializacdo da radiacdo na terapia combinada frente a células MCF-
7, e MRC-5 em funcdo da concentracdo dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6). (n =9).

Fator de potencializacao (FP)

MCF-7 MRC-5
Complexo Concentracao Terapia combinada Terapia combinada

(mol/L) 1Gy 3Gy 6Gy 1Gy 3Gy 6Gy

10”7 0,97 1,13 0,96 1,25 1,50 1,12

4) 10 2,32 1,50 1,19 1,87 1,73 1,30
10° 4,19 2,49 2,06 5,17 3,09 2,15

107 096 1,06 1,02 136 126 1,21

(6) 10 1,94 1,46 1,22 294 2,39 1,76
10° 2,99 2,03 1,68 6,77 3,90 2,45

Tabela 3.2.9. Fator de potencializacdo da radiacdo na terapia combinada frente a células MDA -
MB-231 e MRC-5 em funcdo da concentragdo dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6). (n =9).

Fator de potencializacao (FP)

MDA-MB-231 MRC-5
Complexo Concentracéo Terapia combinada Terapia combinada

(mol/L) 1Gy 3Gy 6Gy 1Gy 3Gy 6Gy

107 2,04 1,94 1,34 1,50 1,25 1,12

4) 10°© 3,76 2,58 2,12 1,87 1,73 1,30
10° 6,66 3,96 2,67 5,17 3,09 2,15

107 1,60 1,41 1,27 1,36 1,26 1,21

(6) 10 3,03 2,09 1,71 2,94 2,39 1,76
10° 5,65 3,33 2,48 6,77 3,90 2,45

O tratamento com os complexos fez aumentar a eficacia terapéutica da radiacdo,
tornando as celulas cancerosas mais sensiveis aos efeitos da radioterapia, quando comparado

com a radioterapia isoladamente.
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O tratamento combinado na concentragéo de 1 micromolar do complexo (4) com 1 Gy
resultou em um aumento de 2,32 vezes na porcentagem de morte celular na linhagem MCF-7 e
3,76 vezes na linhagem MDA-MB-231, enquanto um aumento de 1,87 vezes na porcentagem
de morte celular foi observado nas células sadias MRC-5. No entanto, o tratamento com o
complexo (6) potencializou a radiacdo de igual forma nas células tumorais como nas células
saudaveis.

Os valores de FP diminuiram com o aumento da dose de radiacdo para 3 Gy e 6 Gy. O
resultado pode estar relacionado ao fato de que ao aumentar a dose de radiacéo, o dano da célula
por radiacdo ultrapassou o exercido pelo radiossensibilizador, assim o efeito sensibilizante foi
menos perceptivel.

Na Tabela 3.2.10, foi possivel comparar a porcentagem de sobrevivéncia das células na
quimioterapia (complexos (4) e (6)), radioquimioterapia (complexos (*4) e (*6)) e terapia
combinada. O complexo (*4) na concentra¢do de 10 micromolar foi mais ativo que o analogo
ndo radioativo (4) contra células MCF-7. A terapia combinada fez aumentar a citotoxicidade
nas taxas de dosagem 3 Gy e 6 Gy. O complexo (4) e seu analogo (*4) foram menos citotoxicos
frente as células sadias tanto pela quimioterapia quanto pela radioquimioterapia e pela terapia
combinada nas diferentes taxas, o que torna este composto muito promissor.

Na concentragdo de 10 micromolar, o complexo (*6) mostrou-se mais ativo que 0
analogo ndo radioativo contra células MCF-7. A terapia combinada usando-se a taxa de
dosagem de 6 Gy também favoreceu a atividade com relagdo ao composto nao radioativos e ao
analogo radioativo. No entanto, em todos 0s casos 0s compostos foram igualmente ou mais
citotoxicos frente as células sadias MRC-5.

Na Tabela 3.2.11, com relagéo as células MDA-MB-231 observa-se que 0s complexos
(*4) e (*6) na concentracdo de 10 micomolar foram mais ativos que os analogos nédo radioativos.
A terapia combinada se mostrou vantajosa apenas com a taxa de dosagem de 6 Gy. No entanto,
(*4) e (*6) também foram mais citotoxicos do que os analogos nédo radioativos frente as células
ndo tumorais MRC-5. A terapia combinada tambem favoreceu a citotoxicidade contra as células

sadias nos dois casos.
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Tabela 3.2.10. Porcentagem de sobrevivéncia das células MCF-7 e MRC-5 em funcédo da concentragdo dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4)

e [In(2,6FopCH3sPh)CI(H.0)]-H20 (6) avaliados nas formas quimioterapia, radioquimioterapia **™In e terapia combinada. (n = 9).

MCF-7 MRC-5

Concentragao o ~ Radioquimioterapia Terapia o ~ Radioquimioterapia Terapia

Composto Quimioterapia " combinada Quimioterapia " combinada
(mol/L) (*"In) 1Gy 3Gy 6Gy (**"In) 1Gy 3Gy 6Gy
@ 10° 75,4 59,3 65,2 57,8 54,8 93,2 74,6 86,9 74,0 649
10° 47,9 33,6 37,1 30,2 21,8 73,9 55,1 63,8 53,7 41,8
®) 10® 86,3 62,0 70,8 59,1 535 84,2 72,1 794 642 524
10° 70,2 46,4 55,2 43,2 36,1 57,5 42,9 52,6 415 339

Tabela 3.2.11. Porcentagem de sobrevivéncia das células MDA-MB-231 e MRC-5 em funcdo da concentragdo dos complexos
[In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6) avaliados nas formas quimioterapia, radioquimioterapia *™In e terapia

combinada. (n = 9).

MDA-MB-231 MRC-5

Concentracao o ~ Radioquimioterapia Terapia o ~ Radioquimioterapia Terapia

Composto Quimioterapia " combinada Quimioterapia " combinada
(mol/L) (**"In) 1Gy 3Gy 6Gy (**"In) 1Gy 3Gy 6Gy
@ 10°® 80,3 69,2 774 69,0 55,3 93,2 74,6 86,9 740 649
10° 62,9 51,5 60,0 52,5 44,0 73,9 55,1 63,8 53,7 41,8
©) 10° 85,0 73,6 818 749 64,0 84,2 72,1 794 64,2 524

10° 71,6 57,0 66,0 60,1 47,9 57,5 42,9 52,6 415 339
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3.2.8. Alterac6es morfoldgicas no nucleo celular

Para determinar o tipo de morte celular induzida pelos complexos de In(I11) se utilizou
0 ensaio de coloracdo DAPI, o qual detecta DNA fragmentado e cromatina condensada. Os
resultados do ensaio de coloracdo sdo apresentados na figura 3.2.19, mostrando-se o controle,
as células tumorais com os complexos (4) e (6) e seus analogos radioativos (*4) e (*6).

Como se mostra na Figura 3.2.19, mudangas nas formas das células tratadas podem ser
claramente observadas, assim como arredondamento celular, nucleos em formato de ferradura
e caracteristicas morfologicas de morte celular programada (apoptose) em relacao as células de

controle que apresentam expansdo citoplasmatica.

Controle

(6) (*6)
Figura 3.2.19. Células MCF-7 tratadas com os complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6) e seus analogos radioativos (*4) e (*6) (10 umol/L) no
ensaio de coloragdo DAPI. As setas mostram as mudangas morfologicas. Amplificacdo: 400X.

3.2.9. Interacdo com &cido desoxirribonucleico (DNA)

O método para avaliar a possivel interacdo dos complexos com o DNA por intercalagdo
é mediante a analise competitiva de interacdo entre solugdes dos complexos e solugdo de
brometo de etidio. Na Figura 3.2.20 encontram-se os espectros de fluorescéncia do DNA ligado
ao BE na presenca de concentracdes crescentes dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6). Observa-se a supressao parcial da fluorescéncia, o que
sugere um mecanismo intercalante.

Foram feitos graficos de intensidade de fluorescéncia versus concentracdo dos

complexos, para calcular os valores de Cso, que é a concentragdo do composto que promove
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uma reducédo de 50% na intensidade de fluorescéncia do sistema BE-DNA. Desta forma, foram

calculadas as constantes de ligacdo aparente Kapp dos complexos (4) e (6), pela seguinte

XpexIBE] Onde 0 Kae 6 a constante de ligacdo entre brometo de etidio e

equacao: Ky, = "

DNA (1 x 10" M) e [BE] é a concentracéo de brometo de etidio utilizada.

(2 6FoPRICIH,O) (4 [In(2,6FoPh)CI(H,0)] (4)

490
[ 2% y =-293853x + 485,13

®. .. R2=0,9826
. q
470 -Q_“
.

460 ‘e,
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Figura 3.2.20. Espectros de emissdo do sistema BE - DNA (10 umolL) na auséncia (- - -) e
presenca (—) de quantidades crescentes dos complexos [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6) (0 a 200 umolL™?) (esquerda) e efeito da concentragdo

dos complexos (4) e (6) sobre a intensidade da fluorescéncia do sistema BE-DNA (direita).

Os valores de Kapp dos complexos (Tabela 3.2.12) encontram-se na mesma ordem de
grandeza do agente intercalador actinomicina D (Kapp = 9,69 x 10° M) um farmaco
antitumoral 8
Tabela 3.2.12. Concentragdo do composto que promove uma reducéo de 50% na intensidade de
fluorescéncia (Cso) e constantes de ligacdo aparente (Kap) dos complexos
[In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) e [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6).

Complexos Cso (MmM) Kapp (M)
[In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) 0,83 1,2 x 10°
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6) 0,25 4,1x10°

8 Hollstein U. Actinomycin. Chemistry and mechanism of action. Chem Rev 1974;74:625-52.
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3.3. Complexos de In(I11) e 1**™In(111) com 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) e 2,6-
diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona): estudos de atividade citotoxica contra células

tumorais e de efeitos combinados de quimioterapia e radioterapia

Aqui serdo apresentados o0s complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8), com 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) (H»-2,6AsSc) e 2,6-
diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona) (H2-2,6AcTsc) Figura 3.3.1.

CHsa

R = 0, [In(2,6AcSc)CI(HLO)] (7)
S, [In(2,6AcTsc)CL(HLO)] (8)

\\\\

CI—In—H o]
0”//

Figura 3.3.1. Representacéo estrutural para os complexos de In(l11) com (R = O) 2,6-
diacetilpiridina-bis(semicarbazona) e (R = S) 2,6-diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona).

3.3.1. Anélises

Na Tabela 3.3.1 estdo apresentados os rendimentos das reacdes resultados das analises,
a temperatura de fusdo, os dados de analise elementar de CHN, analise termogravimétrica,

massa molar e condutividade molar eletrolitica (DMF, ImmolL™?) para os complexos (7) e (8).

Os resultados de analise elementar concordam com a formacdo de complexos do tipo
metal:ligante (1:1), onde os ligantes encontram-se na forma dianidnica, bem como a presenca
de um ion cloreto e uma molécula de 4gua. A curva termogravimétrica (Figura 3.3.2) apresentou
uma perda de massa equivalente a uma molécula de agua nos complexos (7) e (8). A faixa de
temperatura entre 100 e 250 °C sugere uma agua de coordenacao ao centro metalico e os baixos
valores de condutividade molar, confirmam que os complexos sdo néo eletrolitos e que o ion

cloreto se encontra coordenado ao centro metalico.
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Tabela 3.3.1. Rendimento da reacdo, ponto de fusdo?, analise elementar de CHN®, analise
termogravimétrica®, massa molar e condutividade molar eletrolitica® dos complexos
[In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8).

