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Resumo

Complexos de rénio(l) e cobalto(l11) como candidatos a metalofarmacos

antitumorais

O presente estudo consistiu na investigacdo de complexos de rénio(l) e cobalto(l1)
com bases de Schiff com atividade antiproliferativa visando o desenvolvimento de novos
candidatos a metalofarmacos antitumorais.

Complexos de rénio(l) tém sido pouco investigados quanto as suas aplicagdes como
agentes citotoxicos. No presente trabalho foram obtidos os complexos [ReCI(CO)s(H2AcPh)]
(1), [ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-0,5C7Hs (2) e [ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-0,5C7Hs (3) com
2-acetilpiridina-fenilhidrazona (H2AcPh), 2-acetilpiridina-para-clorofenilhidrazona
(H2AcpCIPh) e 2-acetilpiridina-para-nitrofenilhidrazona (H2AcpNO2Ph).

Os complexos (1-3) apresentaram atividade antiproliferativa frente a células de
carcinoma pulmonar humano NCI-H460, sendo que o melhor resultado foi obtido para 3.
Além disso, os complexos foram mais ativos do que as hidrazonas livres. Os complexos 1-3
também apresentaram citotoxicidade frente a células ndo tumorais HUVECs (células
endoteliais de veia umbilical humana), sugerindo que poderiam apresentar atividade anti-
angiogénica. 2 e 3 induziram apoptose com subsequente ruptura mitocondrial em células
NCI-H460 e exibiram alta atividade antioxidante (reducdo da producdo de espécies reativas
de oxigénio) de maneira dose-dependente. Os complexos ndo foram ativos contra diferentes
espécies de fungos do género Candida e contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Estes resultados se mostram promissores do ponto de vista do desenvolvimento de
novos metalofarmacos antitumorais, tornando relevante a investigacdo de complexos analogos
de 18188Re como potenciais metaloradiofarmacos.

Complexos de cobalto(l1l) com ligantes antineoplasicos tém sido utilizados como pro-
drogas biorredutiveis para serem seletivamente ativadas em regies de hipoxia. Sendo assim,
foram obtidos os complexos [Co(2AcPh)2]CI-2H20 (4), [Co(2AcpCIPh)2]CI-3,5H20 (5) e
[Co(2AcpNO2Ph),]CI-2,5H,0 (6) com H2AcPh, H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph, assim como
[Co(2Ac4Ph)2]Cl-CH30H-0,5H20 (1), [Co(2Ac4pCIPh)2]CI-1,5H,0 (8),
[Co(2Ac40CIPh)2]CI-3,5H20 9), [Co(2Ac4pNO2Ph)2]CI-3H20 (10) e
[Co(2Ac40NO2Ph)2]CI-3H20  (11), com  2-acetilpiridina-N(4)-feniltiossemicarbazona
(H2Ac4Ph), 2-acetilpiridina-N(4)-para-clorofeniltiossemicarbazona (H2Ac4pCIPh), 2-



acetilpiridina-N(4)-orto-clorofeniltiossemicarbazona (H2Ac40CIPh), 2-acetilpiridina-N(4)-
para-nitrofeniltiossemicarbazona (H2Ac4pNO2Ph) e 2-acetilpiridina-N(4)-orto-
nitrofeniltiossemicarbazona (H2Ac40NO2Ph).

Estudos eletroquimicos mostraram que os complexos de cobalto(l1l) com hidrazonas
(4-6) possuem potenciais de reducdo mais favordveis do que complexos andlogos com
tiossemicarbazonas (7-11). Os valores de potencial de meia-onda (E:;) obtidos para os
complexos (4-6) encontram-se na faixa de redutores celulares. Além disso, observou-se que 0
processo de redugdo Co''"/Co' ocorre via mecanismo quasi-reversivel. Estudos de reducéo,
acompanhados por espectroscopia eletrénica e espectrometria de massas, mostraram que 0
complexo (4) seria reduzido na presenca de 3 equivalentes molares de ditionito de sodio
(Na2S204) com subsequente liberacdo do ligante H2AcPh. Por outro lado, a reducdo do
complexo analogo com tiossemicarbazona (7) ndo foi observada na presenca de 3 ou 10
equivalentes molares de NazS;04 em um periodo de 24 horas.

Considerando-se que nos complexos de cobalto(lll) h& dois ligantes por atomo de
cobalto, verificou-se que, de modo geral, as hidrazonas e tiossemicarbazonas se mostraram
mais ativas do que seus complexos frente a células leucémicas (HL60, Jurkat e THP-1) e de
tumores solidos (MCF-7, MDA-MB-231 e HCT-116). Os melhores resultados foram
observados para os complexos (7) e (8), que se mostraram consideravelmente menos ativos do
que os ligantes H2Ac4Ph e H2Ac4pCIPh frente a células de tumores sélidos. Além disso,
esses compostos apresentaram baixa citotoxicidade frente a células ndo tumorais Vero (rim de
macaco verde). No entanto, ndo foi observada diferenca na atividade dos complexos (4-5 e 7-
8) quando testados frente células MCF-7 cultivadas nos modelos monocamada (2D) e
tridimensional soft-agar (3D).

Apesar de os complexos (4-5) ndo apresentarem seletividade frente células MCF-7
cultivadas no modelo 3D, as propriedades citotoxicas e 0 comportamento eletroquimico dos
complexos de cobalto(l11) com hidrazonas os tornam potencialmente adequados para serem
utilizados como pro-drogas biorredutiveis. Dessa forma, a investigagdo citotoxica desses
compostos frente a diferentes linhagens celulares de tumores sélidos e em camera de hipoxia
se torna uma estratégia interessante.

Considerando-se a relevancia de se conhecer outras bioatividades de potenciais
candidatos a farmacos antineoplasicos, foi realizado um estudo do efeito antimicrobiano dos
complexos de cobalto(l11). De modo geral, os complexos com tiossemicarbazonas mostraram-
se mais ativos do que os complexos com hidrazonas frente a bactérias Gram-positivas. Os

complexos de hidrazonas mostraram acdo antifungica frente a fungos do género Candida.



Tanto os complexos de rénio(l) quanto os de cobalto(lll) mostraram-se capazes de
suprimir a fluorescéncia exibida pela albumina sérica humana (ASH) atraves da formacéo de
um complexo na proporg¢édo 1:1 (complexo metalico — ASH). As interacBes ocorrem por meio
de um mecanismo estatico, sugerindo que os complexos poderiam ser transportados por essa
proteina que possui diversas funcdes fisioldgicas no organismo.

Desse modo, a coordenacdo de rénio(l) e cobalto(lll) a ligantes citotdxicos da classe
das bases de Schiff, tais como hidrazonas e tiossemicarbazonas, revelaram-se estratégias
interessantes para o planejamento de novos candidatos a metalofarmacos antitumorais. O

presente trabalho constitui importante contribuicdo a Quimica Medicinal Inorgénica.

Palavras-chave: bases de Schiff, metalofarmacos, atividade citotoxica, hipoxia.



Abstract

Rhenium(l) and cobalt(l11) complexes as antitumor

metallopharmaceuticals candidates

The present study involved the investigation of rhenium(l) and cobalt(I11) complexes
coitaining Schiff bases with antiproliferative activity for the development of new antitumor
metallopharmaceuticals candidates.

Rhenium(l) complexes have not been investigated extensively for their applications as
cytotoxic agents. In the present work the complexes [ReCIl(CO)3(H2AcPh)] (1),
[ReCI(CO)z(H2AcpCIPh)]-0.5C7Hg (2) and [ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-0.5C7Hs (3) were
obtained with  2-acetylpyridine-phenylhydrazone (H2AcPh), 2-acetylpyridine-para-
chlorophenylhydrazone (H2AcpCIPh) and 2-acetylpyridine-para-nitrophenylhydrazone
(H2AcpNO2Ph).

Complexes (1-3) showed antiproliferative activity against NCI-H460 human lung
carcinoma cells, with 3 showing the best result. Moreover, the complexes were more active
than the free hydrazones. Complexes 1-3 also presented cytotoxicity against non-malignant
HUVECs (human umbilical vein endothelial) cells, suggesting that they could also have
antiangiogenic activity. 2 and 3 induced apoptosis with subsequent mitochondrial disruption
on NCI-H460 cells and showed a dose-dependent high antioxidant activity (reduction on
reactive oxygen species production). The complexes were not active against different species
of Candida genus’ fungi and Gram-positive and Gram-negative bacteria.

These results are promising from the point of view of development of new antitumor
metallopharmaceuticals making relevant the investigation of %¢'Re analog complexes as
potential metalloradiopharmaceuticals.

Cobalt(111) complexes with antineoplastic ligands have been used as bioreductive pro-
drugs to be selectively activated at hypoxia regions. Therefore, complexes

[Co(2AcPh).]CI-2H.0 (4), [Co(2AcpCIPh)2]CI-3.5H20 (5) and
[Co(2AcpNO2Ph),]CI-2.5H.0 (6) were obtained with H2AcPh, H2AcpCIPh and
H2AcpNO2Ph, as well as [Co(2Ac4Ph)2]Cl-CH30OH-0.5H20 (7),
[Co(2Ac4pCIPh)2]CI-1.5H20 (8), [Co(2Ac40CIPh),]CI-3.5H,0 9),

[Co(2Ac4pNO2Ph)]CI-3H20  (10) and [Co(2Ac40NO2Ph);]CI-3H.O  (11) with 2-
acetylpyridine-N(4)-phenylthiosemicarbazone  (H2Ac4Ph),  2-acetylpyridine-N(4)-para-



chlorophenylthiosemicarbazone (H2Ac4pCIPh), 2-acetylpyridine-N(4)-orto-
chlorophenylthiosemicarbazone (H2Ac40CIPh), 2-acetylpyridine-N(4)-para-
nitrophenylthiosemicarbazone (H2Ac4pNO2Ph) and 2-acetylpyridine-N(4)-orto-
nitrophenylthiosemicarbazone (H2Ac40NO2Ph).

Electrochemical studies showed that cobalt(111) complexes with hydrazones (4-6) have
a more favorable reduction potential than the analogs with thiosemicarbazones (7-11). The
half-wave potential values (Ei2) obtained for complexes (4-6) are within the cellular
reductants range. Furthemore, it was observed that the Co"//Co' reduction process happens by
a quasi-reversible mechanism. Reduction studies, accompanied by electronic spectroscopy
and mass spectrometry, showed that complex (4) was reduced in the presence of 3 mol
equivalents of sodium dithionite (Na2S204) with subsequent H2AcPh ligand release. On the
other hand, the reduction of the analogue complex with thiosemicarbazone (7) was not
observed in the presence of 3 or 10 mol equivalents of Na2S204 in a 24-hours period.

Considering that the cobalt(l11) complexes have two ligands per cobalt atom, it was
verified that, in general, the hydrazones and thiosemicarbazones showed to be more active
than their complexes against HL60, Jurkat and THP-1 leukemia and MCF-7, MDA-MB-231
and HCT-116 solid tumor cells. The best results were observed for complexes (7) and (8)
which proved to be considerably less active than the H2Ac4Ph and H2Ac4pCIPh ligands
against the solid tumors cells. In addition, these compounds presented low cytotoxicity
against Vero (green monkey kidney) non-malignant cells. However, no difference in the
activity was observed for complexes (4-5 and 7-8) against MCF-7 cells when the cells were
cultured in monolayer (2D) or in the three-dimensional soft-agar (3D) models.

Although complexes (4-5) do not show selectivity against MCF-7 cells cultured in the
3D model, the cytotoxic properties and the electrochemical behavior of cobalt(I11) complexes
with hydrazones make them potentially suitable to be used as bioreductible pro-drugs. In this
way, the investigation of the cytotoxic effects of these compounds against other solid tumor
cell lines in hypoxia chamber is of utmost relevance.

Considering the need to understand the other bioactivities of potential antineoplastics
drug candidates, an evaluation of the antimicrobial effects of the cobalt(l1l) complexes under
study was carried out. Overall the complexes with thiosemicarbazones showed higher activity
against Gram-positive bacteria than those with hydrazones. The hydrazone complexes
showed antifungal activity against Candida genus’ fungi.

Both rhenium(l) and cobalt(lll) complexes were able to suppress humam serum

albumin (HSA) fluorescence with formation of a 1:1 metal complex-HSA system. The



interaction occurs by means of a static mechanism, suggesting that the complexes could be
transported by this protein which has several physiological functions in the organism.

Thus, coordination of rhenium(l) and cobalt(111) to cytotoxic Schiff base ligands, such
as hydrazones and thiosemicarbazones, revealed to be an interesting strategy for the planning
of new antitumor metallopharmaceutical candidates. The present work constitutes an

important contribution to Inorganic Medicinal Chemistry.

Keywords: Schiff bases, metallopharmaceuticals, cytotoxic activity, hypoxia.
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Capitulo 1 Introducéo
1.1 Quimica Medicinal Inorganica

A Quimica Medicinal Inorgéanica dedica-se a busca por complexos metélicos com
propriedades farmacoldgicas para serem utilizados na terapia e diagndstico. Constitui
igualmente area de interesse o planejamento de ligantes para metalofarmacos ou que ajam por
meio da coordenaco a metais de sitios ativos de enzimas envolvidas em patologias.*

Muitos metais desempenham papéis cruciais em processos bioldgicos, uma vez que
interagem com biomoléculas tais como proteinas e &cido desoxirribonucleico (ADN), formando
compostos de coordenacdo estaveis. Além disso, os mesmos podem exercer funcgdo estrutural,
transportar oxigénio e elétrons, e catalisar reacGes de oxirreducdo. Um exemplo seria o ferro
presente na hemoglobina, proteina responsavel pela absor¢do e transporte de oxigénio
molecular (O2) no sangue.? Devido a importancia dos metais no funcionamento dos sistemas
biolbgicos surgiu o interesse do uso dos mesmos como medicamentos.

Os metais tém sido utilizados na medicina ha cerca de 5000 anos no tratamento e
prevencdo de doencas. Por exemplo, ouro (China e Arabia) e ferro (Egito) eram utilizados na
fabricacdo de medicamentos e o cobre era utilizado pelos egipcios na esterilizagio da agua.®
No fim do século XIX foi descoberto que o sal dicianoaurato(l) de potassio (K[Au(CN).])
apresentava efeito citotdxico contra o bacilo da tuberculose e desde entdo, varios sais de ouro
foram amplamente utilizados para o tratamento da tuberculose, inflamacdo e artrite
reumatoide.* No inicio do século XX, Paul Ehrlich utilizou complexos de arsénio para o
tratamento de sifilis e introduziu as primeiras ideias sobre relacdes estrutura-atividade para
esses compostos.? Os trabalhos realizados por Paul Ehrlich, considerado o pai da
Quimioterapia, e Alfred Werner, considerado o pai da Quimica de Coordenacdo, favoreceram
o desenvolvimento da Quimica Medicinal Inorgénica.

A Quimica Medicinal Inorgéanica teve grande impulso em 1965 com a descoberta, por
Barnett Rosemberg e  colaboradores, das  propriedades  antitumorais  do
cis(diaminodicloro)platina(ll), conhecido como cisplatina (Figura 1.1 A).® Essa descoberta
impulsionou a busca pelo desenvolvimento de novos farmacos a base de metais. Alguns
exemplos de compostos em uso clinico para a terapia incluem compostos de litio (carbonato de

litio, antidepressivo), ferro (nitroprussiato de sodio, vasodilatador, Figura 1.1 B) e galio (nitrato

1 H. Beraldo, Cienc. Cult. 63 (2011) 29.

2 C. Orvig, M. J. Abrams, Chem. Rev. 99 (1999) 2201.

3 H. Beraldo, Cadernos Tematicos de Quimica Nova na Escola 6 (2005) 4.

4 A. M. C. Benite, S. P. Machado, E. J. Barreiro, Revista Eletronica de Farméacia IV-2 (2007) 131.
5 K. H. Thompson, C. Orvig, Science 300 (2003) 936.
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de gélio, tratamento de hipercalcemia dos processos malignos).®® A auranofina por exemplo
(Figura 1.1 C) foi aprovada pela FDA (Food and drug administration) em 1985 para 0 uso

clinico no tratamento de artrite reumatoide.®
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Figura 1.1 Representac&o estrutural dos compostos: cisplatina (A), nitroprussiato de sodio (B),

auranofina (C), carboplatina (D) e oxaliplatina (E).>**

A eficiéncia da cisplatina principalmente no tratamento de cénceres de ovario e
testiculo, bem como os diversos efeitos colaterais associados ao uso desse medicamento,
impulsionaram a busca pelo desenvolvimento de outros complexos a base de platina(ll)
conhecidos como carboplatina [cis-diamino-(1,1-ciclobutanocarboxilato)platina(ll)] (Figura
1.1 D) e oxaliplatina [1,2-ciclohexanodiamino-(oxalato)platina(ll)] (Figura 1.1 E), atualmente
em uso clinico para diversos tipos de canceres.%!

Atualmente, o grande problema na busca de compostos com atividade antitumoral para
0 uso clinico tem sido a baixa seletividade dos mesmos em relacao as células tumorais. Sendo
assim, torna-se interessante a escolha de metais e ligantes adequados visando direcionar o
composto para o local desejado, aumentando o indice terapéutico e evitando danos as celulas

sadias.

6 S. M. Cohen, Curr. Opin. Chem. Biol. 11 (2007) 115.

" C. X. Zhang, S. J. Lippard, Curr. Opin. Chem. Biol. 7 (2003) 481.

8 C. R. Chitambar, Curr. Opin. Oncol. 16 (2004) 547.

°S. L. Queiroz, A. A. Batista, Quim. Nova 19 (1996) 651.

10 K. R. Harrap, Cancer Res. 55 (1995) 2761.

115, J. Berners-Price, L. Ronconi, P. J. Sadler, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 49 (2006) 65.
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1.2 Farmacos e metalofarmacos biorredutiveis para o tratamento do cancer

O céncer é um conjunto de doengas causadas pela multiplicacdo descontrolada de
células anormais que invadem os tecidos e 6rgédos, podendo espalhar-se para outras regides do
corpo caracterizando a metéastase.*®> O crescimento desordenado das células pode levar a
formacdo de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas, 0s quais podem
ser divididos em tumores solidos (ex.: carcinomas e sarcomas) ou tumores nao sélidos (ex.:
leucemias e linfomas). Os diferentes tipos de cancer estdo relacionados aos varios tipos de
células do corpo. O carcinoma, por exemplo, é desenvolvido a partir de células epiteliais como
pele ou mucosas. O sarcoma se inicia em tecidos conjuntivos como 0sso, musculo ou
cartilagem. A leucemia é uma doenga dos glébulos brancos cuja principal caracteristica é o
acumulo de células jovens anormais na medula dssea. Os linfomas sdo canceres que se
desenvolvem nos ganglios linfaticos (linfonodos), estruturas responsaveis pelo combate as
infecces. 1213

O céncer € um dos principais alvos de pesquisas em Quimica Medicinal e Quimica
Medicinal Inorganica, em funcdo da baixa especificidade dos agentes terapéuticos em uso
clinico e baixa eficacia dos tratamentos tradicionais disponiveis (cirurgia, radioterapia e
quimioterapia) gerando uma alta taxa de mortalidade. Com base nas informagdes do projeto
Globocan/larc, em relagéo a estimativa mundial realizada em 2012, foram previstos 14 milhdes
de novos casos de cancer e 8 milhdes de 6bitos. Registros mostraram que 60 % dos novos casos
e 70 % da mortalidade ocorreram em paises em desenvolvimento. Os tipos de cancer mais
incidentes no mundo foram pulmao (1,8 milh&o), mama (1,7 milh&o), intestino (1,4 milh&o) e
préstata (1,1 milhdo). A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de
cerca de 600 mil casos novos de cancer dos quais canceres de pele ndo melanoma, préstata e
mama serdo os mais frequentes.*?

A quimioterapia ¢ um dos métodos mais utilizados no tratamento de cancer. A
quimioterapia envolve o uso de farmacos cuja funcdo é matar ou diminuir a proliferacdo das
células neoplasicas.’® A baixa especificidade dos agentes quimioterapicos, que atingem tanto
células malignas quanto células normais, tem sido responsavel pela geracdo de diversos efeitos

colaterais nos pacientes em tratamento. Além disso, 0 sucesso dos agentes quimioterapicos tem

12 INCA, Instituto Nacional do Cancer. Disponivel em www.inca.gov.br. Acessado em 10 de janeiro de 2017.
183V, L. de Almeida, A. Leitdo, L. C. B. Reina, C. A. Montanari, C. L. Donnici, M. T. P. Lopes, Quim. Nova 28
(2005) 118.
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sido limitado pelos mecanismos de resisténcia criados pelas células que compdem o tumor.141°
Sendo assim, a busca por novos farmacos mais efetivos e seletivos tem sido alvo de pesquisas
cientificas no mundo todo.

O uso de quimioterapicos iniciou-se em 1940 com compostos conhecidos como
mostardas de nitrogénio (N-mostardas). A partir de entdo um grande nimero de compostos
anticancer tem sido desenvolvido. A interacdo com ADN é um dos principais modos de acdo
dos farmacos em uso clinico. Os farmacos se subdividem nos seguintes grupos de acordo com
o0 modo de interacdo com o ADN: agentes de ligacBGes cruzadas, alquilantes, intercalantes,
inibidores de topoisomerase, entre outros. Dentre os farmacos que interagem com o ADN por
meio de ligagdes cruzadas entre duas fitas complementares (ligagdes interfitas) os grupos mais
importantes sdo os complexos de platina (carboplatina, cisplatina e oxaliplatina) e N-mostardas
(ciclofosfamida e ifosfamida).'*1°

Os tumores solidos séo caracterizados pela baixa concentracdo de oxigénio gerando um
ambiente mais redutor em comparagdo com os tecidos normais. A estrutura do tumor é
constituida por células neoplasicas (que ocupam metade do volume do tumor), vasos
sanguineos e o intersticio (matriz que separa as células neoplasicas e a vascularizagdo). A
compressao de vasos sanguineos em decorréncia do crescimento tumoral ocasiona regides com
diferentes concentracfes de oxigénio: camada externa composta por células oxigenadas (2 a 9
% de Oy), regido intermediaria (hipdxia, < 2 % de O2) e o0 nucleo da célula caracterizado por
células em necrose (andxia, < 0,02 % de 0).17-%

Hipdxia em tumores sélidos tem sido relacionada ao insucesso da quimioterapia e
radioterapia. No que diz respeito a quimioterapia, um dos fatores é a baixa vascularizacéo
(formacdo de vasos sanguineos) dessas regides, dificultando o transporte do farmaco para a
regido tumoral. Além disso, a divisdo celular ocorre de maneira lenta em regido de hipoxia,
diminuindo a eficécia dos quimioterapicos que atuam no ciclo de divisao celular tal como a

cisplatina. A baixa concentracao de oxigénio também limita a eficacia da radioterapia, uma vez

14 C. Holohan, S. V. Schaeybroeck, D. B. Longley, P. G. Johnston, Nat. Rev. Cancer 13 (2013) 714.

15 p, Heffeter, U. Jungwirth, M. Jakupec, C. Hartinger, M. Galanski, L. Elbling, M. Micksche, B. Keppler, W.
Berger, Drug Resist. Updates 11 (2008) 1.

16 S, Nussbaumer, P. Bonnabry, J. Veuthey, S. Fleury-Souverain, Talanta 85 (2011) 2265.

TE. T. Souza, P. J. S. Maia, E. M. Azevedo, C. R. Kaiser, J. A. L. C. Rezende, C. B. Pinheiro, T. A. Heinrich, R.
S. da Silva, M. Scarpellini, J. Inorg. Biochem. 105 (2011) 1767.

18F, L. S. Bustamante, E. T. Souza, M. Lanznaster, M. Scarpellini, Rev. Virtual Quim. 1 (2009) 138.

9B, J. Kim, T. W. Hambley, N. S Bryce, Chem Sci. 2 (2011) 2135.

20 R, B. Oliveira, R. J. Alves, Quim. Nova 25 (2002) 976.
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que a mesma funciona por meio da geracdo de radicais superoxido (O2™), peroxila (ROO") e
hidroxila (HO") responsaveis pela degradacio e desativacdo de moléculas essenciais.!8

Apesar de a hipoxia ser considerada um problema na terapia do cancer, esta pode ser
explorada como alvo terapéutico uma vez que diferencia tecidos cancerosos de tecidos sadios.
Pesquisas recentes tém sido direcionadas para o desenvolvimento de drogas biorredutiveis que
sdo seletivamente ativadas em tecidos hipdxicos (Pro-Drogas Ativadas por Hipoxia -
PDAHS).222* A ideia principal é que essas PDAHs se comportem como compostos inertes,
capazes de passar intactos atraves do corpo até atingir as areas de hipoxia, onde serdo reduzidos
para tornar-se altamente citotoxicos. Essa reducdo podera ocorrer por nitro-redutases celulares
no interior dos tumores e, assim, matar o tumor de dentro para fora.?®> Agentes biorredutiveis
conhecidos na literatura compreendem quinonas, N-Oxidos aromaéticos e alifaticos,
nitroimidazoéis, mostardas nitroarématicas (Figura 1.2) e alguns complexos metalicos.2%?223

Agentes citotoxicos seletivos para células em hipoxia tais como a mitomicina C (Figura
1.2 A), metronidazol (Figura 1.2 B) e misonidazol (Figura 1.2 C) tém sido utilizados em
quimioterapia no tratamento de tumores sélidos. Os compostos tirapazamina (1,4-di-N-6xido-
3-amino-1,2,4-benzotriazida, Figura 1.2 D) e mostardas nitroaromaticas (Figuras 1.2 E e F)
também tém sido estudados como farmacos biorredutiveis e encontram-se em fase final de
triagem clinica. A ativacdo redutiva desses compostos resulta na formacdo de espécies
intermedidarias altamente citotdxicas cujo o mecanismo de a¢do envolve algum tipo de interagédo
(ligagBes interfitas, dano ou quebra da dupla hélice) com o ADN.?°

Além de compostos organicos, complexos metalicos também podem atuar como
PDAHSs. A estratégia consiste na coordenacdo de farmacos ja conhecidos a centros metéalicos,
permitindo que substancias antes rejeitadas para uso devido a elevada toxicidade voltem a ser
utilizadas, j& que é possivel um maior direcionamento.