Rend Ptusio TG MM Am
Compostos %C %H %N
% °C % gmol?  cm2Qlmol?
>300 29,79 3,44 21,52 4,12
(7 82 443,56 2,64
(239-242) (29,79) (3,41) (22,10) (4,06)
>300 28,06 3,23 20,55 3,81
©)) 87 475,68 4,79

(215-217) (27.78)  (3,18) (20,61) (3,79)
2 Ponto de fusdo do ligante entre parénteses.
b\/alores tedricos entre parénteses.

¢ Am (cm?Qt mol ) concentragdo de 1 mmolL* em DMF.

DITGA TGA DTA
mg/min % uV

150.00 \ - 0.00

— DTA

DrTGA

0.20— 1
-1 -20.00

100.00

- -40.00
T - ‘\ Y S, S Ve 4
\\‘\_‘ / / W“\_\:\ / i
\l(_, \ -1 -60.00

\\ -1 -80.00

300.00 20000 500.00 500.00
Temp [C]

0.00—

50.00-

-0.20

-0.00-

Figura 3.3.2. Termograma do complexo [In(2,6 AcTsc)CI(H20)] (8).

3.3.2. Espectroscopia no infravermelho (1V)

As principais bandas nos espectros de infravermelho da 2,6-diacetilpiridina-
bis(semicarbazona) (H2-2,6AcSc), da 2,6-diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona) (H»-
2,6 AcTsc) e dos complexos [In(2,6 AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6 AcTsc)CI(H20)] (8) encontram-
se na Tabela 3.3.2. Os espectros do ligante H»-2,6 AcTsc em comparacao com seu complexo (8)
se observa na Figura 3.3.3.

Nos espectros dos ligantes, as bandas observadas em 3201-3274 sdo atribuidas ao modo
v(N-H). Apos a complexacdo com o indio(lll) se observa a auséncia da banda, indicando a
desprotonacao do ligante. A presenca de grupos (NH.) nos ligantes e nos complexos gera duas

bandas na regido entre 3305-2582 cm™.
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Apo6s a coordenagdo, as absorcdes relativas ao estiramento v(C=N), entre 1586-1606
cm? nos ligantes livres, deslocam-se levemente para menores energias, 1552-1595 cm?,
sugerindo a coordenacgdo do metal pelo nitrogénio iminico.

A banda observada em 1711 cm?, atribuida ao estiramento da ligacdo (C=0) na
bis(semicarbazona), deslocou-se para 1402 cm™ no complexo, indicando a coordenagdo pelo
oxigénio no complexo (7).

Outro ponto a destaque é o estiramento v(C=S), observado em 821 cm™ na
bis(tiossemicarbazona), que apds a complexacdo desloca-se para 793 cm?, indicando a
coordenagdo pelo enxofre no complexo (8).

A banda v(O-H), na regifo 3098-3190 cm™ confirma a presenca de 4gua nos complexos.
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Figura 3.3.3. Espectros de infravermelho do ligante H>-2,6 AcTsc e seu complexo
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8).



100

Tabela 3.3.2. Principais bandas dos espectros de infravermelho (cm™) de Hz-2,6AcSc, Ha-
2,6AcTsc e seus complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8).

Composto v(N-H)  v(N-H2) v(O-H) v(C=N) v(C=0) v(C-O) v(C=S) v(C-S)

3484
H2-2,6AcSc 3201 - 1586 1711 - - .
3582
3368
(7) - 3098 1552 - 1402 - -
3500
3345
H2-2,6 AcTsc 3274 - 1606 - - 821 -
3394
3305
(8) - 3190 1595 - - - 793
3343

3.3.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os ligantes  2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) e  2,6-diacetilpiridina-
bis(tiossemicarbazona) e seus respetivos complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) foram caraterizados por RMN de tH, ¥ C{*H}, e suas atribuicdes
foram feitas com o auxilio de experimentos bidimensionais. A numeragdo utilizada para a

atribuicdo de hidrogénios e carbonos é apresentada na Figura 3.3.4.

Figura 3.3.4. Numeracdo dos atomos nos complexos de In(111) com 2,6-diacetilpiridina-
bis(semicarbazona) [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) (R = O) e 2,6-diacetilpiridina-
bis(tiossemicarbazona) [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) (R =S).

Apobs a complexagdo com In(l11) os espectros de RMN de *H em DMSO-ds (Figura
3.3.5) mostram a auséncia dos sinais de N(3)-H e N(5)-H, indicando a desprotonacao do ligante
e a coordenacgdo na forma dianibnica. As atribuicdes dos sinais de RMN *H dos ligantes e

complexos (7) e (8) séo apresentadas nas Tabelas 3.3.3 e 3.3.4.
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Figura 3.3.5. Espectro de RMN de H do ligante H2-2,6AcSc e do complexo
[In(2,6AcSc)CI(H20)] (7).
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Figura 3.3.6. Espectro de RMN de H dos complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e

[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8).
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Tabela 3.3.3. Atribui¢des, nimero de hidrogénio, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade
e constante de acoplamento (J/Hz) dos sinais de RMN de *H dos ligantes Hz-2,6AcSc, Ho-
2,6AcTsc e seus complexos [In(2,6 AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8). (400 MHz,
DMSO-ds)

Atribuicdes 'r\]':gpgggncl'g Ho-2,6AcSc [In(2,6AcSc)CI(Hz0)] (7)
N3-H, N5-H 2 9,48 (5) .
N6-H, N7-H 4 6,62 (5) 6,39 (5)
Ha 1 7,73 (t) (3=7.9) 8,00 (t) (3=7,9)
H3, H5 2 8,23 (d) (3=7.9) 7,54 (d) (3=7.9)
H11, H12 6 2,32 (5) 2,29 (s)
Atribuicdes ':I‘ér‘rggn?g H»26AcTsc  [In(26AcTse)CI(H0)] (8)
N3-H, N5-H 2 10,31 (s) .
N6-H, N7-H 4 8,41 (s) 7,12 (s)
H4 1 7,77 (t) (3=7.9) 8,12 (t) (3=7,9)
H3, H5 2 8,15 (d) (J=7,9) 7,81 (d) (9=7,9)
H11, H12 6 2,43 (5) 2,46 (5)

& Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto

Os espectros de RMN de *C{*H} do ligante (H2-2,6AcSc) e do complexo (7) sdo
apresentados na Figura 3.3.7. Observam-se deslocamentos referentes aos carbonos C8 e C10
(C=0) no complexo em relacdo ao ligante. Os nucleos de carbono do anel piridinico tiveram

significantes deslocamentos, assim como o0 grupo metil.

Tabela 3.3.4. AtribuicBes, DEPT 135, deslocamento quimico (ppm) dos sinais de RMN de
13C{*H} dos ligantes H-2,6AcSc, H2-2,6 AcTsc e seus complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8).

Atribuicdes DEPT H2-2,6 AcSc [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7)
C2,C6 - 153,9 147,8
C3,C5 1 119,5 118,3
C4 1 136,5 141,8
C7,C9 - 144.8 132,1
C8,C10 - 157,0 168,1
C11, C12 1 11,4 12,0

Atribuices DEPT H2-2,6 AcTsc [In(2,6AcTsc)Cl(H20)] (8)
C2,C6 - 153,5 177,3
C3,C5 1 120,9 121,6
C4 1 136,7 141,6
C7,C9 - 148,1 147,4
C8,C10 - 179,1 177,3

C11, C12 1 12,1 141
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Figura 3.3.7 Espectros de RMN de **C{*H} do ligante H2-2,6AcSc e do complexo

[In(2,6AcSc)CI(H20)] (7).
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Figura 3.3.8. Espectros de RMN de BC{*H} e DEPT-135 do complexo [In(2,6AcSc)CI(H20)]
(7).
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3.3.4. Estudos de estabilidade dos complexos em solugdo

As estabilidades dos complexos [In(2,6 AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6 AcTsc)CI(H20)] (8)
foram monitoradas em funcéo do tempo por espectrometria eletrdnica em diferentes solventes.
Os espectros eletrénicos em DMSO, dos complexos e ligantes, na concentragdo de 2 x 107
molL™, ndo apresentaram alteracGes com o tempo, observando-se perfis idénticos entre eles, 0
que indica a estabilidade da solucdo por até 48h. Na avaliacdo da estabilidade em solucéo
tampao Tris-HCI na concentragio de 2 x 10° molL* com 2% de DMSO, observaram-se perfis
idénticos no complexo (7) e (8) e seus respetivos ligantes, o que indica a estabilidade da solucédo

por até 48h (Figura 3.3.9).
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Figura 3.3.9. Espectros eletrénicos em fungdo do tempo a) do complexo (7) (direita) e seu
ligante (esquerda) b) do complexo (8) (direita) e seu ligante (esquerda) em solugéo tampéao

Tris-HCI na concentracio de 2 x 10° molL™ com 2% de DMSO, até 48h.
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As bandas de absorcdo dos complexos (7) e (8) e seus respetivos ligantes néo
apresentaram alteragOes, observando-se perfis idénticos na avaliagdo da estabilidade em

solucdo tampdo PBS e apos irradiacdo (Figura 3.3.10).
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Figura 3.3.10. Espectros eletronicos em funcéo do tempo do complexo
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) a) em solucdo tampéo PBS com 2% de DMSO b) em solucdo
tampédo PBS com 2% de DMSO apds irradiacdo gama.

3.3.5. Ativagao neutronica dos complexos de In(l11)
Amostras do sal InClz e dos complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8), foram sometidas a ativagdo neutrénica com a finalidade de serem

produzidos seus derivados radioativos.
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As atividades especificas induzidas totais no *InClz e nos complexos (*7) e (*8) foram
consideradas como a soma da atividade especifica induzida no pico de energia de 190,3 keV do
114M1n com o pico de energia de 336,2 keV do 1*°MIn, e foram expressas em GBg/mol, sendo de
10,62 GBg/mol para o *InClz, 9,95 GBg/mol para o complexo (*7) e de 12,52 GBg/mol para o
complexo (*8).

Foi realizado um controle de qualidade por meio de cromatografia de camada delgada
(TLC) para verificar a estabilidade dos complexos apds ativacdo neutronica. Os perfis
cromatograficos dos compostos ndo radioativos foram iguais, confirmando a estabilidade dos
compostos apds a ativagdo neutronica (Figura 3.3.11).
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Figura 3.3.11. Perfis cromatograficos do *InClz e dos complexos radioativos
[In(2,6AcSc)CI(H20)] (*7) e [In(2,6 AcTsc)CI(H20)] (*8). Pontos representam os dados

experimentais.

3.3.6 Avaliacdo das atividades citotdxicas dos complexos de In(lll) com 2,6-
diacetilpiridina-bis(semicarbazona), [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e 2,6-diacetilpiridina-
bis(tiossemicarbazona), [In(2,6 AcTsc)CI(H20)] (8)

As atividades citotdxicas do sal InCls, dos ligantes H>-2,6 AcSc, H2-2,6 AcTsc e seus
complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8), assim como dos seus
anélogos radioativos *InCls, (*7) e (*8) foram investigadas utilizando-se diferentes células de
adenocarcinoma mamario (MCF-7 e MDA-MB-231) e células saudaveis de fibroblasto de
pulmao de feto humano (MRC-5) (Tabela 3.3.5).
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Conforme mostrado na Tabela 3.3.5, o sal de indio, seu analogo radioativo e os ligantes
H»-2,6AcSc, H2-2,6 AcTsc, foram inativos frente as trés linhagens celulares. Para o complexo
(7) ndo foi possivel calcular o 1Cso, em concentragdes de até 10 pmol L, mas seu analogo
radioativo (*7) apresentou atividade citotdxica na faixa micromolar para as linhagens tumoral
MCF-7 e também para células sadias MRC-5. No entanto, o complexo (*7) foi tdo citototdxico
quanto a cisplatina contra as células ndo tumorais. (*7) ndo apresentou citotoxicidade contra

células MDA-MB-231 mas foi téo citotdxico quanto a cisplatina em células saudaveis MRC-5.

Tabela 3.3.5. Atividade citotoxica (ICso) e Indice de seletividade (1S) do sal InCls dos ligantes
H>-2,6AcSc, H»-2,6AcTsc e seus complexos [In(2,6AcSc)CI(H.0)] (7)) e
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) e seus analogo radioativo *InCls, (*7) e (*8) frente as linhagens
celulares MCF-7, MDA-MB-231 e MRC-5. (n =9).

ICso pmol L e Indice de seletividade (1S)
Compostos

MCF-7 MDA-MB-231  MRC-5 IS 12

InCls ND ND ND ND ND
*InCls ND ND ND ND ND
H2-2,6AcSC ND ND ND ND ND
©) ND ND ND ND ND
(*7) 9,54 + 1,81 ND 5,85 + 0,98 0,61 ND
H2-2,6ACTs ND ND ND ND ND
(8) 7,69+ 1,61 ND ND ND ND
(*8) 069+0,10  386+08L  530+0,81 7,68 1,37
Cisplatina 39,95+438  53,72+920 570 0,92 0,14 0,11

ND: ICso ndo foi determinado: o valor de 1Cso > 10° mol L™,
ISt = ICs0 mrc-5/ 1Cs0 MCF-7
IS? = 1Cs0 Mrc-5/ 1C50 MDA-MB-231

O complexo (8) mostrou-se inativo contra as linhagens celulares MDA-MB-231 e
MRC-5, em concentrag¢des de até 10 umol L%, no entanto apresentou atividade citotoxica frente
as células MCF-7 na faixa micromolar. Por outro lado, o seu analogo radioativo (*8) apresentou
atividade citotdxica frente as trés linhagens celulares. A radioquimioterapia com o complexo
(*8) resultou em uma diminuicao de 11,14 vezes no ICsq frente a linhagem MCF-7. Os indices

de seletividade (IS = ICso mrc-5/ ICs0mcr-7€ 1S% = 1Cs0 mre-5/ 1Cs0 Mpa-MB-231) para o complexo
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radioativo foram 1S = 7,7 e 1S2 = 1,4, respectivamente, indicando que a irradiagio representou
uma estratégia interessante para aumentar a seletividade dos compostos.

Para avaliar o efeito citotoxico induzido pelo tratamento combinado dos compostos com
radiacdo gama, as linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-231 e MRC-5 foram tratadas com 0s
ligantes H>-2,6 AcSc, Ho-2,6 AcTsc e seus complexos (7) e (8) e irradiadas nas doses de radiacéo
1 Gy, 3 Gy ou 6 Gy com taxa de dose média de 90 Gy/h (Figura 3.3.12). Na Figura 3.2.17,
observou-se o impacto que tem a radiacdo gama sobre a porcentagem de sobrevivéncia em cada
linhagem celular. Nas Tabelas 3.3.6 e 3.3.7, observa-se o fator de potencializacdo (FP) da

radiacdo na terapia combinada.
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Figura 3.3.12. Porcentagem de sobrevivéncia das células em funcgdo da concentracdo e doses
de radiacdo do complexo [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8). Pontos representam os dados
experimentais e as linhas cheias o ajuste tedrico da curva Concentragdo-Resposta para

determinacéo do valor de ICso. (n = 9).
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Tabela 3.3.6. Fator de potencializacdo da radiacdo na terapia combinada das células MCF-7 e
MRC-5 em funcdo da concentragéo dos ligantes H>-2,6 AcSc, H»-2,6 AcTsc e seus complexos
[In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8). (n =9).

Fator de potencializacao (FP)

MCF-7 MRC-5
Complexo Concentrag&o Terapia combinada Terapia combinada
(mol/L) 1Gy 3Gy 6Gy 1Gy 3Gy ©6Gy
107 1,11 105 101 127 115 1,01
H2-2,6AcSc 10® 1,34 133 1,19 191 150 1,22
10° 227 180 154 450 242 171
10”7 083 1,0 1,13 1,73 114 1,08
(7 106 1,72 146 142 354 205 1,68
10° 345 226 1,74 659 369 241
107 082 110 093 1,11 107 1,19
H2-2,6AcTsc 10 1,37 142 114 307 164 150
10 300 185 167 521 281 210
107 1,89 1,11 102 144 149 1,10
(8) 108 291 180 141 413 202 150
10 449 284 223 751 390 2,67

Tabela 3.3.7. Fator de potencializacdo da radiacdo na terapia combinada das células MDA-MB-
231 e MRC-5 em funcdo da concentracdo dos ligantes H2-2,6AcSc, H2-2,6 AcTsc e seus
complexos [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8). (n=9).

Fator de potencializacéo (FP)

MDA-MB-231 MRC-5
Concentragéo Terapia combinada Terapia combinada
Complexo
(mol/L) 1Gy 3Gy ©6Gy 1Gy 3Gy 6Gy
107 1,30 148 1,03 127 115 1,01
H2-2,6 AcSc 10® 2,02 1,68 1,20 1,91 1,50 1,22
10° 5,27 3,01 2,11 4,50 2,42 1,71
10”7 0,95 1,46 1,29 1,73 1,14 1,08
@) 10° 3,65 2,04 1,70 3,54 2,05 1,68
10° 6,38 3,74 2,66 6,59 3,69 2,41
107 1,17 1,13 1,04 1,11 1,07 1,19
H2-2,6 AcTsc 106 2,08 1,74 1,20 3,07 1,64 1,50
10° 552 344 219 521 281 210
107 1,17 1,15 1,11 1,44 1,49 1,10
(8) 10°® 302 214 174 413 202 150

10° 7,53 4,76 3,01 7,51 3,90 2,67
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O tratamento com os ligantes e os complexos fez aumentar a eficacia terapéutica da
radiacdo, tornando as células cancerosas mais sensiveis aos efeitos da radioterapia, no entanto,
pontenciabilizou a radiacéo de igual forma nas células saudaveis. Os valores de FP diminuiram
com o aumento da dose de radiacdo para 3 Gy e 6 Gy, confirmando que ao aumentar a dose de
radiacdo, o dano da célula por radiagdo ultrapassou o exercido pelo radiossensibilizador, e assim
o efeito sensibilizante foi menos perceptivel.

Nas Tabelas 3.3.8 e 3.3.9, é possivel comparar a porcentagem de sobrevivéncia das
células em relacdo aos 3 tipos de tratamento (quimioterapia, radioquimioterapia e terapia
combinada). Analisando os resultados obtidos, nenhum dos ligantes apresentou citotoxicidade
na concentragio de até 10 pmol L contra células MCF-7. Com a terapia combinada de H,-
2,6AcSc ou H,-2,6AcTsc com radiacdo observou-se a diminuicdo da porcentagem de
sobrevivéncia das células usando-se as taxas de dosagem 3 Gy e 6 Gy. A terapia combinada
com os dois ligantes fez aumentar a citotoxicidade frente as células MDA-MB-231 com todas
as taxas de dosagem.

No entanto, os ligantes mostram-se citotoxicos também frente as células saudaveis
MRC-5, mas foram ligeiramente menos toxicos em relagéo as células MCF-7 e MDA-MB-231
No caso do complexo (7) na concentragdo de 1 micromolar a radioquimioterapia, assim como
a terapia combinada com taxas de dosagens de 3 Gy e 6 Gy mostraram-se eficazes para
aumentar a citotoxicidade frente as células MCF-7. Apesar de que a radioquimioterapia ter
provado um aumento de citotoxicidade também frente as células saudaveis MRC-5, a terapia
combinada com taxas de dosagem 3 Gy e 6 Gy mostrou-se ligeiramente menos eficaz contra as
células saudaveis do que contra as células MCF-7. Em 10 micromolar os efeitos de todas as
estratégias foram similares nas células tumorais e sadias.

No caso do complexo (8) na concentracdo de 1 micromolar a radioquimioterapia e as
terapias combinadas com taxas de dosagem de 3 Gy e 6 Gy mostraram resultados similares
frente as células MCF-7. Em 10 micromolar a radioguimioterapia potencializou os efeitos
citoxicos. A terapia combinada mostrou-se vantajosa na taxa de dosagem de 6 Gy. Nas duas
concetragdes a atividade citotoxica frente as células MCF-7 foi maior do que frente as células
saudaveis MRC-5.

Para os complexos (7) e (8) na concentragdo de 10 micromolar a radioquimioterapia e
as terapias combinadas fizeram aumentar a citotoxicidade frente as células MDA-MB-231. No
entanto, os efeitos sobre as células saudaveis foram similares. E importante considerar que o
complexo (*8), foi o tinico composto que teve atividade na concentragdo de 10 pmol/L com

frente as células MDA-MB-231.
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Tabela 3.3.8. % de sobrevivéncia das células MCF-7 e MRC-5 em fungdo da concentracao dos ligantes H»-2,6 AcSc, Ho-2,6 ACTsc e seus complexos

(7) e (8) avaliados nas formas quimioterapia, radioquimioterapia (*1*™In) e terapia combinada. (n = 9).

Composto

H»-2,6 AcSc
(7

H»-2,6 AcTsc
(8)

Concentragéo
(mol/L)
10°
10
10°
10°
106
10°

Quimioterapia

74,9
87,0
66,1
72,2
74,8
45,9

MCF-7
Radioquimioterapia

(*4mIn)
68,1
50,2
45,6
22,7

Terapia combinada

1Gy

65,9
74,2
48,3
55,0
56,3
32,6

3Gy

49,5
59,1
36,7
48,2
49,5
20,4

6Gy

41,4
46,2
33,8
36,5
46,6
15,3

Quimioterapia

77,1
88,2
62,5
69,7
81,2
58,2

MRC-5
Radioquimioterapia

(1l4m|n)
68,1
44,0
66,8
43,7

Terapia combinada

1Gy

68,5
75,2
53,9
63,5
711
47,4

3Gy

63,7
69,2
44,7
57,8
69,7
415

6Gy

53,8
54,7
35.0
43,4
59,6
28,0

Tabela 3.3.9. % de sobrevivéncia das células MDA-MB-231 e MRC-5 em func¢do da concentracdo dos ligantes H2-2,6 AcSc, Hz-2,6 AcTsc e seus

complexos (7) e (8) avaliados nas formas quimioterapia, radioquimioterapia (1:4MIn) e terapia combinada. (n = 9).

Composto

H»-2,6 AcSc
(7
H»-2,6 AcTsc
®)

Concentracgéo
(mol/L)
10°
10°
10°
10°

Quimioterapia

77,1
66,2
72,3
58,6

MDA-MB-231
Radioguimioterapia

(114m| n)

60,0

40,6

Terapia combinada

1Gy

68,4
61,7
66,9
54,8

3Gy

63,9
55,1
58,7
42,9

6Gy

55,6
44,2
54,1
36,7

Quimioterapia

77,1
62,5
69,7
58,2

MRC-5
Radioguimioterapia

(ll4m|n)

44,0

43,7

Terapia combinada

1Gy

68,5
53,9
63,5
47,4

3Gy

63,7
44,7
57,8
41,5

6Gy

53,8
35.0
43,4
28,0
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3.3.7. Alterac6es morfoldgicas no nucleo celular
Os resultados do ensaio de coloragdo DAPI séo apresentados na Figura 3.3.13,
mostrando-se o controle, as células tumorais com os complexos (7) e (8) e seus analogos

radioativos (*7) e (*8).