Complexos de platina(1V), ruténio(l11), cobre(ll), ferro(l11) e cobalto(l11), por exemplo,
tém sido utilizados como pré-drogas biorredutiveis para direcionar o ligante biologicamente
ativo para 0 ambiente redutor do tumor sélido por meio da reducgdo Pt"V/Pt", Ru""/Ru", Cu''/Cu',
FeIII/FeII e CO”I/COH.23

21 B, A. Teicher, Cancer Metastasis Rev. 13 (1994) 139.

22\W. R. Wilson, M. P. Hay, Nat. Rev. Cancer 11 (2011) 393.

23 N. Graf, S. J. Lippard, Adv. Drug Deliv. Ver. 64 (2012) 993.

24 \W. A. Denny, Eur. J. Med. Chem. 36 (2001) 577.

B E. T. Souza, L. C. Castro, F. A. V. Castro, L. C. Visentin, C. B. Pinheiro, M. D. Pereira, S. P. Machado, M.
Scarpellini, J. Inorg. Biochem. 103 (2009) 1355.
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Figura 1.2 Classes de agentes biorredutiveis: quinonas (A), nitroimidazois (B, C), N-6xidos (D) e
nitro compostos contendo nitrogénio mostarda (E, F).%°

Cisplatina, normalmente em combinacdo com outros farmacos, tem sido utilizada em
um de cada dois pacientes com cancer e tem tido resultado na cura de 90 % de céancer de
testiculo e alta atividade contra carcinomas de ovério, cervical, bexiga, cabeca e pescogo.
Efeitos colaterais causadas por esse farmaco, bem como sua atividade frente a outros tipos de
tumores podem ser diminuidos/melhorados usando pré-drogas com platina no seu estado de
oxidacio mais inerte, platina(1V).?

A mitaplatina por exemplo, um complexo de geometria octaédrica, quando reduzida
perde seus ligantes axiais, resultando num complexo de geometria quadratica plana, cisplatina
(Figura 1.3 A). A atividade antitumoral da mitaplatina é similar a cisplatina e maior comparada
a outros complexos de platina(1V) tais como tetraplatina, satraplatina e iproplatina (Figuras 1.3
B-D), os quais foram selecionados para triagem clinica e, no entanto, apresentaram menor

atividade e maiores efeitos colaterais em relacdo a cisplatina.

2% E. Reisner, V. B. Arion, B. K. Keppler, A. J. L. Pombeiro, Inorg. Chim. Acta 361 (2008) 1569.
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Figura 1.3 Complexos de platina(IV) e ruténio(l11) como PDAHSs. Esquema de reducéo
da mitaplatina (A). Estrutura dos compostos tetraplatina (B),
satraplatina (C), iproplatina (D), Nami-A (E) e KP1019 (F).?2%"%8

Os complexos de ruténio(lll) mais promissores como candidatos a farmacos sdo 0s
octaédricos contendo ligantes axiais N-heterociclicos tais como (Hzim)-[trans-
Ru"'Cls(Him)(Sdmso)] (Nami-A, Him = imidazol, S-dmso = dmso ligado por S) e
(Hzind)[transRu"'Cls(Hind)2] (KP1019, Hind = indazol) (Figuras 1.3 E e F), os quais
encontram-se em fase clinica Il. Nami-A é o complexo de ruténio(lll) mais estudado por sua
atividade antigiogénica e sua habilidade de prevenir a formagdo de metéstase, em particular
para cancer de pulmao.?”? KP1019 possui atividade citotoxica principalmente frente a tumores

colorretal. Nami-A e KP1019 séo pré-drogas biorredutiveis que sdo ativadas apos a formacao

27 M. Oszajca, G. Collet, G. Stochel, C. Kieda, M. Brindell, BioMetals 29 (2016) 1035.
28 G. K, Gransbury, P. Kappen, C. J. Glover, J. N. Hughes, A. Levina, P. A. Lay, I. F. Musgrave, H. H. Harris,
Metallomics 8 (2016) 762.
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de complexos de ruténio(ll) como espécies ativas. O mecanismo de agdo desses compostos esta
relacionado com a troca de ligantes na posicéo equatorial e interagdes com proteinas.?

O modo de acdo de complexos de ruténio(lll) diferencia dos complexos de platina(lV)
uma vez que 0S primeiros mantém a geometria octaédrica apds a reducdo a ruténio(ll).
Complexos de ruténio geralmente apresentam menor efeito colateral em relacdo a farmacos a
base de platina e sdo conhecidos por exibirem atividade em células resistentes ou ndo-sensiveis

a cisplatina.?®

1.3 Complexos de cobalto(lll) como candidatos a metalofarmacos antitumorais:
estratégia de reducdo do cobalto(l11) a cobalto(ll) para vetorizar o ligante para o tumor
em condicdes de hipoxia

Os nameros de oxidacdo mais comuns para cobalto sdo +2 e +3. Sais de cobalto(l11) sdo
menos comuns do que sais de cobalto(ll). Por outro lado, existem mais complexos de
coordenacdo com cobalto(lll), especialmente com ligantes N-doadores. Complexos de
cobalto(111) normalmente sdo obtidos por métodos indiretos, ou seja, o ligante é adicionado em
uma solucao de um sal apropriado de cobalto(11) e o complexo de cobalto(l1) formado € oxidado
por um oxidante conveniente tal como oxigénio molecular. Geralmente, a maioria dos
complexos de cobalto(l11) sdo de baixo spin, configuracéo t¢° e octaédricos.®” A estabilidade
desses complexos € devido a alta energia de estabilizacdo do campo cristalino associada com a
configuragao tzq’.

Levando em consideracdo a baixa capacidade oxidante de células em condicBes de
hipoxia, compostos com caracteristicas redox, tais como complexos de cobalto(l11), tém sido
investigados como potenciais PDAHSs.?%-32 O principio geral consiste na reducdo do cobalto(l11)
(inerte) para cobalto(11) (labil) e consequente liberagdo seletiva do farmaco.

Uma série de complexos de cobalto(l11) com ligantes bidentados contendo nitrogénio
mostarda tais como N,N’-bis(2-cloroetil)-etilenodiamino (BCE) e N,N-bis(2-cloroetil)-
etilenodiamino (DCE) (Figuras 1.4 A e B) tiveram sua atividade citotoxica testada in vitro
contra linhagens celulares de fibroblastos AA8 e UV4 (células derivadas de ovario de hamster

chinés) em condic@es aerobias e de hipoxia. Os resultados mostraram que alguns dos complexos

29T, W. Failes, C. Culliname, C. I. Diakos, N. Yamamoto, J. G. Lyons, T. W. Hambley, Chem. Eur. J. 13 (2007)
2974.

30T, W. Failes, T. W. Hambley, Dalton Trans. (2006) 1895.

31 D. C. Ware, W. R. Wilson, W. A. Denny, C. E. F. Rickard, J. Chem. Soc., Chem. Commun. (1991) 1171.

32D, C. Ware, P. J. Brothers, G. R. Clark, W. A. Denny, B. D. Palmer, W. R. Wilson, J. Chem. Soc., Dalton Trans.
(2000) 925.
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foram menos citotoxicos frente a células aerdbicas e igualmente citotoxicos frente a células em
hipoxia, em relagdo aos ligantes livres, sugerindo que os compostos seriam seletivamente

ativados por hipoxia e que a citotoxicidade dos mesmos seria devida a liberacio do ligante.®

(A) ©

R =H, Me, Et, Pr

(B) (D)

\io-\\“\\\o cl

R = H, Me, Et, Pr

Rl? R2 =H ou COOH

Figura 1.4 Complexos de cobalto(l11) investigados como potenciais PDAH’s:
[Co(R-acac)2(BCE)]CIO4 (A), [Co(R-acac)(DCE)]CIO4 (B), [Co(mmst) TPA]CIO4-4H,0 (C)
e [Co(c343haH)(TPA)(COOH),](ClOy) (D).%8:33%

Complexos de cobalto(l11) contendo o ligante tripodal tris(metilpiridil)amina (TPA) e o
inibidor de metaloproteinase de matriz “marimastat” (mmstH> = N-[2,2-dimetil-1-
(metilcarbamoil)propil]-2-[hidroxi(hidroxicarbamoil)metil]-4-metil-pentanamida) (Figura 1.4
C) foram testados in vitro contra células de cancer de ovario humano A2780.2° Antes da reducéo
o complexo exibe baixa citotoxicidade contra células A2780, indicando a estabilidade do
mesmo em solugdo. Ensaios in vivo revelaram que tanto o complexo quanto o ligante
marimastat livre inibem o crescimento do tumor. Além disso, os potenciais de reducdo dos

complexos séo adequados para que sejam ativados por biorredugdo em condi¢des de hipdxia.

33 D. C. Ware, B. D. Palmer, W. R. Wilson, W. A. Denny, J. Med. Chem. 36 (1993) 1839.
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Complexos de cobalto(l1l) contendo ligantes citotdxicos que se tornam fluorescentes
quando liberados em regido de hipdxia também tém sido estudados. Além do direcionamento
do farmaco para o alvo especifico por meio da reducdo, essa estratégia permite monitorar o
momento e o lugar no qual o fluoréforo (agente citotoxico) sera liberado.®* Com base nesse
principio, complexos de cobalto(l11) contendo os ligantes TPA e cumarina c343haH> (Figura
1.4 D) foram testados contra células de carcinoma colorretal humano DLD-1 cultivadas nos
modelos monocamada e tridimensional. A complexacgéo ao ion cobalto(l11) ndo afetou atividade
citotoxica da cumarina c343haH: frente a células de DLD-1 cultivadas em monocamada. Por
outro lado, células DLD-1 (modelo 3D) tratadas com os complexos exibiram fluorescéncia,
indicando a entrega do ligante fluorescente a célula tumoral bem como a seletividade desses
complexos para regido de hipoxia.®

Tem sido relatado na literatura que a fluorescéncia de alguns compostos é suprimida
ap6s coordenagdo ao cobalto.®® A fluorescéncia do complexo [Co(c343haH)tpa](CIO4)2, por
exemplo, é suprimida cerca de 98-99 % em relacdo a cumarina c343haH: livre. A ativacao por
redutores celulares foi investigada por meio da obtencdo de espectros de emissdo de
fluorescéncia dos complexos tratados com o redutor bioldgico acido ascérbico em solucdes
oxigenadas e desoxigenadas. A liberagdo da cumarina foi evidenciada pelo aumento da
intensidade de fluorescéncia, sendo este mais acentuado em solugfes desoxigenadas, de acordo

com 0 mecanismo proposto via reducio de cobalto(l11) para cobalto(l1).3

1.4 Complexos de rénio(l) como candidatos a metalofdrmacos e radiometalofarmacos
antitumorais

O rénio, juntamente com 0 manganés e o tecnécio, pertence ao Grupo 7 da tabela
periddica. O elemento rénio (Z = 75, configuracdo eletrénica [Xe]4f*5d°6s?) é um metal
extremamente raro, com abundancia terrestre de 7 x 10 % (0,0007 ppm), que normalmente
encontra-se associado ao molibdénio. Rénio € um metal que possui alta resisténcia a corroséo
e possui alta capacidade refrataria. No entanto, apresenta pouca aplicacao devido a sua escassez
e elevado custo.¥

Ao contréario do tecnécio, um elemento artificial cujo nimero atdmico depende do

isétopo produzido, o rénio possui dois is6topos de ocorréncia natural cujas proporcdes relativas

34T, W. Hambley, Dalton Trans. (2007) 4929.

3 N. Yamamoto, A. K. Renfrew, B. J. Kim, N. S. Bryce, T. W. Hambley, J. Med. Chem. 55 (2012) 11013.

%6 M. D. Hall, T. W. Failes, N. Yamamoto, T. W. Hambley, Dalton Trans. (2007) 3983.

3N. N. Greenwood, A. Earnshaw, Chemistry of the Elements, 2nd ed., U. K.: Butterworth-Heinemann, 1998.
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em amostras terrestres sdo de 37,40 % !%°Re e 62,60 % 8’Re. Sdo conhecidos complexos de
rénio onde o metal adota estados de oxidagéo variando de 0 (d®) a +7 (d°) sendo que para os
estados de oxidacio maiores (+3 a +7) os complexos fluoro e oxo-rénio sio predominantes.®’

Rénio € um dos metais que mostram propriedades nucleares de decaimento adequadas
para aplicacdes em radioterapia. Os is6topos radioativos (emissores de particulas ionizantes
) de interesse em medicina nuclear sdo %Re (meia-vida de 90 horas) e ®Re (meia-vida de 17
horas).%®

Complexos organometalicos contendo o grupo fac-[M(CO)3]" (M = Tc e Re) tém sido
largamente estudados objetivando o desenvolvimento de radiofarmacos para diagndstico e
tratamento do cancer.®® Complexos tricarbonilrénio(l) contendo o grupo 2-(dimetilamino)etoxi,
[Re(n*-MezNCH2CH,0)(CO)3(u-OH)Re(m2-Me2NCH2CH,0)(CO)3] (Figura 1.5 A) e [Res(Hs-
OH)(u-OH)2(u-OCH2CH2NMe2H)(CO)q] (Figura 1.5 B), mostraram-se ativos contra células
leucémicas e de tumores solidos sendo estes, porém, mais seletivos em relagdo ao crescimento
de tumores solidos.*® Além disso, todos os compostos testados foram inativos contra células
ndo-cancerigenas de fibroblastos humanos (RMPI-1788). Complexos tricarbonilrénio(l) com
bis(difenilfosfinometil)aminas (Figura 1.5 C) também apresentaram atividade significativa
contra células de carcinoma mamario (MCF-7) e uterino (HeLa-S%).*

Na literatura existem diversos trabalhos de sintese e caracterizacdo de complexos de
rénio(l) com bases de Schiff.*>° No entanto, a atividade antitumoral desses compostos tem
sido pouco explorada. Complexos tricarbonilrénio(l) com salicilaldeido semicarbazonas N,N-
disubstituidas (Figura 1.5 D) exibiram atividade altamente citotdxica contra células de leucemia
linfobléstica aguda (MOLT-4) e foram ndo-citotoxicos contra células sadias de fibroblastos

humano.*®

38 J. Dilworth, S. Parrott, Chem. Soc. Rev. 27 (1998) 43.

39 U. Abram, R. Alberto, J. Braz. Chem. Soc. 17 (2006) 1486.

4W. Wang, Y. K. Yan, T. S. A. Hor, J. J. Vittal, J. R. Wheaton, |. H. Hall, Polyhedron 21 (2002) 1991.

4], Zhang, J. J. Vittal, W. Henderson, J. R. Wheaton, I. H. Hall, T. S. A. Hor, Y. K. Yan, J. Organomet. Chem.
650 (2002) 123.

42 R, Carballo, J. S. Casas. E. Garcia-Martinez, G. Pereiras-Gabian, A. Sanchez, J. Sordo, E. M. Vazquez-Ld6pez,
Inorg. Chem. 42 (2003) 6395.

4 R. Carballo, J. S. Casas. E. Garcia-Martinez, G. Pereiras-Gabian, A. Sanchez, J. Sordo, E. M. Vazquez-L6pez,
J. C. Garcia-Monteagudo, U. Abram, J. Organomet. Chem. 656 (2002) 1.

4 A. R. Cowley, J. R. Dilworth, P. S. Donnely, J. Woollard-Shore, Dalton Trans. (2003) 748.

4 P, Barbazan, R. Carballo, I. Prieto, M. Turnes, E. M. Vazquez-Lépez, J. Organomet. Chem. 694 (2009) 3102.
4 ]. Grewe, A. Hagenbach, B. Stromburg, R. Alberto, E. Vazquez-Lopez, U. Abram, Z. Anorg. Allg. Chem. 629
(2003) 303.

47 A. Nufiez-Montenegro, R. Carballo, E. M. Vazquez-Lo6pez, Polyhedron 27 (2008) 2867.

4 G. Pereiras-Garbian, E. M. Vazquez-L6pez, U. Abram, Z. Anorg. Allg. Chem. 630 (2004) 1665.

49 1. G. Santos, U. Abram, R. Alberto, E. V. Lopes, A. Sanchez, Inorg. Chem. 43 (2004) 1834.

%0 J. Ho, W. Y. Lee, K. J. T. Koh, P. P. F. Lee, Y. Yan, J. Inorg. Biochem. 119 (2013) 10.
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Figura 1.5 Complexos tricarbonilrénio(l) (A-D, G) e oxo-rénio(V) (E-F).40:41:50-52.55

Complexos de oxo-rénio(V) com diversas tiossemicarbazonas S,N,S- e N,N,S-

tridentadas, de composicdo geral [ReOCI(L)] (Figuras 1.5 E e F) provocaram uma reducéo
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notavel no crescimento de células de cancer de mama (MCF-7 ) em experimentos in vitro.>1>?
Complexos de oxo-rénio(\VV) com outros ligantes tridentados também foram ativos contra
células de hepatoma de rato (MG-22A).53

Complexos de rénio(l) e tecnecio(l) sdo muito similares em termos de caracteristicas
fisicas tais como tamanho, lipofilicidade, entre outras.®® Devido a essa semelhanca, complexos
de rénio(l) frios (ndo-radioativos) contendo o grupo fac-[Re(CO)s]" tém sido utilizados como
modelos de analogos de tecnécio.>**

Complexos organometalicos contendo o grupo fac-[M(CO)s]* (M = ®™Tc e Re) e
ligantes N,S,0-doadores derivados de cisteamina (Figura 1.5 G) foram testados biologicamente
e os resultados indicaram que o complexo de **™Tc (2a) poderia ser utilizado no diagnostico de

melanoma.®®

1.5 Radiofarmacos para o tratamento do cancer

Radiofarmacos sdo farmacos contendo nucleos radioativos (radioisétopos ou
radionuclideos) utilizados em Medicina Nuclear como agentes de imagem para diagndstico e,
em menor extensdo, para o tratamento de patologias e disfungbes do organismo humano,
particularmente no tratamento de tumores radio-sensiveis.>® Radiofarmacos séo constituidos
por duas partes: uma estrutura molecular que determina o destino do radiofarmaco dentro do
organismo (farmacocinética e farmacodinamica) e um nucleo radioativo responsavel pelo sinal
detectavel fora do organismo para subsequente visualizagdo por métodos de medicina nuclear.®’
A Quimica Inorganica possui um papel importante no desenvolvimento de radiofarmacos, uma
vez que a maioria dos radionuclideos utilizados em medicina nuclear sdo metalicos.

Radiofarmacos utilizados para diagnéstico sdo farmacos contendo radionuclideos
emissores de particulas positron (B* ou e*) ou radiacdo eletromagnética gama (y), que possuem
baixo poder de ionizacdo quando comparadas as radiacdes particuladas [elétrons Auger e
particulas alfa (o) e beta (37)] emitidas pelo nicleo de atomos radioativos. A partir da emissdo

de radiacBes y e B* é possivel gerar uma imagem da distribuicdo do radiofarmaco in vivo e obter

51 P, 1. S. Maia, H. H. Nguyen, A. Hagenbach, S. Bergemann, R. Gust, V. M. Deflon, U. Abram, Dalton Trans. 42
(2013) 5111.

52 H. H. Nguyen, J. J. Jegathesh, P. I. S. Maia, V. M. Deflon, R. Gust, S. Bergemann, U. Abram, Inorg. Chem. 48
(2009) 9356.

531, Segal, A. Zablotskaya, T. Kniess, I. Shestakova, Chem. Heterocycl. Compd. 48 (2012) 296.

%S, L. Binkley, N. V. Barone, A. C. Underwood, A. Milsted, B. R. Franklin, R. S. Herrick, C. J. Ziegler, J. Inorg.
Biochem. 104 (2010) 632.

%5 C. Moura, L. Gano, I. C. Santso, I. Santos, A. Paulo, Eur. J. Inorg. Chem (2011) 5405.

% E. B. Aradjo, Cadernos tematicos de Quimica Nova na Escola 6 (2005) 31.

57 W. Wadsak, M. Mitterhauser, Eur. J. Radiol. 73 (2010) 461.
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informagdes bioquimicas e fisioldgicas dos tecidos alvos. O menor poder de ionizagdo dessas
radiacGes minimiza a dose de radiacéo absorvida pelo paciente.>®

Os radionuclideos utilizados para obtencdo de imagens para diagnostico devem emitir
fotons com energia maior que 80 KeV. Radionuclideos que sofrem decaimento a partir de
emissdo de radiacdes y e B* possuem um tempo de meia-vida (t12) relativamente curto (menos
de um dia) porém suficientemente longo para sintetizar o radiofarmaco, injeta-lo no paciente e
obter a imagem utilizando a técnica adequada, Tomografia Computadorizado por Emissao de
Foton Unico (SPECT - Single Photon Emission Computer Tomography) ou Tomografia por
Emissédo de Positron (PET - Positron Emission Tomography). O tipo do instrumento escolhido
para obtencdo de imagens depende da faixa de energia emitida pelo radionuclideo utilizado no
tratamento. SPECT e PET séo utilizadas para tomografia de tecidos marcados com emissores
de raios y [Ex.: ®¥MTc (tiz2 = 6 h), 21 (ty2 = 13 h) e 29Tl (t12 = 73,5 h)] e particulas B* [Ex.: 'C
(t2 = 20 min), BN (ty2 = 10 min) e BF (t2 = 110 min)], respectivamente.>®

Radiofarmacos em uso clinico para SPECT sdo predominantemente compostos de
tecnécio-99m (%**™MTc).3 Um exemplo de radiofarmaco utilizado para diagnostico é o complexo
de tecnécio(l) conhecido como cardiolite (Figura 1.6 A). Cardiolite é utilizado clinicamente
como agente de imagem para avaliagdo da integridade do miocardio em pacientes com suspeita
de infarto.%° Complexos de **™Tc também s3o utilizados para obtencéo de imagens de cérebro,
figado, rins e 0ssos. O radiofarmaco MDP-**"Tc (MDP = 4cido metileno difosfonico) (Figura
1.6 B) por exemplo, é utilizado para identificacdo de metdstase em pacientes com cancer nos
0ss0s.%8

Para fins terapéuticos, sdo utilizados farmacos contendo radionuclideos emissores de
radiacGes ionizantes (elétrons Auger, particulas o ou ) que entregam uma dose de radiacdo
citotoxica capaz de destruir o tecido alvo.® Os radionuclideos utilizados em terapia possuem
tempo de meia-vida na faixa de 1 a 10 dias.>® Radiofarmacos com ntcleos radioativos emissores
de particulas-p~como por exemplo 3, 89Sy, 153Sm, 185Re ¢ 188Re sf0 utilizados para terapia do
cancer.®! Os radiofarmacos HEDP-1%Re e HEDP-'®Re (HEDP = hidroxietilideno difosfonato)
sdo utilizados clinicamente no tratamento de metéstase 6ssea (Figura 1.6 C).2 HEDP-!%Re

encontra-se em fase clinica-I/11 para o tratamento de cancer de prostata.®

%8 p Blower, Dalton Trans. (2006) 1705.

%93, Jurisson, D. Berning, W. Jia, D. Ma, Chem. Rev. 93 (1993) 1137.

603, S. Jurisson, J. D. Lydon, Chem. Rev. 99 (1999) 2205.

61 W. A. Volkert, T. J. Hoffman, Chem. Rev. 99 (1999) 2269.

62 K. Liepe, J. Kotzerke, Nucl. Med. Commun. 28 (2007) 623.

8 A. M. Denis-Bacelar, S. J. Chittenden, D. P. Dearnaley, A. Divoli, J. M. O’Sullivan, V. R. McCready, B.
Johnson, Y. Du, G. D. Flux, Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging (2016). Doi: 10.1007/s00259-016-3543-X.
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Figura 1.6 Estruturas dos radiofarmacos cardiolite (A) e MDP-*"T¢ (B),
e do ligante HEDP (C).38:6062

Sendo assim, complexos de rénio frios e complexos contendo os radionuclideos %/'¢Re
sdo interessantes do ponto de vista do desenvolvimento de novos candidatos a farmacos
antitumorais e radioterapéuticos. Além disso, como ja foi dito, complexos de rénio frios com
atividade citotdxica podem ser utilizados para o estudo de novos complexos de tecnécio com

possivel aplicacdo em medicina diagnostica.

1.6 Bases de Schiff e suas aplica¢des na Quimica Medicinal: ligantes para candidatos a
metalofarmacos antitumorais

Bases de Schiff sdo substancias conhecidas como iminas (ou azometinas) que
apresentam como caracteristica estrutural uma ligacdo dupla entre carbono e nitrogénio
conforme mostrado na Figura 1.7. As bases de Schiff podem ser obtidas por meio da reagéo de
condensacdo entre um aldeido ou cetona com uma amina primaria, como exemplo hidrazidas
ou tiossemicarbazidas, ®*-% normalmente na presenca de um catalisador &cido, conforme
representado na Figura 1.8. Neste trabalho serdo estudados dois derivados iminicos conhecidos

como hidrazonas e tiossemicarbazonas (Figuras 1.7 B e C).

6 H. C. Hang, C. R. Bertozzi, Acc. Chem. Res. 34 (2001) 727.

8 R. P. Tendrio, A. J. S. Gdes, J. G. Lima, A. R. de Faria, A. J. Alves, T. M. de Aquino, Quim. Nova 28 (2005)
1030.

6 J. S. Casas, M. S. Garcia-Tasende, J. Sordo, Coord. Chem. Rev. 209 (2000) 197.
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Figura 1.7 Estrutura geral de iminas (A) e seus derivados: hidrazonas (B) e tiossemicarbazonas (C).