Controle (*7)

(8) (*8)

Figura 3.3.13. Células MDA-MB-231 tratadas com os complexos [In(2,6 AcSc)CI(H20)] (7) e
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) e seus analogos radioativos (*7) e (*8) (10 umol/L) no ensaio de
coloracdo DAPI. As setas mostram as mudancas morfolégicas. Amplificacdo: 400X.

Como se mostra na Figura 3.3.13, 0os complexos e seus andlogos radioativos induziram
mudancas nas formas das células tratadas, como arredondamento celular, nacleos em formato

de ferradura e caracteristicas morfoldgicas de apoptose em relacdo as células de controle.

3.3.8. Interagdo com &cido desoxirribonucleico (DNA)

Titulacdo espectrofotométrica

Foi investigada a interacdo do complexo [In(2,6 AcTsc)CI(H20)] (8) e seu ligante com
0 DNA por titulacdo espectrofotométrica no UV-Vis. Apds a adicdo do DNA observou-se um
efeito de hipocromismo nos maximos das bandas do ligante e do complexo (8), com um ponto

isosbéstico, sugerindo contribuicdes Opticas de duas espécies diferentes. (Figura 3.3.14)
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Figura 3.3.14. Espectros eletronicos de H2-2,6 AcTsc e do complexo [In(2,6 AcTsc)CI(H20)]
(8) na auséncia e presenca de concentragdes crescentes de DNA.

Os dados foram ajustados com a seguinte equacao:
[DNA]  [DNA] N 1
(.a—ef)  (eb—ef)  Kb(eb — &f)

Do grafico de [DNA]/(ga-ef) vs (DNA), é possivel calcular a constante de ligacao

intrinseca (Kb), pela razdo entre o coeficiente angular [1/(eb-¢f)] e o intercepto [1/Kn(eb-£f)].
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Figura 3.3.15. Graficos de [DNA] vs.[DNA]/(ea — f) dos ligantes H>-2,6 AcSc, H2-2,6 ACTsc e
seus complexos [In(2,6 AcSc)CI(H20)] (7) e [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8).

Tabela 3.3.10. Constante de ligacdo intrinseca (Kb) do ligante H2-2,6 AcTsc e seu complexo
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8).

Compostos Kb (M)
H2-2,6AcTsc 2,0 x 10°
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) 1,2 x 10°

Deslocamento competitivo do cation etidio

O método competitivo para avaliar a possivel intercalacdo dos compostos com 0 DNA
é mediante a andlise de interag&o entre os compostos e o sistema DNA/ brometo de etidio.

Na presenca do ligante H2-2,6 AcTsc observou-se pouca supressao e a sobreposicéo das
bandas de fluorescéncia do DNA ligado ao BE (Figura 3.3.16), 0 que sugere que a intercalacao
nédo deve ser um mecanismo principal de interacdo desse composto com DNA. Na presenca do
complexo [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) observa-se inicialmente a supressdo da intensidade da
fluorescéncia e, posteriormente, indicando que existe um mecanismo de interacao intercalante,

porém ndo promove uma reducéo de 50% na intensidade de fluorescéncia do sistema BE-DNA.
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Figura 3.3.16. Espectros de emisséo do sistema BE - DNA (10 pmolL ™) na auséncia (- - -)
e presenca (—) de quantidades crescentes de Ho-2,6 AcTsc e do complexo
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) (0 a 200 umolL™Y).
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4. CONCLUSOES

Considerando-se que complexos de !In(l1l) sdo usados clinicamente na medicina
nuclear para obtencdo de imagem, o presente trabalho fez uso da Quimica Medicinal Inorganica
na busca por novos candidatos a metalofarmacos e radiometalofarmacos para o tratamento de
tumores mamarios, usando-se bases de Schiff polidentadas como ligantes para formar
complexos com indio(Ill) ndo radioativos e radioativos com potenciais aplicacdes no
diagnostico e terapia de tumores de mama. Foram utilizadas para os ensaios células MCF-7 de
tumor estrdgeno-dependente, MDA-MB-231 de tumor triplo negativo e células sadias de
fibroblasto de pulmao de feto humano MRC-5.

Foram sintetizados e caraterizados os complexos [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1),
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2) e [In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3) com 2,6-diacetilpiridina-
bis(benzoilhidrazona) (H2-2,6 AcPh) e seus derivados -bis(para-cloro-benzoilhidrazona) (Ho-
2,6AcpCIPh) e  -bis(para-toluil-hidrazona)  (H2-2,6AcpCH3Ph), os  complexos
[In(2,6FoPh)CI(H20)] 4), [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5)
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20  (6) com 2,6-difomilpiridina-bis(benzoilhidrazona) (H2-
2,6FoPh) e seus derivados -bis(para-cloro-benzoilhidrazona) (H2-2,6FopCIPh) e -bis(para-
toluil-benzoilhidrazona) (H2-2,6FopCH3zPh) e os complexos [In(2,6-AcSc)CI(H20)] (7) e
[In(2,6-AcTsc)CI(H20)] (8) com 2,6-diacetilpiridina-bis(semicarbazona) (H2-2,6AcSc) e 2,6-
diacetilpiridina-bis(tiossemicarbazona) (H2-2,6 AcTsc). Nos complexos um ligante dianidnico
se une ao metal como um agente quelante pentadentado através do sistema O-N-Npy-N-O, no
caso das bis(hidrazonas) e bis(semicarbazona), e do sistema S-N-Np-N-S no caso da
bis(tiossemicarbazona). A esfera de coordenacdo do centro de indio(l1l) é completada por um
ligante cloreto e uma molécula de agua.

Estruturas cristalograficas determinadas para os complexos (1) e (2) revelam que o
metal estd coordenado a trés 4&tomos de nitrogénio e a dois de oxigénio do ligante, a um ion
cloreto e a uma molécula de 4gua, em uma geometria pentagonal bipiramidal.

Ap0s a coordenagdo ha um aumento da conjugacao no ligante pela desprotonagéo das
bis(benzoilhidrazonas) o qual, aliado a rigidez do ligante nos complexos, faz com que esses
apresentem fluorescéncia. Os complexos (1-6) exibem emissdo em DMSO na faixa 425-575
nm, com valores de rendimento quéantico menores de 1,5%, usando-se hemissulfato de quinina
como padrdo. Os compostos mostram significativa luminosidade de fluorescéncia em razdo da
forte absorcdo na regido do UV proximo. Assim, poderiam ser usados como sondas

fluorescentes dentro das celulas.
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Todos os compostos foram estaveis em DMSO, mas apenas os complexos (4, 6 ,7 e 8)
e os ligantes H>-2,6AcSc e H-2,6AcTsc foram estaveis em meio aquoso por até 48 h,
possibilitando a avaliacdo de suas atividades citotoxicas frente a células de adenocarcinoma
mamario (MCF-7 e MDA-MB-231) e células saudaveis de fibroblasto de pulméo de feto
humano (MRC-5).

Amostras do sal InCls e dos complexos (4), (6), (7) e (8), foram submetidas a ativagéo
neutronica com a finalidade de serem produzidos seus analogos radioativos *InCls, (*4), (*6),
(*7) e (*8) contendo 4™In. Por meio de cromatografia de camada delgada (TLC) foi
confirmando a estabilidade dos compostos apés a ativacdo neutronica.

O precursor InCls e seu analogo radioativo *InCls demostraram ser inativos contra as
trés linhagens celulares, em concentracdes de até 10 umolL™. Os complexos de indio(lIl)
apresentaram atividade citotoxica e se observou um efeito aditivo pela combinacdo do
tratamento das celulas tumorais com os complexos e radiacBes ionizantes (radioquimioterapia
com complexos de *™In e radioterapia combinada com uma fonte de °Co).

Os complexos (4), (6), (7) e (8) apresentaram forte potencial radiossensibilizador
aumentando o efeito terapéutico de 1 Gy de radiacdo gama em até 4,5 vezes para MCF-7 e 7,5
vezes para MDA-MB-231.

O complexo (4) apresentou atividade citotéxica na faixa micromolar contra as células
MCF-7 e seu anadlogo com ¥MIn (*4) foi cerca de 4 vezes mais potente, ambos com
citotoxicidade superior a da cisplatina. Embora os complexos (6) e (7) apresentassem baixa
atividade citotoxica, seus analogos radioativos com *MIn (*6) e (*7) apresentaram potente
efeito citotoxico em concentragcdes micromolares, frente as células MCF-7.

O complexo (8) apresentou atividade citotéxica na faixa micromolar contra as células
MCF-7 e seu analogo com ¥MIn (*8) foi cerca de 7 vezes mais potente, ambos com
citotoxicidade superior a da cisplatina. De forma notavel, de todos os complexos avaliados (8)
e (*8), em concentracdes da faixa micromolar, mostraram-se ativos frente as células MDA-
MB-231 (tumor mamario triplo negativo). O complexo (*8) tem potenciais aplicacdes na
radioguimioterapia de tumores de mama MCF-7 e especialmente para o tumor triplo negativo
MDA-MB-231.

Nas duas linhagens de celulas tumorais foram observadas alteracbes morfologicas no
nucleo celular pelo ensaio de coloragdo DAPI, como arredondamento celular, nicleos em
formato de ferradura e caracteristicas morfologicas de apoptose em relacdo as células de
controle ap6s quimioterapia com todos os complexos de indio(lll) ndo radioativos ou

radioativos.
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InvestigacOes preliminares de mecanismos de acdo revelaram que os complexos (4) e
(6) atuam como agentes intercalantes do DNA in vitro e que o complexo (8) seria um fraco
agente intercalante. No entanto (8) e seu ligante interagiram com o DNA com constantes de
ligac&o intrinseca (Kb = ~10°).

O presente trabalho constitui importante contribuicdo a Quimica Inorganica bem como
ao estudo de compostos que teriam potenciais aplicacfes na radioquimioterapia e poderiam
atuar como potenciais radiossensibilizadores, elevando a eficacia terapéutica da radiacdo, como

estratégia de acdo terapéutica para canceres de mama estrogeno-dependente e triplo negativo.
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Termogramas, espectros de infravermelho e espectros de RMN

Termogramas dos complexos de indio(l11)
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Figura Al. Termograma do complexo [In(2,6AcPh)CI(H20)] (1).
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Figura A2. Termograma do complexo [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)] (2).
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Figura A3. Termograma do complexo [In(2,6 AcpCH3Ph)CI(H20)] (3).
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Figura A4. Termograma do complexo [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4).
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Figura A5. Termograma do complexo [In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5).
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Figura A6. Termograma do complexo [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6).
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Figura A7. Termograma do complexo [In(2,6 AcSc)CI(H20)] (7).
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Figura A8. Termograma do complexo [In(2,6 AcTsc)CI(H20)] (8).
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Espectros de infravermelho dos ligantes e seus complexos de indio(l11)
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Figura A9. Espectros de infravermelho do ligante H2-2,6 AcPh e seu complexo
[In(2,6AcPh)CI(H20)] (1).
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Figura A10. Espectros de infravermelho do ligante H>-2,6 AcpCIPh e seu complexo
[In(2,6AcpCIPh)CI(H20)] (2).
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Figura A11. Espectros de infravermelho do ligante H2-2,6 AcpCH3Ph e seu complexo
[In(2,6AcpCH3Ph)CI(H20)] (3).