Ri1, R2, Rs e R4 = grupos alquil ou aril.

Rj
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I I
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Cetona Amina Base de Schiff

primaria
Figura 1.8 Representacdo genérica da obtengéo de bases de Schiff.

Ri1, Rz e Rz = grupos alquil ou aril.

1.6.1 Hidrazonas

As propriedades quimicas das hidrazonas tém sido estudadas em muitas areas de
pesquisa devido a sua alta habilidade complexante e suas aplicacfes farmacoldgicas. Estas sao
utilizadas como reagentes analiticos para a determinagdo de cobre em é&guas naturais®’ e
também na agricultura como pesticidas. ® As hidrazonas e seus derivados apresentam
atividades bioldgicas diversas destacando-se as atividades antitumoral,®® antimicrobiana,®®
anti-inflamatdria, * antituberculose, "2 anticonvulsivante,”® analgésica, ”® antiproliferativa, ™

dentre outras.

67.3.J. Pinto, C. Moreno, M. Garcia-Vargas, Anal. Bioanal. Chem. 373 (2002) 844.

8 N. Aggarwal, R. Kumar, C. Srivastva, P. Dureja, J. M. Khurana, J. Agric. Food Chem. 58 (2010) 3056.

8 | Savini, L. Chiasserini, V. Travagli, C. Pellerano, E. Novellino, S. Cosentino, M. B. Pisano, Eur. J. Med. Chem.
39 (2004) 113.

0 G. Kiiglikgiizel, A. Mazi, F. Sahin, S. Oztiirk, J, Stables, Eur. J Med. Chem. 38 (2003) 1005.

"t U. Salgin-Goksen, N. Gokhan-Kelekgi, O. Goktas, Y. Koysal, E. Kilig, S. Isik, G. Aktay, M. Ozalp, Bioorg.
Med. Chem. 15 (2007) 5738.

2F, R. Pavan, P. I. S. Maia, S. R. A. Leite, V. M. Deflon, A. A. Batista, D. N. Sato, S. G. Franzblau, C. Q. F.
Leite, Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 1898.

8 A. R. Todeschini, A. L. P. de Miranda, K. C. M da Silva, S. C Parrini, Eliezer J. Barreiro, Eur. J. Med. Chem.
33 (1998) 189.

P, Vicini, M. Incerti, I. A. Doytchinova, P. La Colla, B. Busonera, R. Loddo, Eur. J. Med. Chem. 41 (2006) 624.
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Compostos derivados de hidrazonas tais como acil hidrazonas (Figura 1.9 A) possuem
um sitio doador adicional, C=0, o que faz com que estes sejam ligantes versateis, possibilitando
a formacio de complexos com varios metais de transicdo.” Além disso, a adicio de um anel
heteroaroméatico nas posicdes R1 ou R. obtendo-se, como por exemplo, os derivados 2-

acetilpiridina (Figura 1.9 B), possibilita a coordenacdo de forma tridentada.

(A) (B) N
R R
! 2 | ~ CH,
| N |
N
~N
NH N
)\ SNH
O R5 )\
0 Rs

Figura 1.9 Estrutura geral de acil hidrazonas (A) e do derivado 2-acetilpiridinahidrazona (B).

Ri1, Rz e Rs = grupos alquil ou aril.

Tendo em vista que a coordenacdo a um centro metalico pode resultar em um aumento
da atividade bioldgica de ligantes tais como hidrazonas, a obtencdo de novos complexos com
esses ligantes tem sido de grande interesse dos pesquisadores.

Complexos de cobalto(l11), cobre(ll), zinco(ll) e niquel(I1) com acil hidrazonas derivadas
de isatina apresentaram atividade significativa contra bactérias Gram-negativas Haemophilus
influenzae. ® A atividade antimicrobiana de hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina e 2-
benzoilpiridina aumentou significativamente apds a coordenagdo aos ions metalicos cobre(11),”’
estanho(1V),”® antim6nio(111)"® e bismuto(111).8°

Hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina e seus complexos de cobre(11)®* mostraram-se
altamente citotoxicos contra as células de glioma U-87 e T-98, com valores de Clso

(concentracédo que inibe 50 % da viabilidade celular) na faixa de 13,8 — 67,6 UM. Os complexos

5P, G. Avaji, C. H. V. Kumar, S. A. Patil, K. N. Shivananda, C. Nagaraju, Eur. J. Med. Chem. 44 (2009) 3552.
6 M. C. Rodriguez-Arglelles, R. Cao, A, M. Garcia-Deibe, C. Pelizzi, J. Sanmartin-Matalobos, F. Zani,
Polyhedron 28 (2009) 2187.

" A. A. R. Despaigne, F. B. da Costa, O. E. Piro, E. E. Castellano, S. R. W. Louro, H. Beraldo, Polyhedron 38
(2012) 285.

8 A. A. R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. Da Costa, N. L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc.
21 (2010) 1247.

E. D. L. Pilg, A. A. Recio-Despaigne, J. G. da Silva, I. P. Ferreira, J. A. Takahashi, H. Beraldo, Polyhedron 97
(2015) 30.

80|, P. Ferreira, E. D. L. Pild, A. A Recio-Despaigne, J. G. Da Silva, J. P. Ramos, L. B. Marques, P. H. D. Prazeres,
J. A. Takahashi, E. M. Souza-Fagundes, W. Rocha, H. Beraldo, Bioorg. Med. Chem. 24 (2016) 2988.

8 A, A. R. Despaigne, J. G. da Silva, P. R. da Costa, R. G. dos Santos, H. Beraldo, Molecules 19 (2014) 17202.
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de cobre(1l) mostraram-se mais ativos do que as hidrazonas correspondentes contra células U87
(3,02 — 5,95 uM).

Hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina e seus complexos de bismuto(l1l) mostraram-
se altamente citotoxicos frente a células de carcinoma colorretal HCT-116. Esses compostos
apresentaram uma atividade 3 vezes maior frente células HCT-116 cultivadas no modelo 3D
soft-agar do que quando as células foram cultivadas em monocamada (2D).%

1.6.2 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (Figura 1.7 C, pagina 16) sdo ligantes bidentados conhecidos
como N,S-doadores. A coordenacdo através dos atomos de enxofre e nitrogénio N1 ou N2 leva
a formacdo de anéis quelatos de cinco ou quatro membros, respectivamente, sendo este ltimo
menos comum.®? Tiossemicarbazonas com substituintes heteroaromaticos ligados ao carbono
da imina (R1), como por exemplo piridina, possuem um sitio de coordenagdo adicional e
normalmente coordenam-se de forma tridentada pelo sistema NNS. A adicdo de grupos
heteroaromaticos nessa posicdo possibilita a deslocalizacdo eletrénica na cadeia da
tiossemicarbazona facilitando a coexisténcia do equilibrio tautomérico tiona/tiol.®® Sendo
assim, tiossemicarbazonas ligam-se ao ion metélico de forma neutra (tiona) ou desprotonada
(tiolato).

Esses compostos também apresentam isdmeros configuracionais E e Z em relacdo a
ligagdo C=N (Figura 1.10) dependendo da posicdo e da natureza do grupo substituinte. No caso
de 2-benzoilpiridina-N(4)-feniltiossemicarbazona (onde R> = CsHs) a proporgédo de isdmeros
em solucdo é Z (70 %) e E (30 %).%%-8 Ja no caso de tiossemicarbazonas derivadas de

2-acetilpiridina (onde R, = CH3) 0 isdmero mais abundante é o isomero E (95 %).858

82 R. Prabhakaran, R. Huang, S. V. Renukadevi, R. Karvembu, M. Zeller, K. Natarajan, Inorg. Chim. Acta 361
(2008) 2547.

8 A. P. Rebolledo, G. M. de Lima, L. N. Gambi, N. L. Speziali, D. F. Maia, C. B. Pinheiro, J. D. Ardisson, M. E.
Cortes, H. Beraldo, Appl. Organometal. Chem. 17 (2003) 945.

8 D. X. West, N. M. Kozub, G. A. Bain, Transit. Met. Chem. 21 (1996) 52.

8 J. A Lessa, I. C. Mendes, P. R. O. da Silva, M. A. Soares, R. G. dos Santos, N. L. Speziali, N. C. Romeiro, E.
J. Barreiro, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 5671.

8 G. L. Parrilha, J. G. da Silva, L. F. Gouveia, A. K. Gasparoto, R. P. Dias, W. R. Rocha, D. A. Santos, N. L.
Speziali, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 46 (2011) 1473.
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As tiossemicarbazonas e seus complexos apresentam diversas aplicagdes bioldgicas que
incluem atividades antitumoral, 8 antimicrobiana, ® antiviral, 8 anti-tripanossoma, %
antimalarica, ®* antituberculose,® dentre outras. Serdo destacadas neste texto as atividades
bioldgicas de tiossemicarbazonas o(N)-heterociclicas (Figura 1.10) e seus complexos
metalicos. De um modo geral, observa-se que a coordenacdo de tiossemicarbazonas a metais
resulta em agentes farmacoldgicos mais potentes, sendo este o0 caso de complexos de
cobre(l), % galio(111)** e indio(111) % com atividades antimicrobianas e antitumorais, por

exemplo.

= | =
\ R2 \ ‘ R2
)\ R3 )\ R
S IT/ S N 3
R4 R4
(E) 2)

Figura 1.10 Isdmeros configuracionais E e Z de tiossemicarbazonas a(N)-heterociclicas.

R2, Rz e R4 = grupos alquil ou aril.

871. C. Mendes, M. A. Soares, R. G dos Santos, C. Pinheiro, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 44 (2009) 1870.
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Polyhedron 30 (2011) 372.

%1 D. L. Klayman, J. F. Bartosevich, T. S. Griffin, C. J. Mason, J. P. Scovill, J. Med. Chem. 22 (1979) 855.

%2p, |. S. Maia, A. Graminha, F. R. Pavan, C. Q. F. Leite, A. A. Batista, D. F. Back, E. S. Lang, J. Ellena, S. S.
Lemos, H. S. Salistre-de-Araujo, V. M. Deflon, J. Braz. Chem. Soc. 21 (2010) 1177.

% A, E. Liberta, D. X. West, BioMetals 5 (1992) 121.

% J. A. Lessa, M. A. Soares, R. G. dos Santos, I. C. Mendes, L. B. Salum, H. N. Daghestani, A. D. Andricopulo,
B. W. Day, A. Vogt, H. Beraldo, BioMetals 26 (2013) 151.

% 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, Dalton Trans. 46 (2017) 918.
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A atividade antimicrobiana de complexos de tiossemicarbazonas com metais tais como
mercurio(11),% manganés(I1),%" cobre(11),%® estanho(I1V),2® e galio(111)% tem sido relatada na
literatura.

Tiossemicarbazonas o(N)-heterociclicas vém sendo muito estudadas como agentes
antitumorais.’®® A Triapina (3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona), composto
em fase clinica I, apresenta atividade citotoxica contra diversas células tumorais.®t Um
mecanismo proposto seria a inibi¢do da ribonucleosideo difosfato redutase (RDR), uma enzima
envolvida na biossintese do ADN. Em uma das subunidades que compde a RDR existem dois
fons ferro(l111) ligados entre si através de uma ponte p-oxo e um radical livre tirosila.!%? Sendo
assim, tem sido proposto que o mecanismo de acdo envolveria a coordenacdo da
tiossemicarbazona ao ferro(lll), seguida da reducdo do complexo de ferro(l1l) ao de ferro(ll)
por um tiol celular e reoxidagdo do complexo de ferro(ll) ao complexo de ferro(lll), com a
liberagdo de um elétron que inativaria o radical livre da enzima.%®

2-acetilpiridina-N(4)-orto-clorofeniltiossemicarbazona ~ (H2Ac4oCIPh) e  seus
complexos de paladio(ll), platina(ll), bismuto(l11), antiménio(l11) e ouro(l11) foram altamente
citotoxicos frente células de carcinoma mamario (MCF-7) e colorretal (HT-29). A atividade
citotoxica dos complexos de antimonio(lll) e ouro(l11) esta relacionada com a capacidade dos
mesmos em inibir a atividade enzimatica de tiorredoxina redutase (TrxR) e glutationa redutase
(GR). Ja os complexos de paladio(ll), platina(ll) e bismuto(l11) inibiram a atividade somente
da enzima TrxR. A afinidade desses complexos pelo alvo bioldgico TrxR sugere a ligacdo do

fon metalico ao residuo selenol (SeH) no sitio ativo da enzima.%

% E. Bermejo, R. Carballo, A. Castifieiras, R. Dominguez, C. M. Maichle-Mgssmer, J. Strahle, D. X. West,
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1.7 Objetivos do presente trabalho

Tendo em vista o amplo perfil farmacoldgico apresentado por hidrazonas e
tiossemicarbazonas, a obtencéo e avaliacdo das atividades bioldgicas de complexos de rénio(l)
e cobalto(l11) com hidrazonas e tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina constitui uma
estratégia para aumentar a atividade farmacologica desses ligantes.

A atividade antiproliferativa de complexos de rénio(l) contendo o grupo fac-[Re(CO)3]*
tem sido pouco explorada na literatura. Sendo assim, complexos de rénio(l) contendo o grupo
fac-[Re(CO)3]* e hidrazonas foram sintetizados e testados frente a células cancerigenas. A
obtencdo de complexos de rénio é ainda relevante ao considerar-se que 0S mesmos, uma vez
que apresentem atividade citotoxica, poderiam ser utilizados para obtencdo de complexos
analogos com os radionuclideos ®1%Re e %MTc, com potenciais para serem aplicados na
radioterapia e como agentes de imagem SPECT. Desse modo, além de suas propriedades
intrinsecas, os complexos de rénio tém grande valor como modelos de radiofarmacos.

Complexos de cobalto(lll) com ligantes antineoplasicos tém sido utilizados na
formulacdo de pré-drogas biorredutiveis. Sendo assim, a obtencdo de complexos de cobalto(111)
como uma estratégia de vetorizacdo dos ligantes para tumores constitui um dos objetivos desse
trabalho. Para tanto, a acdo citotoxica dos complexos frente a diferentes linhagens de células
leucémicas e de tumores sélidos foi investigada. A avaliacdo da seletividade dos complexos de
cobalto(l11) para regido de hipoxia foi feita por meio de estudos eletroquimicos e de reducéo
com ditionito de sddio. A seletividade desses complexos para regido de hipdxia foi também
avaliada por meio de estudos de citotoxicidade dos mesmos frente a células de carcinoma
mamario MCF-7 cultivadas no modelo tridimensional soft-agar, o qual tem sido utilizado para
mimetizar células em hipdxia.

Considerando-se que no desenvolvimento de candidatos a farmacos antitumorais é de
interesse conhecer outras bioatividades que 0s compostos possam eventualmente apresentar,
foi realizado igualmente um estudo da atividade desses compostos frente a diferentes cepas de
fungos e contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Finalmente, realizou-se um estudo de interacdo dos compostos com a albumina sérica
humana (ASH), uma proteina abundante do plasma sanguineo, com importantes fungdes
fisioldgicas e que possui capacidade de se ligar a uma variedade de drogas direcionando-as para

um determinado sitio, com diminuicdo dos efeitos colaterais das mesmas.
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De forma resumida, os objetivos especificos do presente trabalho compreendem:
(@ Sintetizar e caracterizar complexos de rénio(l) com hidrazonas derivadas de 2-
acetilpiridina;
(b)  Sintetizar e caracterizar complexos de cobalto(l1l) com hidrazonas e
tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina;
(©) Avaliar a atividade citotoxica dos complexos de rénio(l) frente as células NCI1-H460
(carcinoma pulmonar humano) e células ndo-tumorais HUVECs (células endoteliais de
veia umbilical humana);
(d)  Avaliar o mecanismo de a¢do dos complexos de rénio(l) frente a células NCI-H460;
(e)  Avaliar a atividade antimicrobiana dos complexos de rénio(l) e cobalto(l11) frente
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e fungos do género Candida;
()] Avaliar a atividade citotoxica dos complexos de cobalto(lll) frente células
leucémicas (HL60, Jurkat e THP-1), tumores sélidos (MCF-7, MDA-MB-231 e HCT-116)
e células ndo-tumorais (Vero), cultivadas no modelo monocamada (2D);
(9) Avaliar a atividade citotoxica dos complexos de cobalto(l11) frente as células de
carcinoma mamario MCF-7 cultivadas no modelo tridimensional soft-agar;
(h)  Realizar estudos eletroquimicos dos complexos de cobalto(l11);
(1) Avaliar a interagdo dos complexos de cobalto(l11) com o redutor ditionito de sodio
(Naz2S204);

() Realizar estudos de interacdo dos complexos de cobalto(l11) e rénio(l) com ASH;
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Capitulo 2 Materiais e Métodos
2.1 Materiais, equipamentos e procedimentos
2.1.1 Reagentes e solventes

As reag0es foram feitas utilizando reagentes com alto grau de pureza e solventes P.A.
Os reagentes e os solventes foram adquiridos de fontes comerciais (Aldrich, Alfa Aesar,
Fluka, Merck, SyntheVetec). Os solventes deuterados foram de procedéncia CIL (Cambridge

Isotope Laboratories, Inc).

2.1.2 Medidas de massa

As medidas de massa foram feitas em uma balanca analitica Gehaka - AG200, com
sensibilidade de 0,0001 g, ou em uma balanca Mettler-AE163, com sensibilidade de
0,00001g.

2.1.3 Temperatura de fuséo

As faixas de temperatura de fusdo (ou decomposi¢do) dos compostos foram
determinadas utilizando-se o equipamento Mettler-FP90, dotado de célula de aquecimento
Mettler-FP82HT e Microscdpio Olympus CH-2 com controlador digital de temperatura.

2.1.4 Analise elementar de CHN
As analises elementares foram realizadas no Departamento de Quimica da UFMG e na
Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP). Em ambos 0s

casos, utilizou-se o equipamento CHN 2400, PerkinElmer.

2.1.5 Anélise termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas na Termobalanga Shimadzu-TGA50H, a
qual encontra-se alocada no Laboratorio de Analise Térmica do Dep. de Quimica da UFMG.
Os experimentos foram realizados em atmosfera de N2, com razéo de aquecimento de 5 °C

min. A faixa de temperatura utilizada foi de 25 a 750 °C.

2.1.6 Andlise condutimeétrica

O equipamento utilizado nas medidas de condutividade molar eletrolitica (Am) foi um
condutivimetro YSI Conductivity Brigde, modelo 31, com célula condutimétrica do mesmo
fabricante, de constante 0,088 cm™. As medidas foram feitas a partir de solucbes dos
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compostos (1,0 mM), utilizando-se dimetilformamida (DMF) como solvente. Os resultados
foram analisados tomando como base os dados da Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Atribuicéo do tipo de eletrélito para solugdes de concentracao 1,0 mM (DMF)

Awm (cm? Q1 mol?)

Tipo de eletrolito

J. W. Geary* R. G. Velho?
Nao-eletrélito <65 <37
11 65 - 90 37-122
2:1 130-170 90 - 194
3:1 200 - 240 201 - 284

2.1.7 Medidas de susceptibilidade magnética

As medidas de susceptibilidade magnética foram realizadas no laboratério 290
utilizando uma balanga de susceptibilidade magnética JM - Alfa Aesar — A Johnson Mathey
Company (13693).

2.1.8 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-se um
espectrofotdmetro Perkin Elmer FT-IR System-Spectrum GX, alocado no Dep. de Quimica da
UFMG. Os espectros foram registrados na regido 4000-400 cm™ empregando pastilhas de
KBr.

2.1.9 Espectroscopia eletronica

Os espectros de absorcdo nas regides do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) foram obtidos
nos espectrofotometros UV-2401PC (Shimadzu) e Varian Cary 100 Bio (Agilent
Technologies). Os espectros de fluorescéncia foram registrados no espectrofluorimetro CARY
Eclipse-(FL1006m016)-VARIAN (Agilent Technologies), alocado no Dep. de Quimica da

UFMG, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico.

1J. W. Geary, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81.
2 R. G. Velho, Medida de condutividade na caracterizagdo de complexos inorganicos: um levantamento
bibliogréafico. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Inorgénica), Universidade Federal de S&o Carlos, Sdo Carlos —
SP, 2006.
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2.1.10 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram registrados nos espectrometros Brucker DRX-400
Avance (400 MHz) e Brucker DPX-200 (200 MHz) localizados no Laboratério de
Ressonancia Magnética de Alta Resolucdo (Laremar) do Dep. de Quimica da UFMG. As
solugdes foram preparadas utilizando-se DMSO-ds como solvente e tetrametilsilano (TMS)
como referéncia interna, em tubos de 5 mm de didmetro externo. Em alguns casos, foi
utilizado como referéncia interna o sinal residual do proprio solvente deuterado. Os
experimentos RMN de *H, *C{*H}, DEPT 135 (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer) e mapas de contorno COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy) e HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Correlation, $3C-H 1J) foram obtidos a 25 °C.

2.1.11 Estudos eletroquimicos

Medidas eletroquimicas foram realizadas no laboratério do prof. Paulo J. S. Barbeira
(Dep. de Quimica - UFMG) utilizando-se um potenciostato p-AutoLabType 1I. O sistema de
eletrodos utilizado foi um arranjo convencional de trés eletrodos: contra-eletrodo de platina,
eletrodo de referéncia de Ag/AgCI e eletrodo de trabalho de carbono vitreo. Antes de cada
medida experimental, o eletrodo de trabalho foi previamente polido utilizando-se Alumina N°
2 (6xido de aluminio — granulometria 0,3 pum). Em seguida, esse eletrodo foi ativado
utilizando-se uma solugdo de Na>SOs (0,5 M) em &gua desionizada. Foram preparadas
solucdes dos compostos (0,5 mM) em acetonitrila espectroscopica (99,9 % Merck), contendo
o eletrolito suporte perclorato de tetrabutilaménio (> 99,0% Sigma Aldrich) ([NBus][ClO4],
0,1 M). As medidas eletroquimicas foram realizadas em atmosfera de nitrogénio, a uma faixa
de potencial de 2,00 a -2,00 V, com velocidades de varredura de 500, 250, 100, 75, 50 e 25
mV st. O experimento foi realizado a temperatura ambiente. O par redox Fc/Fc* (Fc =
ferroceno; 0,400 V versus eletrodo normal de hidrogénio, ENH) foi utilizado como padrédo
interno para conversdao do potencial medido em volts versus Ag/AgCl para volts versus
ENH.34

2.1.12 Difracgéo de raios X
As estruturas cristalograficas dos complexos (1, 2a, 3a e 4a) foram determinadas por
meio das medidas realizadas pelo Prof. Dr. Bernardo Lages Rodrigues, no LabCri

3J. A. Lessa, K. S. O. Ferraz, J. C. Guerra, L. F. de Miranda, C. F. D. Romeiro, E. M. Souza-Fagundes, P. J. S.
Barbeira, H. Beraldo, BioMetals 25 (2012) 587.
4 G. Gritzner, J. Kuta, Pure Appl. Chem. 56 (1984) 461.
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(Laboratorio de Cristalografia da UFMG), utilizando-se um difratdmetro Oxford GEMINI. A
estrutura cristalografica do complexo (8a) foi determinada pelo aluno de doutorado Ryan
Clarke orientado pelo Prof. Dr. Tim Storr. As medidas foram realizadas em um difratbmetro
Bruker APEX Il Duo da Simon Fraser University - SFU, Canada. Os detalhes e as condigdes

experimentais de cada medida s&o descritos nos capitulos correspondentes.

2.1.13 Espectrometria de massas de alta resolucdo

As analises de ESI-MS (Electrospray lonisation Mass Spectrometry) foram
realizadas no laboratorio de Espectrometria de Massas (UFMG) utilizando um espectrometro
de massas Shimadzu LCMS-IT-TOF (225-07100-34) operando nos modos positivo e
negativo. As condicdes experimentais foram: temperatura do bloco de aquecimento 250 °C,
temperatura de dessolvatacdo 200 °C, detector de voltagem 1,76 kV e voltagem no capilar 4,5
kV. Os compostos foram dissolvidos em metanol e introduzidos no equipamento por injecéo
direta. A ionizagédo foi realizada a partir do emprego de fonte de electrospray (ESI), com
acumulador ion trap (IT). O analisador de massas empregado foi time of flight (TOF). Os

espectros de massas foram adquiridos em um intervalo de m/z 100-1000.

2.1.14 Determinacgéo do pH

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se o potenciometro Marte MB-10,
equipado com eletrodo de vidro combinado de Ag/AgCl, calibrado com tampdes de pH 4,00 e
7,00.

2.1.15 Estabilidade dos compostos

Os estudos de estabilidade dos compostos foram realizados utilizando-se o
espectrofotdbmetro UV-2401PC (Shimadzu) e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico.
Os espectros eletronicos foram obtidos com o curso do tempo para solugdes dos compostos de
concentragio na ordem de 10 a 10° M em tamp&o 5 mM Tris-HCI / 50 mM NaCl (5 %
DMSO) ou DMSO puro.