700 :
90 -
80 -
70 -
8 E
o E
£ 60 -
s 50 3 | 1_‘ _,J
= E h h=
® 7 N9
40 3 =2
30 -
20 -
E oo
10 3 25/ &S
3 Vz & g
N ——————.—
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

Figura A12. Espectros de infravermelho do ligante H>-2,6FoPh e seu complexo
[In(2,6FoPh)CI(H20)] (4).
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Figura A13. Espectros de infravermelho do ligante Ho-2,6FopCIPh e seu complexo
[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20 (5).
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Figura Al4. Espectros de infravermelho do ligante H-2,6FopCH3sPh e seu complexo
[In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6).
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Figura A15. Espectros de infravermelho do ligante H>-2,6 AcSc e seu complexo
[In(2,6AcSc)CI(H20)] (7).
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Figura A16. Espectros de infravermelho do ligante H>-2,6 AcTsc e seu complexo
[In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8).
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Espectros ressonéncia magnética nuclear (RMN)
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Figura A18. Espectros de RMN de *C{*H} e DEPT-135 do complexo (1).
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Figura A23. O espectro de RMN COSY do complexo (2).
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Figura A24. O espectro de RMN HMQC do complexo (2).
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Figura A26. Espectros de RMN de *C{*H} e DEPT-135 do complexo (3).
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Figura A28. O espectro de RMN HMQC do complexo (3).
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Figura A30. Espectros de RMN de *C{*H} e DEPT-135 do complexo (4).
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Figura A31. O espectro de RMN COSY do complexo (4).
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Figura A32. O espectro de RMN HMQC do complexo (4).
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Figura A33. Espectro de RMN de *H do ligante H2-2,6FopCIPh e do complexo (5).

[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20

—172.1
146
143
138
136

—133
129
128
125

DMSO

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 6110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

[In(2,6FopCIPh)CI(H20)]-3H20

129.8
~128.5
N 125.6

-

fie]

jual

-
I

—138.5

Cl

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 611[) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

134

Figura A34. Espectros de RMN de *C{*H} e DEPT-135 do complexo (5).
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Figura A36. O espectro de RMN HMQC do complexo (5).
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Figura A38. Espectros de RMN de *C{*H} e DEPT-135 do complexo (6).
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Figura A39. O espectro de RMN COSY do complexo (6).
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Figura A40. O espectro de RMN HMQC do complexo (6).
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Figura A41. Espectro de RMN de 'H do ligante Hz-2,6 AcSc e do complexo (7).
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Figura A42. Espectros de RMN de *C{*H} e DEPT-135 do complexo (7).
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Figura A44. O espectro de RMN HMQC do complexo (7).
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Figura A45. Espectro de RMN de *H do ligante Hp-2,6 AcTsc e do complexo (8).
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Figura A46. Espectros de RMN de *C{*H} e DEPT-135 do complexo (8).
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Figura A48. O espectro de RMN HMQC do complexo (8).
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Espectros de excitacdo e de emissdo dos complexos (1-6)
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Figura A49. Espectros de excitacdo e de emissdo do complexo [In(2,6 AcPh)CI(H20)] (1) em
DMSO.
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Figura A50. Espectros de excitacdo e de emissdo do complexo [In(2,6 AcpCIPh)CI(H20)] (2)
em DMSO.
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Figura A51. Espectros de excitacdo e de emissdo do complexo [In(2,6 AcpCH3Ph)CI(H20)]
(3) em DMSO.
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Figura A52. Espectros de excitacéo e de emissdo do complexo [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4) em
DMSO.
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Figura A54. Espectros de excitacdo e de emissdo do complexo
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APENDICE B

Avaliacao das atividades citotoxicas dos complexos de In(l11)
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Figura B1. Porcentagem de sobrevivéncia das células em funcdo da concentracgdo e doses de
radiacdo do complexo [In(2,6FoPh)CI(H20)] (4). Pontos representam os dados experimentais
e as linhas cheias o ajuste tedrico da curva Concentracdo-Resposta para determinacéo do valor

de ICso.
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Figura B2. Porcentagem de sobrevivéncia das células em funcdo da concentracao e doses de
radiacdo do complexo [In(2,6FopCH3Ph)CI(H20)]-H20 (6) ). Pontos representam os dados
experimentais e as linhas cheias o ajuste tedrico da curva Concentracdo-Resposta para

determinacéo do valor de ICsqo.
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Figura B3. Porcentagem de sobrevivéncia das células em funcdo da concentracgéo e doses de
radiacdo do complexo [In(2,6AcSc)CI(H20)] (7) ). Pontos representam os dados

experimentais e as linhas cheias o ajuste tedrico da curva Concentracdo-Resposta para

determinacdo do valor de ICso.
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Figura B4. Porcentagem de sobrevivéncia das células em funcdo da concentracdo e doses de
radiacdo do complexo [In(2,6AcTsc)CI(H20)] (8) ). Pontos representam os dados
experimentais e as linhas cheias o ajuste tedrico da curva Concentracdo-Resposta para

determinacdo do valor de ICso.



APENDICE C

Rejeitos Radioativos
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Os rejeitos gerados, solidos (compactaveis e ndo compactaveis) e liquidos, foram

separados e armazenados em sacos plasticos, lixeiras blindadas e bombonas de polipropileno e

isolados até o decaimento abaixo dos niveis de dispensa recomendado na norma CNEN NE

8.01. Pela norma o Nivel de dispensa de rejeitos liquidos para o radionuclideo indio-114m é de

9,3 x 10* (Bg/m®).

Dos rejeitos liquidos gerados, aliquotas de 50uL. foram medidas por espectrometria

gama (Nal), e posteriormente foi calculado o tempo de decaimento necessario para que o rejeito

esteja abaixo dos niveis de dispensa recomendado na norma.

Dias necessarios

. B . .
Amostras Alquuota er?l E(thg?tJ)e (EBs;(;g]uB(; VOIEme Bq paraij gencl,a\tllglagslxo
S0uL dispensa
*InCl3 5E-05 | 218,459 | 4,37E+06 | 4,37E+09 | 0,0010 | 4,37E+03 776
(*4) 5E-05 | 259,532 | 5,19E+06 | 5,19E+09 | 0,0010 | 5,19E+03 788
(*6) 5E-05 | 310,477 | 6,21E+06 | 6,21E+09 | 0,0010 | 6,21E+03 801
(*7) 5E-05 | 260,136 | 5,20E+06 | 5,20E+09 | 0,0010 | 5,20E+03 788
(*8) 5E-05 | 275,177 | 5,50E+06 | 550E+09 | 0,0010 | 5,50E+03 792
*InCl3 5E-05 | 166,794 | 3,34E+06 | 3,34E+09 | 0,0010 | 3,34E+03 756
(*4) 5E-05 | 195,508 | 3,91E+06 | 3,91E+09 | 0,0010 | 3,91E+03 768
(*6) 5E-05 | 223,357 | 4,47E+06 | 4,47E+09 | 0,0010 | 4,47E+03 777
(*7) 5E-05 | 176,174 | 3,52E+06 | 3,52E+09 | 0,0010 | 3,52E+03 760
(*8) 5E-05 | 208,061 | 4,16E+06 | 4,16E+09 | 0,0010 | 4,16E+03 772
1 5E-05 5,058 | 1,01E+05 | 1,01E+08 | 0,4500 | 4,55E+04 504
2 5E-05 4,296 | 859E+04 | 8,59E+07 | 0,0800 | 6,87E+03 492
3 5E-05 7,618 | 1,52E+05 | 1,52E+08 | 0,0100 | 1,52E+03 534
4 5E-05 1,742 | 3,48E+04 | 3,48E+07 | 0,0100 | 3,48E+02 427
5 5E-05 1,864 | 3,73E+04 | 3,73E+07 | 0,0015 | 5,59E+01 432
6 5E-05 3,340 | 6,68E+04 | 6,68E+07 | 0,0015 | 1,00E+02 474
7 5E-05 8,801 | 1,76E+05 | 1,76E+08 | 0,0020 | 3,52E+02 544
Bombona | 5E-05 2,246 | 4,49E+04 | 4,49E+07 | 2,5000 | 1,12E+05 445
Total 6,95E+04 | 6,95E+07 | 3,0650 | 2,13E+05 458
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Todos os rejeitos liquidos foram adicionados na bombona e serdo armazenados por 458
dias. Apos esse tempo serdo novamente monitorados e se o resultado da medig&o estiver abaixo

do nivel de dispensa, indicada pela norma, os rejeitos serdo descartados.

Conforme recomendagdes da CNEN, considera-se que cerca de 10% da atividade
radioativa que entrou em contato com os frascos, eppendorf, ponteiras e placa é considerado
como residuo contaminante. Os rejeitos solidos gerados foram classificados por compactaveis
(papel toalha e luvas) e ndo compactaveis (ponteiras, eppendorf, placas de cultivo e placas de

tratamento). Os rejeitos sélidos foram monitorados e foi confirmando que estavam insentos.
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e Rejeito (m?): 3 |(y" Massade Rejeito (kg): 39 Rejeito Combustivel: [ Sim Néo —
EMBALAGENS uTILIZADAS: Massa da embalagem vazia (kg): () 5 Volume interno da embalagem (m*): 5 U

Escolher um item DQ MNHONG Escolher um item. R T

Escolher um item. Escolher um item.

PREENCHER SOMENTE PARA REJEITO SOLIDO:

[ Materiais CompacTAvers [0 MaTerials NAo COMPACTAVEIS
Escolher um item. Escolher um item
: ARSI Sl LI, - OO
Escolher um item. Escolher um item
. AL R
Escolher um item. Escolher um item.
PREENCHER SOMENTE PARA REJEITO LIQUIDO:
¥ Aquosa [ Organica O Lama O Gel O outro
PH: 39 Composigao quimica: YWQ.i{() ol wlhvo  DNFM
PREENCHER PARA TODOS 0S TIPOS DE REJEITO (soLipo em KBq/kg E Liouipo Em Bq/m?):
Radionuclideos: T n (30,0 ~ (\d m 629 x \O? Aa /Uf
Concentraggode _()-_a DEstimada  [J Analisada  Certificado N°: Data:
Atividade: ™ B/ O Estimada [ Analisada Certificado N° pata: (5] 06 /2@3

Observagdes: \\ iy 1O Responsével pela informagéo e preenchimento (Setor Gerador: ], /., A by
QSP@QY({J&W\T‘O %umck Supervisor de Radioprotecao da Instalacio geradora: S
VT . RaduoBiology :

pata: /] o} 2

CLASSIFICAGAO DO REJEITO E MONITORAGAO:
Classificag@o do Rejeito: Bd Radioativo O Isento )
Monitoragao da superficie dos embalados de rejeito radioativo: Atinge o nivel de dispensa em:
Taxa de contagem  Unidade de Medida:  Valores medidos no: Identificacdo do monitor:
(no esfregago): () Rejeito: : Background (BG):
Monitoragdo das taxas de dose para os rejeitos sélidos e liquidos:
. Unidade de Medida:  Valores medidos: | Identificacdio do monitor:
Taxaide'doss: 0: Na superficie: ; A 1m de distancia: {
Observagoes: Autorizaclio para Transporte: | Supervisor da DISER Resp. pela classificagao do rejeito:
&O.Z\ go»@\ DC'WMonM 3 sim Ass.: M Data: 12/07-/3
N T Membro da DISER Resp.por acompanha itorar os rejeitos durante
A G fd_«q f\ﬂ \)/‘3(29 R Ndo coleta e transporte: i el s
C‘&PJ&I VE ¢y | Ass: Data:
RECEBIMENTO DO REJEITO:
Observagdes: Situacdo do Rejeito: Técni R nsével pel
Local de Amazenamento (Prédio):
Localizagdo / Bancada: Ass.: Data:
OBS pos recebimento: GUIART N
Resp. pela informag&o: Data:
Referénca
0Ol SEGRE 01 - Geréncia de Rejeitos Radioativos e Fontes Fora de Uso no CDTN 1de2