2.2 Sinteses de ligantes e complexos
2.2.1 Sinteses de hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina
Foram preparados o0s compostos 2-acetilpiridina-fenilhidrazona (H2AcPh), 2-

acetilpiridina-para-clorofenilhidrazona (H2AcpCIPh) e 2-acetilpiridina-para-
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nitrofenilhidrazona (H2AcpNO.Ph). Estas foram obtidas a partir da reacdo de condensacgéo de
2-acetilpiridina com a hidrazida desejada, conforme descrito na literatura.>®

Para a obtencdo das hidrazonas H2AcPh, H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph, em um balédo
de fundo redondo, 10 mmol de 2-acetilpiridina foram misturados com quantidade equimolar
de benzoidrazida, 4-clorobenzoidrazida e 4-nitrobenzoidrazida, respectivamente, em metanol
(30 ml). Em seguida, duas gotas de acido acético glacial foram adicionadas a mistura
reacional, a qual foi mantida em refluxo sob constante agitacdo magnética por 7 h. O sélido
obtido foi filtrado em papel de filtro sob vacuo e lavado com metanol e éter etilico, e secado
em dessecador de vidro contendo silica-gel. As hidrazonas de coloracdo branca (H2AcPh e
H2AcpCIPh) ou bege (H2AcpNO2Ph), foram obtidas com rendimento de 89 a 90 % em
relacdo a hidrazida de partida. Os compostos foram caracterizados por meio de seus espectros
de RMN (*H e ¥C) e infravermelho.

2.2.2 Sinteses de tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina

As tiossemicarbazonas ja estdo descritas na literatura®*? e a obtencdo das mesmas
ocorreu por meio de duas etapas.

Na primeira etapa foram obtidos os precursores N(3)-feniltiossemicarbazida, N(3)-
para-clorofeniltiossemicarbazida, N(3)-orto-clorofeniltiossemicarbazida, N(3)-para-
nitrofeniltiossemicarbazida e N(3)-orto-nitrofeniltiossemicarbazida. Estes precursores foram
preparados em bal&o de fundo redondo reagindo-se 10 mmol do isotiocianato apropriado com
13 mmol (30 % de excesso) de hidrazina monoidratada em metanol (30 mL). A mistura foi
mantida em banho de gelo, sob agitacdo magnética constante por 24 h. O produto de
coloracdo branca (Ph, pCIPh e oCIPh-tiossemicarbazidas) ou amarela (pNO2Ph e oNO2Ph-
tiossemicarbazidas) foi filtrado em papel de filtro sob véacuo, lavado com metanol e éter
etilico e secado em dessecador de vidro contendo silica-gel. As tiossemicarbazidas foram

5T. E. Khalil, L. Labib, M. F. Iskander, Polyhedron 13 (1994) 2569
6 J. Patole, U. Sandbhor, S. Padhye, D. N. Deobagkar, C. E. Anson, A. Powell, Bioorg. Med. Chem. Lett.13
(2003) 51.
'S, Choudhary, J. R. Morrows, Angew. Chem. Int. Ed. 41 (2002) 4096.
8 A. A. R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. Da Costa, N. L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc.
21 (2010) 1247.
°D. L. Klayman, J. F. Bartosevich, T. S. Griffin, C. J. Mason, J. P. Scovill, J. Med. Chem. 22 (1979) 855.
10 E. Bermejo, A. Castifieiras, R. Dominguez, R. Carballo, C. Maichle-Mossmer, J. Strahle, D. X. West, Z.
Anorg. Allg. Chem. 625 (1999) 961.
1D, X. West, J. J. Ingram 111, N. M. Kozub, G. A. Bain, A. E. Liberta, Transit. Met. Chem. 21 (1996) 213.
12, A Lessa, I. C. Mendes, P. R. O. Da Silva, M. A. Soares, R. G. Dos Santos, N. L. Speziali, N. C. Romeiro,
E. J. Barreiro, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 5671.
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obtidas com rendimento de 79 a 89 % em relacdo ao isotiocianato de partida. Analises
realizadas por infravermelho e temperatura de fusdo confirmam a obtencdo das mesmas.

Na segunda etapa, foram preparados o0s compostos 2-acetilpiridina-N(4)-
feniltiossemicarbazona (H2Ac4Ph), 2-acetilpiridina-N(4)-para-clorofeniltiossemicarbazona
(H2Ac4pCIPh), 2-acetilpiridina-N(4)-orto-clorofeniltiossemicarbazona (H2Ac4o0CIPh), 2-
acetilpiridina-N(4)-para-nitrofeniltiossemicarbazona (H2Ac4pNO2Ph) e 2-acetilpiridina-
N(4)-orto-nitrofeniltiossemicarbazona (H2Ac40NO2Ph). Em um baldo contendo 10 mmol de
2-acetilpiridinahidrazona e 30 ml de metanol foi adicionada quantidade equimolar da
tiossemicarbazida apropriada. A mistura reacional permaneceu 6 a 7 h sob refluxo, sendo
necessaria a adicdo de duas gotas de 4&cido sulfarico concentrado (H2SOs). As
tiossemicarbazonas possuem coloracdo amarela e foram obtidas com rendimento de 89 — 90
% em relacdo a tiossemicarbazida de partida. Andlises realizadas por RMN (*H e *C) e

infravermelho confirmam a obtencdo desses compostos.

2.2.3 Sinteses dos complexos de rénio(l) com hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina

Foram obtidos trés complexos de rénio(l) com as hidrazonas derivadas de 2-
acetilpiridina:  [ReCI(CO)3(H2AcPh)](1), [ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-0,5C:Hs  (2) e
[ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-0,5C7Hs (3).

Os complexos de rénio(l) foram preparados a partir da reacdo de 0,5 mmol da
hidrazona apropriada com 0,5 mmol do pentacarbonilclororénio(l), [ReCI(CO)s], em tolueno
(10 mL). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo durante 2 h obtendo-se um
precipitado alaranjado que foi filtrado em papel de filtro sob vacuo, lavado com tolueno e
éter, e secado em dessecador de vidro contendo silica-gel. Os compostos foram obtidos com
rendimento em torno de 84 — 90 %. Os mesmos foram caracterizados por temperatura de
fusdo, andlise elementar, analise termogravimétrica, medidas de condutividade molar e por
meio dos seus espectros de infravermelho e RMN de *H, *C{*H}, DEPT 135, COSY e
HMQC.

Cristais dos complexos [ReCI(CO)3(H2AcPh)] (1) e
[ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-DMSO (3a) foram obtidos apds a recristalizagdo dos compostos
a temperatura ambiente em DMSO-de. Cristais do complexo

[ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-DMSO (2a) foram obtidos apos a recristalizagdo do composto por
meio de resfriamento lento (geladeira) em DMSO/CH3OH (1:2).
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2.2.4 Sinteses dos complexos de cobalto(l11) com hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina

Foram obtidos trés complexos de cobalto com as hidrazonas derivadas de 2-
acetilpiridina: ~ [Co(2AcPh)2]CI-2H,O  (4),  [Co(2AcpCIPh);]CI-3,5H.0  (5) e
[Co(2AcpNO2Ph).]CI-2,5H20 (6).

As sinteses dos complexos de cobalto(l1l) com hidrazonas foram realizadas na
presenca de oxigénio. Em um baldo de fundo redondo contendo 2 mmol da hidrazona
apropriada (10 mL de metanol), foram adicionados, gota a gota, uma solucéo preparada com 1
mmol de cloreto de cobalto(ll) hexahidratado, CoCl2-6H20, em 10 ml de metanol. A solugéo
ficou sob agitacdo magnética e refluxo durante 3 h. Em seguida, o volume foi reduzido
(rotavapor) para cerca de 10 mL obtendo-se um precipitado marrom, que foi lavado com
metanol e éter etilico, e secado em dessecador de vidro contendo silica-gel. Os compostos
foram obtidos com rendimento em torno de 24 a 44 %. Os complexos foram caracterizados
por temperatura de fusdo, andlise elementar, andlise termogravimétrica, medidas de
condutividade molar, medidas de susceptibilidade magnética e por meio dos seus espectros de
infravermelho e RMN de *H, *C{*H}, DEPT 135, COSY e HMQC.

Cristais do complexo [Co(2AcPh)2]ClO4-0,5H20-0,5DMSO (4a) foram obtidos a
partir da tentativa de sintese do complexo [Co(TPA)(2AcPh)](CIOs). [TPA = tris(2-
piridilmetil)amina] por meio da reagcdo da  hidrazona  H2AcPh  com
[Co(TPA)CI(H20)]1(CIO4)2-3,5H20, em metanol.’* No entanto, a caracterizacio
(microanalises, espectros de infravermelho e RMN de H) do produto indicou a formagéo do
complexo [Co(2AcPh)2]CIO4. Os cristais de 4a foram obtidos a partir da solugdo do mesmo
em DMSO-ds.

2.2.5 Sinteses dos complexos de cobalto(lll) com tiossemicarbazonas derivadas de 2-
acetilpiridina

Foram obtidos cinco complexos de cobalto com as tiossemicarbazonas derivadas de 2-
acetilpiridina:  [Co(2Ac4Ph)2]CI-CH30H:0,5H.0 (7), [Co(2Ac4pCIPh):]CI-1,5H20 (8),
[Co(2Ac40CIPh)2]CI-3,5H20 9), [Co(2Ac4pNO2Ph)2]CI-3H20 (10) e
[Co(2Ac40NO2Ph),]CI-3H,0 (11). Destes cinco, apenas o complexo (7) ndo é inédito.*

As reacOes de obtencdo dos complexos de cobalto(l11) com tiossemicarbazonas foram
realizadas na presenca de oxigénio. Em um baldo de fundo redondo contendo 2 mmol da

13T, W. Failes, C. Cullinane, C. I. Diakos, N. Yamamoto, J. G. Lyons, T. W. Hambley, Chem Eur. J. 13 (2007)
2974.
14 C. G. Oliveira, P. I. S. Maia, M. Miyata, F. R. Pavan, C. Q. F. Leite, E. T. De Almeida, V. M. Deflon, J. Braz.
Chem. Soc. 25 (2014) 1848.
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tiossemicarbazona apropriada, dissolvida em 10 mL de metanol, foram adicionados, gota a
gota, 10 mL de solugcdo metanodlica contendo 1 mmol de CoCl2-6H20. A solugédo ficou sob
agitacdo magnética e refluxo durante 3 h. Os complexos [Co(2Ac4pCIPh)]CI-1,5H.0 (8) e
[Co(2Ac4pNO2Ph)2]CI-3H20 (10) foram isolados como solidos de coloragdo marrom apos a
reducdo do volume da solugdo para 10 mL utilizando-se rotavapor. Os complexos
[Co(2Ac4Ph)]Cl-CH30H-0,5H20 (1), [Co(2Ac40CIPh),]CI-3,5H.0 9) e
[Co(2Ac40NO2Ph)2]CI-3H20 (11) foram isolados apds evaporacdo lenta a temperatura
ambiente. Os compostos foram filtrados em papel de filtro sob vacuo e lavados com metanol e
éter etilico, e secados em dessecador de vidro contendo silica-gel.

Os compostos foram obtidos com rendimento em torno de 62 a 86 %. Os mesmos
foram caracterizados por temperatura de fusdo, analise elementar, analise termogravimeétrica,
medidas de condutividade molar, medidas de susceptibilidade magnética e por meio dos seus
espectros de infravermelho e RMN de 'H, 3C{*H}, DEPT 135, COSY e HMQC.

Cristais do complexo [Co(2Ac4pCIPh);]JCI-CH3OH (8a) foram obtidos apds a
recristalizacdo do composto em solu¢do metandlica a temperatura ambiente.

A tentativa de sintese do complexo com tiossemicarbazona contendo o co-ligante
TPA, [Co(TPA)(2Ac4Ph)](ClO4)2, também foi realizada por meio da reacdo da
tiossemicarbazona H2Ac4Ph com [Co(TPA)CI(H20)](ClO4)2:3,5H,0, em metanol.® A
caracterizagdo (microanalises, espectros de infravermelho e RMN de *H) do produto indicou a
formacdo do complexo [Co(2Ac4Ph)2]CIOa.

2.3 Ensaios biol6gicos
2.3.1 Avaliacédo da atividade citotdxica dos complexos de rénio(l)

Estudos com o intuito de avaliar a atividade antiproliferativa dos complexos (1-3)
foram realizados em colaboracdo com o Dr. Adilson Kleber Ferreira (Laboratério de
Imunologia Tumoral do Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP). Os compostos foram
testados frente as células NCI-H460 (carcinoma pulmonar humano) e frente as células néo-
malignas HUVECs (células endoteliais de veia umbilical humana). Juntamente com o0s
complexos foram testados também o sal precursor [ReCI(CO)s] e as hidrazonas livres.

As avaliacbes de apoptose, potencial de membrana mitocondrial e a producdo
intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS, em inglés) foram realizadas por citometria
de fluxo utilizando o citbmetro FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, USA). Um total de 10
000 eventos por amostra foi analisado e a intensidade média de fluorescéncia foi registrada. O

software FlowJo (TreeStar, CA, USA) foi utilizado para anélise dos dados.
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2.3.1.1 Linhagens celulares e condigdes de cultura

As células NCI-H460 e HUVECs foram obtidas do American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MA, USA). As células foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640
(criado pelo Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e incubadas a 37 °C numa atmosfera humidificada com 5% de CO..