PIS SEGRE 01 - Segregacdo e Coleta de Rejeitos Liquidos Radioativos

PIS SEGRE 02 - Segregagéo e Coleta de Rejeitos Sélidos Radioativos

PIO SEGRE 03 - Recebimento de Fontes Fora de Uso e Rejeitos Radioativos Externos

PIO SEGRE 07 - i de Para-raios e D de Fumaga

PIO SEGRE 14 - Atividades Intemas Operacionais da Geréncia de Rejeitos Radioativos no CDTN e outros

1* via: SEGRE - 2° via: DISER - 3* via: Gerador
PRESERVE O MEIO AMBIENTE - IMPRIMA SOMENTE A PAGINA 1
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CDT

GUIA DE CONTROLE DE REJEITOS
RADIOATIVOS - GUIARR

FIS SEGRE 01
Rev. 05

Utilize as “SETAS" ou a tecla “TAB" para mudar de campo durante a edicdo e clique em "F1" para ativar a ajuda, do campo

IDENTIFICAGAO DO REJEITO: (Consta na etiqueta)
N° Ordem

Prédio BO/CO Setor Gerador

N° GUIARR (o Banco de dd0*

[ 12[g] [c]oT [v

Rle] [ 2]

Niqofewas

SEGRE

CHFSERN

Assinatura

’DENHFICACAO DA INSTALAGAO: Unidade de Radiobiologia - UR / Prédio 28

Outra:

OPERACAO GERADORA: Escolher um item.

Outra:

Descrig#o (da operacao geradora):

Descacte oo wnol\ecico

Volume de Rejeito (m?): Massa de Rejelto (kg):

X Nao

0 4 Rej bustivel: [JSim

C

EMBALAGENS uTILIZADAS:
Escolher um item. ()Oﬂ\'e\(ab

DALO O\QSi\u)

Escolher um item.

Massa da embalagem vazia (kg):

Volume interno da embalagem (m):
Escolher um item. A h et e

Escolher um item.

PREENCHER SOMENTE PARA REJEITO SOLIDO:
[0 Materiais CompacTAvEIS

Escolher um item.

Escolher um item.

Escolher um item.

XX MaTeRIAIS NAO COMPACTAVEIS
Escolher um item.
Escolher um item.

oonkeies
gpendolf——

Escolher um item.

PREENCHER SOMENTE PARA REJEITO LIQUIDO:
O Aquosa [ Organica OLama
pH: Cor imi

OGel

[ Outro

Tty

PREENCHER PARA TODOS 0S TIPOS DE REJEITO (soLo em KBq/kg E Liquipo e Bg/m?):

Radionuclideos:

- 1Ym

[ Estimada
= Esti

)
()

Concentragao de
Atividade:

a
B ey

[ Analisada
[0 Analisada

Data

e 05 /06/2023

Certificado N°:
Certificado N°

Observa Oes:
‘"CA& () CV\?MS ~Lc
O & g 3 (%

Ass.:

Responsavel pela informacéo e preenchimento (Setor Gerador):
f"\ Supervisor de Radioprotecéo da Instalacdo geradora:

Hadrenm A&w’!z}u{

Data:

CLASSIFICAGAO DO REJEITO E MONITORAGAO:

Classificagio do Rejeito: [] Radioativo [X. Isento

Monitoragao da superficie dos embalados de rejeito radioativo:

Atinge o nivel de dispensa em:

Taxa de contagem  Unidade de Medida;
(no esfregaco): ()

Valores medidos no.
Rejeito:

dentificacdo do monitor:
Background (BG):

Monitoragdo das taxas de dose para os rejeitos sélidos e liquidos:

MHMM
Na

Taxa de dose: o

A 1 m de dit

Identifica monitor:

Observagoes:
')’égamtlo
Lo[H2%

Autorluclo para Transporte:
O sim

O Nzo

J A

Supervisor da DISER Resp. pela classificacdo do rejeito:
Ass.: Data: 95 ! o/, &}
Membro da DI R Resp. por acompanhar e monitorar os rejeitos duranti

coleta e transporte:

Ass.. Data:

RECEBIMENTO DO REJEITO:

Observagdes: Situacdo do Rejeito:

Localizagdo / Bancada:

Local de Armazenamento (Prédio):

Técnico do SEGRE responsével pela coleta:

Ass.: Data:

OBS p6s recebimento:

GUIART N°:

[ Resp. pela informagéo: Data:

Referéncia

Ol SEGRE 01 - Geréncia de Rejeitos Radioativos e Fontes Fora de Uso no CDTN

PIS SEGRE 01 - Segregacio e Coleta de Rejeitos Liguidos Radioativos

PIS SEGRE 02 - Segregagio e Coleta de Rejeitos Solidos Radioativos

P10 SEGRE 03 - Recebimento do Fonln Fora de Uso e Rejeitos Radioativos Externos
PIO SEGRE 07 - e D de Fumaca
PIO SEGRE 14 - is da Geréncia de Rejeitos

Imamos Op

1de2

no CDTN e outros

1* via: SEGRE - 2* via: DISER - 3* via: Gerador
PRESERVE O MEIO AMBIENTE - IMPRIMA SOMENTE A PAGINA 1
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

indium(I1I) complexes
bis(benzoylhydrazones)
crystal structures
spectral properties
luminescence

Complexes [In(L1)CI(H20)] (1), [In(L2)CI(H20)] (2) and [In(L3)Cl(H20)] (3) were obtained with 2,6-diacetyl-
pyridine bis(benzoylhydrazone) (HpL1) and its 2,6-diacetylpyridine bis(para-chlorobenzoylhydrazone) (H»L2)
and 2,6-diacetylpyridine bis(para-methylbenzoylhydrazone) (H;L3) derivatives. The crystal structures of com-
plexes (1) and (2) were determined, revealing a pentagonal bipyramidal arrangement around the indium(III)
center. The spectral properties of complexes (1-3) were investigated. The complexes show fluorescence in DMSO

solution resulting from increased conjugation and rigidity of the ligand, and a significant fluorescence brightness
due to the strong light absorption in the near UV region. From the fluorescence spectra of 1-3 quantum yields in
the 0.5 — 0.7 % range were determined using quinine hemisulfate monohydrate in HySO4 0.5 M (& = 0.546) as

standard.

1. Introduction

Thiosemicarbazones [1,2], bis(thiosemicabazones), hydrazones
[3,4] and bis(hydrazones) and their metal complexes are versatile Schiff
base-derived compounds which exhibit a wide range of bioactivities [5].
Indium(Ill) complexes with thiosemicarbazones proved to present
antimicrobial properties and to be cytototoxic to human leukemia and
solid tumor cells [6,7]. We demonstrated that upon neutron activation of
indium(III) complexes with 2-acetylpyridine thiosemicabazones the
HA4mpn (1) analogues were produced and that these complexes were
highly cytotoxic to MCF-7 breast cancer cells [8].

Radiometal complexes with thiosemicarbazones and bis(thio-
semicarbazones) have been investigated for their applications in diag-
nostic and therapeutic nuclear medicine. ®*Cu(ATSM), HATSM =
diacetyl-bis(N4-methylthiosemicarbazone) acts as a hypoxia-selective
PET imaging agent. Metal complexes with mono- and bis(thio-
semicarbazones) have also been synthesized with 67/ 68Ga, 11/114mp,
and ?*™T¢. Some of these compounds revealed to be promising as po-
tential radiopharmaceuticals with applications in diagnosis and therapy
[91.

In previous works by some of us we demonstrated that a family of
2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazones) were inactive against
several bacterial and fungi strains and were poorly cytotoxic to leukemia
and solid tumor cells. However, upon coordination to antimony(III) and

* Corresponding author.
E-mail address: hberaldo@ufmg.br (H. Beraldo).

https://doi.org/10.1016/j.poly.2022.116159

Received 12 August 2022; Accepted 29 September 2022
Available online 5 October 2022

0277-5387/© 2022 Published by Elsevier Ltd.

bismuth(III) the antimicrobial effects were observed as well as the
cytotoxic activity [10]. Similarly, upon coordination of these bis(ben-
zoylhydrazones) to silver(I) potent antimicrobial activity was verified
[11].

In the present work indium(II) complexes were obtained with 2,6-
diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone) (HzL1) and its 2,6-diacetylpyri-
dine bis(para-chlorebenzoylhydrazone) (H212) and 2,6-diacetylpyridine
bis(para-methylbenzoylhydrazone) (H;L3) derivatives (Fig. 1) aiming to
evaluate their bioactivities. Studies on the applicability of radioactive bis
(hydrazones) complexes with M a@m) and M™n(I) in nuclear med-
icine would also be of utmost relevance considering that complexes of
Mn(im) with a variety of ligands have been extensively investigated
due to their numerous applications in imaging for Diagnostic Nuclear
Medicine [12,13,14,15].

2. Experimental
2.1. Chemistry

All common chemicals were purchased from Aldrich and used
without further purification.
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R =H; Cl; CH,4

Fig. 1. Structural representation of 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone)
(HoL1) R = H and its 2,6-diacetylpyridine bis(para-chlorobenzoylhydrazone)
(HoL2) R = Cl and 2,6-diacetylpyridine bis(para-methylbenzoylhydrazone)
(H,L3) R = CHj derivatives.

-+
2=
_f"'{ C15 «\/«:\\514

Gryen g
N
() Q{)Cls

(b)

Fig. 2. Molecular plots of a) [In(L1)CI(H20)] (1) and b) [In(L2)CI(H20)] (2)
showing the labeling scheme of the non-H atoms and their displacement el-
lipsoids at the 50 % probability level. Symmetry code for (1): i = x, y, 1-z.
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Table 1
Crystal data and structure refinement results for complexes (1) and (2).

Crystal Crystal (1) Crystal (2)
Formula Cp3Hy; ClInNsO3 Ca3H;9Cl3InNsO3
MM/g/mol 564.71 634.6
Crystal system Tetragonal Monoclinic
Space group P4,/mbe P2,/c

a/A 13.5205(2) 14.3293(10)
b/A 13.5205(2) 13.6261(6)
c/A 26.1243(13) 13.4033(8)
a/? 90.00 90.00

pre 90.00 106.229(7)
VP 90.00 90.00

V/A® 4775.6(3) 2512.7(3)
Temperature/K 298(2) 298(2)

Z 8 4

Deate/g cm ™ 1.571 1.677
Crystal size/mm 0.12x0.38x0.43 0.10x0.31x0.65
u(Mo Ka)/em ™ 1.136 1.295
Measured reflections 47092 10073

Rigi 0.0931 0.0919
Observed refletions [F2 > 2ﬂ(F§)] 3738 5948
Refined parameters 318 318

Robs [Fo > 20(F,)] 0.0843 0.0556

Raii 0.1329 0.0993
WRobs [F2 > 26(Fo)?] 0.1644 0.1596
WRay 0.1791 0.1785

S 1.194 0.936
RMS/e A3 0.126 0.159

2.2. Physical measurements

Partial elemental analyses were performed on a Perkin Elmer CHN
2400 analyzer. Molar conductivity measurements were performed on an
YSI model 31 conductivity bridge. Melting points were determined using
a Mettler MQAPF-302 apparatus. Thermogravimetric curves were ob-
tained with a Shimadzu-TGA50H thermobalance under dynamic N at-
mosphere in the 30 °C — 600 °C temperature range at a heating rate of
10 °Cmin ™%

A Perkin Elmer FT — IR Spectrum GX spectrometer was employed to
record infrared spectra (4000-400 em™!) using KBr plates. NMR spectra
were recorded on a Bruker DPX — 400 Advance (400 MHz) spectrometer
using DMSO-dg as solvent. The 'H resonances were assigned based on
chemical shifts, multiplicities and by using 2D homonuclear *H—'H
correlation spectroscopy (COSY). The carbon type (C, CH) was deter-
mined using distortionless enhancement by polarization transfer (DEPT
— 135) experiments and the assignments were made using 2D hetero-
nuclear multiple quantum coherence (HMQC) NMR spectra.

2.3. X-ray crystallography

Crystal data for complexes (1) and (2) were collected in an Oxford-
Rigaku Gemini A-Ultra diffractometer at room temperature (298 K)
using MoKa radiation (A = 0.74073 A). Data collection and reduction,
and cell refinement were performed with the CrysAlis software [16]. The
crystal structures were solved by the SIR2014 program [17] and refined
using SHELX-2018-3 [18]. All non-hydrogen atoms were refined with
anisotropic thermal parameters, and H atoms connected to carbon were
placed in idealized positions and treated by a rigid model, with Ujs,(H)
= 1.2U¢q(C) for aromatic CH and Ujso(H) = 1.5Ueq(C) for the methyl
group. H atoms from the water molecule were obtained directly by
difference maps at fixed positions, using Ujso(H) = 1.5Ueq(O). The
measured crystal of complex (2) presented twinning effect. Two com-
ponents were observed, and the twinning refinement indicates that 29.3
% of X-ray reflections were indexed as component one, 22.0 % as
component two, 10.4 % as overlapping reflections and 38.3 % were non-
indexed. The figures were drawn using ORTEP-3 for Windows [19],
Mercury [20] and ToposPro [21].
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Table 2
Selected bond distances and angles in complexes (1) and (2).

Bond distances/A

) @) 1) 2)
In-Cl(3) 2.440(3)  2.446(2) C7-N2 1.307 1.281(8)
(9)
In-01 2.193(5)  2.165(4) N2-N3 1.369 1.375(8)
(10)
In-02 - 2.179(4) C8-N3 1.329 1.338(9)
(10)
In-03 2275(7)  2.227(4) C8-01 1.278 1.297(8)
(10)
In-N1 2.315(8)  2.303(4) C10-N5 - 1.323(8)
In-N2 2275(7)  2.267(6) N5-N4 - 1.373(8)
In-N4 - 2.270(6) C9-N4 - 1.291(8)
C10-02 - 1.301(8)
Bond angles/”
) (2) 1) 2)
Cl(3)In-03  178.5(2) 176.67 02-In-N1 - 137.97
(13) (18)
Cl(3)-In-01  95.32 96.43 02-In-N2 - 150.72
(16) 14 (18)
Cl(3)-In-02 - 95.72 02-In-N4 - 69.93
(13) (19)
cl(3)-In-N1  96.61 94.40 N1-In-N2 69.09 68.7(2)
(18) (1m) (18)
Cl(3)In-N2  94.16 92.90 N1-In-N4 - 69.0(2)
an (15)
cl(3)-In-N4 - 92.40 N2-In- 138.0 137.6(2)
(14) N2i{(N4) )
03-In-01 85.8(2) 86.66 01-C8-N3 125.9 124.9(6)
(18) (8)
03-In-02 - 85.71 C8-N3-N2 108.9 110.0(6)
(18) (7)
03-In-N1 81.9(3) 82.55 C8-01-In 116.2 128.8(5)
(15) (5)
03-In-N2 85.31 82.32 N3-N2-In 118.4 116.1(4)
(18) (16) (5)
03-In-N4 - 85.26 N3-N2-C7 120.0 120.2(6)
19) (8)
01-In- 82.0(3) 80.70 02-C10-N5 - 124.3(6)
01(02) (16)
01-In-N1 137.17 138.20 C10-N5-N4 - 110.7(6)
15) (19)
01-In-N2 69.1(2) 70.53 N5-N4-C9 - 120.0(6)
(18)
01-In- 150.3(2) 150.00 N5-N4-In - 117.4(4)
N2i(N4) (19)
C10-02-In - 116.5(4)

Symmetry code: i: x, y, 1-z.
2.4. Steady-state optical measurements

UV/Vis and fluorescence spectra were recorded on a Cary 60 Bio
spectrophotometer and a Cary Eclipse fluorometer, respectively. Quartz
cuvettes of 5 em and 1 em pathlengths were used to acquire the ab-
sorption and emission spectra, respectively. Excitation was at 393 nm
using excitation and emission slits of 10 nm, and an average time of 0.1
s. Quantum yields (@) for complexes (1-3) in DMSO were estimated
using Eq. (1). The slope (m) was obtained from the plot of the integrated
fluorescence intensity vs absorbance and 7 is the refractive index of the
solvent. The standard reference was quinine hemisulfate monohydrate
(Pg = 0.546) [22] in 0.5 M aqueous H2S04.

By = (D.‘,(mx/'m\f)('?%{/’?‘«zz) @

2.5. Syntheses of the bis(benzoylhydrazones)

2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone) (HzL1) and its 2,6-diac-
etylpyridine bis(para-chlorobenzoylhydrazone) (HoL2) and 2,6-diacetyl-
pyridine bis(para-methylbenzoylhydrazone) (HyL3) derivatives were
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prepared as previously described [10,11].
2.6. Syntheses of the indium(Ill) complexes (1-3)

The indium(III) complexes were obtained by stirring an ethanol so-
lution (15 mL) of the desired bis(benzoylhydrazones) (1.0 mmol) with
InCl; (1.1 mmol) and triethylamine (2.0 mmol). The reaction mixture
was kept under reflux for four hours. The obtained solids were vacuum
filtered, washed with ethanol, and then dried under reduced pressure.
Crystals of [In(L1)Cl(H20)] (1) and [In(L2)CI(H20)] (2) were obtained
upon recrystallization of the compounds in ethanol.

2.6.1. [In(L1)CI(H20)](1)

Yellow solid. Anal. Calc. for C3H21N5ClInO3 (FW = 565.73 g mol 1)
C, 48.83 %; H, 3.74 %; N, 12.38 %. Found: C, 49.24 %; H, 3.52 %; N,
12.54 %. Thermogravimetry: calculated weight loss of water (30-200 °C
range): 3.18 %. Found: 3.40 %. Molar conductivity (1x10° mol L,
DMF): 0.53 @' cm? mol ™. IR (KBr, cm™'): 1(OH) 3448, v(CN) 1497,
¥(CO) 1371. 5 'H NMR (400 MHz, DMSO-dq): 8.35 [t, 1H, H4], 8.09 [d,
2H, H3 and H5], 2.68 [s, 6H, H11 and H18], 8.29 [d, 4H, H13, H17, H20
and H24], 7.66-7.44 [m, 6H, H14, H15, H16, H21, H22 and H23]. 5 1°C
NMR (100 MHz, DMSO-dg): 145.9 (C2 and C6), 123.1 (C3 and C5),
143.1 (C4), 146.9 (C7 and C9), 171.2 (C8 and C10), 12.8 (C11 and C18),
135.7 (C12 and C19), 128.1 (€13, C17, C20 and C24), 128.0 (C14, C16,
C21 and C23), 131.1 (C15 and C22). Melting point: >300 °C. Yield: 78
%.

2.6.2. [In(L2)CI(H20)] (2)

Yellow solid. Anal. Calc. for Co3H;gNsClsInOs (FW = 634.62 g
mol 1): C, 43.53 %; H, 3.02 %; N, 11.04 %. Found: C, 44.08 %; H, 2.92
%; N, 11.19 %. Thermogravimetry: calculated weight loss of water
(30-200 °C range): 2.84 %. Found: 2.92 %. Molar conductivity (1 %1073
mol L), DMF): 2.80 2! em? mol . IR (KBr, em™"): ¥(OH) 3436, v(CN)
1493, 1(CO) 1370. 5 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8.35 [t, 1H, H4],
8.10 [d, 2H, H3 and H5], 2.68 [s, 6H, H11 and H18], 8.28 [d, 4H, H13,
H17, H20 and H24], 7.59 [d, 4H, H14, H16, H21 and H23]. 6 '*C NMR
(100 MHz, DMSO-ds): 146.6 (C2 and C6), 123.4 (C3 and C5), 143.2
(C4), 146.8 (C7 and C9), 170.3 (C8 and C10), 12.8 (C11 and C18), 135.9
(€12 and C19), 129.7 (C13, C17, C20 and C24), 128.3 (C14, C16, C21
and C23), 134.5 (C15 and C22). Melting point: >300 °C. Yield: 86 %.

2.6.3. [In(L3)CI(H;0)] (3)

Yellow solid. Anal. Calc. for CosHasNsClInOs (FW =593.78 g mol~1):
C, 50.57 %; H, 4.24 %; N, 11.79 %. Found: C, 50.60 %; H, 4.30 %; N,
11.90 %, Thermogravimetry: calculated weight loss of water (30-200 °C
range): 3.03 %. Found: 2.95 %. Molar conductivity (1x10? mel L7,
DMF): 1.74 @ ! em? mol ™. IR (KBr, cm™): W(OH) 3433, (CN) 1492,
¥(CO) 1372. & 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8.32 [t, 1H, H4], 8.05 [d,
2H, H3 and H5], 2.69 [s, 6H, H11 and H18], 8.18 [d, 4H, H13, H17, H20
and H24], 7.33 [d, 4H, H14, H16, H21 and H23], 2,41 [s, 6H, H25 and
H26]. 5 '3C NMR (100 MHz, DMSO-dg): 145.3 (€2 and C6), 122.9 (C3
and C5), 143.0 (C4), 147.0 (C7 and C9), 171.2 (C8 and C10), 12.7 (C11
and C18), 141.0 (C12 and C19), 128.7 (C13, C17, C20 and C24), 128.0
(C14, C16, C21 and C23), 132.9 (C15 and C22), 21.2 (C25 and C26).
Melting point: >300 °C. Yield: 85 %.

3. Results and discussion
3.1. Formation of the complexes

Microanalyses and molar conductivity data are compatible with the
formation of [In(L1)CI(H20)] (1), [In(L2)CI(H20)] (2) and [In(L3)Cl
(H,0)] (3), in which a dianionic bis(benzoylhydrazone) and a chloride
ion are attached to the metal center together with a coordination water
molecule, as confirmed by the thermogravimetric curves of 1-3 and the
crystal structures of complexes (1) and (2). Coordination water might
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(c)

Fig. 3.1. Unit cell in the crystal structures of complexes (1) and (2) along the a) a, b) b and ¢) ¢ axes.

have arisen from the solvent or from highly hygroscopic InCls. 3.2. Spectroscopic characterization

The signals of N3-H and N5-H observed in the 'H NMR spectra of the
uncomplexed bis(benzoylhydrazones) are absent in the spectra of 1-3,
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o comphes (1)

(b
(1

(b)

»-comples (2)
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Fig. 3.2. a) OH---O and OH---Cl hydrogen bonds, b) CH:--Cl non-conventional hydrogen bonds and c¢) hydrogen bonds simplified nets in the crystal packing of

complexes (1) and (2).

according to the coordination of a dianionic ligand in 1-3. In addition,
the signals of all hydrogens undergo significant shifts in relation to their
positions in the free bis(benzoylhydrazones). The signals of the pyridine
carbons, C=0 and C=N in the '3C NMR spectra of complexes (1-3)
exhibit significant shifts in relation to their positions in the uncomplexed
bis(benzoylhydrazones), according to coordination through the
O—N—Npy—N—O pentadentate chelating system (See Figs. S1-S12,
Supplementary Information).

In the infrared spectra of the bis(benzoylhydrazones) the vibrations
attributed to v(N3-H) and v(N5-H) were observed at 3280-3202 em L
These vibrations disappear in the spectra of complexes (1-3), indicating
the coordination of dianionic ligands. The v(C=N) vibration at
1537-1526 cm ! in the infrared spectra of the free ligands shifts to
1497-1492 cm ™! in the spectra of complexes (1-3), according to coor-
dination through the imine nitrogen. The v(C=0) absorption observed
at 1672-1654 cm ™! in the spectra of the free bis(hydrazones) shifts to
1372-1370 em ™! in the spectra of complexes (1-3), indicating coordi-
nation through the oxygen. Additionally, the presence of coordination
water was corroborated by the existence of the v(O—H) vibrational
mode at 3448-3433 cm ! in the spectra of the complexes (See Figs. S13-
$15, Supplementary Information).

3.3. X-ray crystallography

Single crystals of [In(L1)CI(H20)] (1) and [In(L2)CI(H20)] (2) were
obtained by slow evaporation of an ethanol solution at room tempera-
ture. The molecular plots of complexes (1) and (2) are shown in Fig. 2.
As can be noted, the crystal structures are very similar. Table 1 contains
crystal data and refinement results and Table 2 reports selected bond
distances and angles for both complexes.

In both crystal structures one bis(hydrazone) ligand is attached to the
indium(IIl) center through the O—N—Npy—N—O chelating system
together with a chloride ion and a water molecule, forming a pentagonal
bipyramidal arrangement as shown in Fig. S27, Supplementary
Information.

The angles between the aromatic rings in the bis(hydrazone) ligand
are 19.1(4) ° and 28.9(2)° (between the two chlorophenyl rings) for (1)
and (2), respectively, and the angles between the pyridyl ring and the
chlorophenyl rings containing Cl1 and CI2, respectively, are 12.0(4) ° in
(1), and 23.7(2)° and 12.7(3)° in (2). Fig. 3.1 shows the unit cell along
the a, b and c axes for both complexes.

Both solids are stabilized by OH---O and OH:--Cl hydrogen bonds (see
Table S1, Supplementary Information) between water molecules and O
and Cl atoms from the bis(hydrazone) ligand. These hydrogen bonds
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Fig. 4. Absorption (solid line) and emission (broken line) spectra in DMSO at
25 °C for complexes and the corresponding ligands. Black lines correspond to
the spectra of a) [In(L1)CI(H;0)] (1), b) [In(L2)CI(H20)] (2), and c) [In(L3)Cl
(H20)1 (3) whereas the spectra of the corresponding ligands HpL1, HoL2 and
H,L3 are shown in red.

form a bidimensional (2D) network along the ab (complex (1)) and bc
(complex (2)) plans (Fig 3.2a). The 03---CI3 bond distance is 3.167(9A
and 3.127(4) A for (1) and (2), respectively. The 03---O1 bond distance
is 2.776(9A in (1), and 03---01 and 03---02 bond distances in (2) are
2.913(6) and 2.758(6) :&, respectively. Non-conventional CH---Cl
hydrogen bonds form a dimer (Fig 3.2b) with C.--Cl bond distance of
3.603(14) and 3.656(7) A for (1) and (2), respectively. No 7 interactions
were observed in the crystal packing of the compounds. The geometrical
parameters for the hydrogen bonds are listed in Table S1, Supplemen-
tary Information. Considering the hydrogen bonds as valence in-
teractions, and selecting the molecule as a node, the 2D-networks were
simplified using the ToposPro program [21]. For both compounds the
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Table 3

Maximum absorption and emission wavelengths, and quantum yields (&) for
complexes [In(L1)CI(H,0)] (1), [In(L2)CI(H20)] (2), and [In(L3)CL(H,0)] (3) in
DMSO at 25 °C.

Complex Amax (2bs) € Amax (em) ]
(nm) M em™) (nm) (%)

(1) 346 41,330 525 0.54
412 10,180

(2) 348 40,770 526 0.64
411 10,650

(3) 349 36,920 528 0.70
418 9,390

# Excitation at 393 nm.

simplified nets (Fig 3.2¢) are similar and should be classified as unin-
odal, (3)-connected systems, which can be described by the [6%] point
symbol, the net being of hchb type with pébmm symmetry [23].

3.4. Absorption and fluorescence studies

3.4.1. Absorption and fluorescence spectra

The absorption and fluorescence spectra of the bis(hydrazone) li-
gands and their indium(III) complexes in DMSO are depicted in Fig. 4.
Key spectroscopic parameters are provided in Table 3. The absorption
spectra of the ligands show intense bands typical of & — n* transitions
centered at 315 nm. Complexation with indium(III) along with depro-
tonation is accompanied by hyperchromic and bathochromic shifts of
the absorption maxima (hmax) to about 350 nm, which is greater than the
absorption maximum of the zinc(II) complex with HaL1 (Apax = 330 nm)
reported previously in the literature [24]. Complexation is also accom-
panied by the appearance of a new strong absorption band at 425 nm. A
similar behavior had been observed for the zinc(II) complex with HpL1
(Amax ca. 400 nm) [24]. The ligands spectra show weak absorption tails
(refer to 375-450 nm) in these regions.

The emission spectra following excitation at 393 nm were recorded
in DMSO at room temperature using the same settings for the ligands
and indium(IIT) complexes (Fig. 4). The emission maxima of the com-
plexes are similar (525-528 nm) and were observed in the same region
of emission as that of the ligands. The most considerable difference in
relation to the ligands resides in the greater fluorescence emission of the
complexes. Taken together with the low absorptivity of the ligands, the
result is a strong fluorescence brightness of the complexes, which is
appealing as observed in Fig. 5 for the exposure of the DMSO solutions of
the ligands and complexes to a regular ~ 365 nm UV-A lamp.

These findings are consistent with increased conjugation and rigidity
of the ligands in the complexes, resulting in significant luminescence.
Strong evidence for this conclusion is the observation of similar emission
bands for complexes and ligands with higher intensities for the com-
plexes, due to excitation of more intense absorption bands. Excitation
spectra for complexes and ligands provide comparable maximum
wavelengths for emission at 525 nm (Fig. 516, Supplementary Infor-
mation). However, in the complexes a more suitable ligand conforma-
tion for §; — S transitions associated with fluorescence prevails.

Table 3 reports the quantum yields (@) of complexes (1-3) in DMSO
using quinine hemisulfate monohydrate (® = 0.546) in 0.5 M H3S0,4 as
standard [22]. Absorption and emission spectra are in Figs. S17-520
(Supplementary Information). The plots of integrated fluorescence in-
tensity vs absorbance used to estimate the slope (m) in Eq. (1) are in
Figs. 521-524 (Supplementary Information).

The quantum yields for the indium(II) complexes reported herein
are between 0.54 and 0.70 % (Table 3), which, although being small,
afford significant fluorescence brightness due to the strong light ab-
sorption in the near UV region. These complexes provide new examples
of compounds derived from 2,6-diacetylpyridine with broad emission
from 450 nm to 700 nm. A zinc(IT) complex with 2,6-diacetylpyridine bis
(benzoylhydrazone), H,L1, showed fluorescence emission in the
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Fig. 5. Emission behavior of 2 mmolL™" solutions of the bis(hydrazone) ligands and complexes (1-3) in DMSO under a benchtop ~365 nm UV-A lamp apparatus.

400-550 nm range and quantum yield of about 0.5 % in DMF [24].

The present work adds to the few number of reports about lumi-
nescent indium(IIl) complexes. The complexes under study notably
exhibit broader emission patterns than those observed for other indium
(I11) complexes with related ligands. For instance, indium(III) complexes
with 1,8-naphthyl-derived bis(thiosemicarbazones) exhibit emission in
the 475-600 nm range and quantum yields of about 0.25 % in DMSO
[25]. Indium(IIl) complexes with N2O2 or N3O4 dipyrrin-based ligands
show emission in the 600-750 nm range and quantum yields from 1.5 to
67 % [26]. An indium(III) complex with tris(dipyrrinato) shows emis-
sion in the 550-700 nm range with quantum yield of 0.41 in toluene
[27].

3.4.2. Long-term stability of absorption and fluorescence spectral properties

The electronic spectra of complexes (1-3) at 5x10° molL”! were
recorded as a function of time in DMSO solution as well as in Tris-HCl
buffer (NaCl 50 mmolL"/Tris-HCl 5 mmolL™, pH7.2) 5 % DMSO. The
spectra of the bis(benzoylhydrazones) in DMSO show an absorption at
314-315 nm. The spectra of 1-3 exhibit a maximum at 346-349 nm and
a shoulder at 425-430 nm. These spectra do not alter with time up to 48
h after dissolution.

The long-term fluorescence emission of complexes (1-3) was moni-
tored in DMSO with time and at different temperatures. The emission
spectra, formally more sensitive to structural changes than the absorp-
tion spectra, show broad bands centered at 522-530 nm under excita-
tion at 393 nm. The emission intensities show minor changes after two
months in DMSO (Fig. $25, Supplementary Information), while incu-
bation at up to 60 °C is accompanied by the expected quenching of
fluorescence under the same temperature, yet with complete restoration
upon cooling to room temperature (Fig. 526, Supplementary Informa-
tion). Overall, these data are consistent with the long-term stability of
the spectral properties in DMSO.

Unfortunately, dilution of DMSO solutions in aqueous buffer (Tris-
HC1 5 mmol/L, NaCl 50 mmol/L, pH 7.2) up to 5 % DMSO (5x10° mol L°
! of the complexes) is accompanied by precipitation after 20 min, pre-
cluding the evaluation of the long-term spectral properties and ulti-
mately the bioactivities of these complexes in aqueous media.

4. Conclusions

Reaction of indium chloride with the 2,6-diacetylpyridine-derived
bis(benzoylhydrazones) (HzL1-HL3) in ethanol in the presence of trie-
thylamine lead to the formation of [In(L)CI(H20)] complexes. The
complexes show fluorescence in DMSO solution resulting from increased

conjugation and rigidity of the ligand, and a significant fluorescence
brightness due to strong light absorption in the near UV region. The
complexes under study were unsuitable to undergo biological assays
aiming to investigate their pharmacological profile because of their low
water solubility. However, these compounds constitute a valuable
platform for the design of novel fluorescent complexes with bis(hydra-
zones) derivatives presenting improved solubility in aqueous media
which might have applications in nuclear medicine.
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