2.3.1.2 Avaliacéo da citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducéo do corante brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio (MTT) a formazan®® para determinar o valor da
concentragdo que inibe 50 % da viabilidade celular (Clso) de cada complexo. O MTT € um
corante amarelo que, na presenca de células vivas, é reduzido formando o formazan, um
produto de coloracdo roxo insolGvel em agua.’® As células NCI-H460 e HUVECs foram
semeadas em placas de 96 pogos com uma concentragdo de 1 x 10* células por pogo. As
células foram incubadas por 2 h. Em seguida, as mesmas foram tratadas com diferentes
concentracdes dos compostos (0 a 200 uM) por 24 h. Apo6s o intervalo de incubagdo, MTT (5
mg mL™ em tampao fosfato salino - PBS, 1x) foi adicionado em cada pogo. Apds mais 3 h de
incubacgdo, as placas foram centrifugadas e os cristais de formazan formados por células
viaveis foram dissolvidos em 100 uL de DMSO. As densidades opticas (DO) das solucgdes
resultantes foram medidas a 538 nm usando o leitor de microplacas VERSAmax Tunable
Microplate Reader, Molecular Devices, CA, USA. A viabilidade celular (%) relativa ao grupo
controle (células NCI-H460 néo tratadas) foi calculada usando a Equagdo 2.1, na qual DOT
representa os valores de DO do grupo de tratamento e DOC representa os valores de DO do

grupo controle.

Viabilidade celular / % = (DOT / DOC) x 100 Equacdo 2.1

2.3.1.3 Avaliacéo de morte celular por Anexina V-FITC / lodeto de Propideo

A ocorréncia de apoptose foi determinada utilizando o kit FITC Annexin V/Dead Cell
Apoptosis (Invitrogen Inc., UK. NCI-H460). O teste consiste na dosagem de fosfatidilserina
exposta na superficie celular. A proteina de ligacdo, Anexina V, conjugada ao isotiocianato de

fluoresceina (FITC), foi utilizada para marcar fosfatidilserina. As células também foram

15T, Mosmann, J. Immunol. Meth. 65 (1983) 55.
16 J. A. Plumb, R. Miloroy, S.B. Kaye, Cancer Res. 49 (1989) 4435.
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marcadas com iodeto de propideo (IP), o que permite a discriminacdo entre as células
apoptdticas e necroticas.

As células foram cultivadas em placas de 12 pocos (5 x 10° células por pogo) e
incubadas. Apds a incubacdo, as células foram tratadas por 3 ou 6 h com 10 uM dos
complexos (2) ou (3). Em seguida, as células foram ressuspensas com tampao de ligacdo para
anexina V e coradas com 1,5 mL de anexina V-FITC e 0,4 mL da solugdo de iodeto de

propideo (100 pg mL1) em tamp&o por 30 min, a 4 °C e na auséncia de luz.

2.3.1.4 Avaliagéo do potencial de membrana mitocondrial

As células NCI-H460 (5 x 10° células por pogo) foram semeadas em placas de 12
pocos e incubadas por 12 h com 5, 10 ou 20 uM dos complexos (2) ou (3). Apds o tratamento,
as células foram recolhidas, lavadas uma vez com PBS e coradas com a sonda tetrametil
rodamina metil éster (TMRE) por 15 min a 37 °C. Em seguida, as células foram lavadas com
PBS/ASB (albumina sérica bovina) 0,5 % e mantidas a 4 °C durante as medigdes.

2.3.1.5 Avaliacéo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A producdo intracelular de ROS foi avaliada usando a sonda fluorescente
dihidroetideo (DHE). As células NCI-H460 foram semeadas em placas de 12 pocos (5 x 10°
células por poco) e apos aderéncia celular, estas foram tratadas durante a noite com 5, 10 ou
20 uM dos complexos (2) ou (3). Em seguida, as células foram descoladas com tripsina 0,5
%, lavadas com PBS/ASB 0,5 % e incubadas com 5 uM de DHE a 37 °C por 15 min.

2.3.1.6 Anélises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados foram apresentados
como média = DP (desvio padréo). Os valores de Clso foram calculados pela plotagem da
porcentagem de inibicdo de viabilidade celular, avaliada pelo ensaio MTT, versus a
concentragdo logaritmica dos compostos. As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste “t de Student” para comparar grupos de amostras. O teste ANOVA, seguido pelo teste
post hoc de Bonferroni, foram utilizados para determinar a diferenca entre grupos multiplos.
Os valores foram considerados estatisticamente significantes quando *P < 0,05, **P < 0,01 e
***P < 0,001. Todas as analises foram realizadas utilizando o software Prisma versdao 5.04
(LaJolla, CA, USA).
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2.3.2 Avaliacédo da atividade citotoxica dos complexos de cobalto(l11)
Os testes de atividade citotoxica dos complexos foram realizados no Departamento de

Fisiologia da UFMG, em colaboracdo com a Prof?. Dr?, Elaine Maria de Souza Fagundes.

2.3.2.1 Linhagens celulares e condigdes de cultura

Foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: HL60 (leucemia mieldide aguda),
Jurkat (leucemia linfocitos T), THP-1 (leucemia monocitica), MCF-7 e MDA-MB-231
(carcinoma mamario), HCT-116 (carcinoma colorretal) e Vero (rim de macaco verde, usada
como modelo de células ndo tumorais). Células HL60, Jurkat e THP-1 foram fornecidas pelo
Dr. Gustavo Amarante-Mendes (USP). Células MCF-7 foram fornecidas pelo Dr. Alfredo
Goes (UFMG). Células HCT-116 foram compradas da ATCC. Células Vero foram fornecidas
por Erna Kroon (UFMG).

Todas as células foram mantidas no meio de cultura RPMI (Roosevelt Park Memorial
Institute) 1640 ou DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 100 U
mL? de penicilina e 100 pg mL? de estreptomicina (GIBCO BRL, Grand Island, NY)
enriquecido com 2 mM de L-glutamina e 10 % (para células leucémicas) ou 5 % (para células
aderentes) de SFB. Todas as células foram mantidas sob uma atmosfera de 5 % CO2/ 95 % ar,
a 37 °C por 24 h. O meio de cultura foi examinado regularmente e trocado duas vezes por

Semana.

2.3.2.2 Avaliagéo da citotoxicidade

As suspensdes de células leucémicas Jurkat (1 x 10° células/poco) e HL60 (1 x 10*
células/pogo), e de tumores sdlidos HCT-116, MCF-7 e MDA-MB 231 (1 x 10* células/pogo)
foram incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO; para estabilizacdo das células
antes da adicdo dos compostos a serem testados. Apés a estabilizacdo, todas as células foram
incubadas com os compostos (10 uM) por 48 h a 37 °C em atmosfera de 5% CO2 e 100% de
umidade. Paralelamente, foram utilizados etoposideo e cisplatina (10 uM) como controles
positivos e DMSO (concentracdo de 0,5 %) como controle negativo. A viabilidade celular foi
medida pelo ensaio MTT. Compostos que inibiram a proliferacdo mais do que 50 % foram
selecionados para a determinacgdo do Clso. Os valores de Clso foram determinados numa faixa
de 100 a 0,001 uM. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata para cada

linhagem celular testada.
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2.3.2.3 Teste de viabilidade celular in vitro

A proliferagéo e viabilidade celular foram avaliadas pelo ensaio MTT. Faltando 4 h
para o final do periodo de incubagdo das culturas celulares com os diferentes compostos,
20 pL de solugdo de MTT (5 mg mL* em PBS) foram adicionados a cada pogo. Apos 4 h, o
sobrenadante foi retirado a vacuo e a cada poco foram adicionados 200 pL de uma solucdo de
HCI (0,04 M) em isopropanol para a solubilizagéo dos cristais de formazan. Os valores de
densidade optica (DO) foram medidos em um espectrofotdmetro a 595 nm. Juntamente com
as placas-teste (DOtreste) foram feitas as seguintes placas-controle: controle dos compostos
(DOcomposto - Meio de cultura na presenga dos compostos) e controle do meio de cultura
(DOmeio - apenas meio de cultura). Os valores de porcentagem de inibicdo de proliferacéo
celular dos compostos em comparacdo com as células tratadas com DMSO (0,5%) foram

obtidos por meio da Equacéo 2.2.

% Inibicdo da proliferacdo = [(DOteste — DOcomposto) / (DOpMso(0,5%) — DOmeio)] X 100
Equacgéo 2.2

InteracBes entre os compostos e 0 meio de cultura foram estimados com base nas
variagOes entre as placas contendo somente meio de cultura e as placas contendo meio de
cultura mais os compostos testados para evitar falso-positivo ou falso-negativo em relacéo ao

controle.t’

2.3.2.4 Teste de viabilidade celular em soft-agar (3D)

O teste de viabilidade em soft-agar foi adaptado do procedimento descrito na
literatura.'® Uma camada base de agar 0,6% contendo DMEM com 10% de SFB foi
adicionada aos pocos da placa de cultura. Células MCF-7 foram plagueadas em uma
densidade de 5.000 células por pogo em um meio independente de ancoragem (agar 0,4%
contendo DMEM com 10% de SFB). Apds 24 h de incubacédo, os compostos (solucdo 10 uM
em PBS) foram adicionados e incubados por mais 7 dias. A concentracdo final do composto
em cada poco foi de 1 uM. Ao término do periodo de incubacéo, foram adicionados 20 pL de
rezasurina (0,6 mM) por pogo. Apos 6 h, a densidade Optica foi medida a 570 e 600 nm.
Pocos sem células, com os compostos, foram usados como branco. Os resultados foram
expressos como porcentagem de inibicdo da proliferagdo comparados com o controle DMSO
(0,5%).

17 E. Ulukaya, M. Colakogullari, E. J. Wood, Chemotherapy 50 (2004) 43.
183, N. Anderson, D. L. Towne, D. J. Burns, U. J. Warrior, Biomol. Screen. 12 (2007) 938.
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2.3.3 Testes de atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados em nosso laboratério e no
laboratdrio da Profé. Dr?, Jacqueline Aparecida Takahashi (Dep. Quimica, UFMG). Todos os
materiais utilizados durante a manipulacdo dos microrganismos foram esterilizados em
autoclave vertical Fanen (415/3 — J03610) ou Phoenix (AV30 - 15042). Os testes foram
realizados em capelas de fluxo laminar VECO (JLF 912 — FL 5799) ou Pachane (PA050/02 —
099,06 ou PA610 — 103,09). Para a determinacgédo da concentracdo do indculo foram utilizados
o0s espectrofotdmetros BIOSPECTRO SP-22 ou UV-2401 PC Shimadzu. As culturas fangicas
e bacterianas foram incubadas em estufa Quimis Q-(316,12 — 807,131) ou Tecnal(TE-392/2).
A leitura das absorbancias do teste de microdiluicdo foi realizada no equipamento ELISA
(Thermoplate-TP-READER).

2.3.3.1 Avaliacédo da atividade antibacteriana pelo método da macrodilui¢ao

Os testes de atividade antibacteriana foram realizados em nosso laboratorio utilizando-
se 0 método de macrodiluicdo em série para a determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM).2° Os testes de sensibilidade foram realizados seguindo os padrdes do National
Committee for Clinical Laboratorial Standarts (NCCLS).?° Foram utilizadas cepas da colecio
ATCC.

A atividade antibacteriana dos complexos de cobalto(l11) e rénio(l) foi avaliada contra
bactérias Gram-positivas Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12220) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Gram-negativas Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). As cepas das bactérias foram inoculadas em caldo Mueller
Hinton (S. aureus e P. aeruginosa) ou Brain Heart Infusion (S.epidermidis e E. faecalis) e
incubadasa 37 °C por 18 a 24 h.

A concentracdo do indculo (10® unidades formadoras de coldnia - UFC) foi
determinada por meio da medida da absor¢do do mesmo na regido do visivel (530 e 625 nm)
devendo fornecer um valor de absorbéncia de 0,08 e 0,1, respectivamente. O inéculo (100 pL)
foi diluido em 9,9 mL de caldo Mueller Hinton (MH) ou Brain Heart Infusion (BHI) de forma
a obter-se uma concentragio de 10° UFC.

Solugdes estoque dos compostos em DMSO (2 mg mL™?) e solugdes trabalho em meio
de cultura (0,2 mg mL™) foram preparadas. O teste foi realizado por meio de diluicbes

193, Pernak, J. Rogoz, I. Mirska, Eur. J. Med. Chem. 36 (2001) 313-320.

20 National Committee for Clinical Laboratory Standards, Method for dilutionantimicrobialsusceptibilitytests for

bacteriathatgrowaerobically, in: NCCLS Document M7-A6, Pennsylvania, USA, 2003, ISBN: 1-56238-486-4.
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sucessivas da solucdo trabalho dos compostos em dez tubos contendo 2 mL do caldo
apropriado. As concentragOes finais dos compostos nos tubos foram de 500; 250; 125; 62,5;
31,3; 15,6; 7,8; 3,9; 2,0 e 1,0 pg mL. Em seguida, foram adicionados em cada tubo 200 pL
do indculo, obtendo-se uma concentragdo final de 10° UFC. A concentracio final de DMSO
nos tubos de ensaio foi de no maximo 5 %. No caso dos compostos menos ativos o teste foi
realizado com uma solucéo estoque de 10 mg mL™2.

Foram utilizados como controles negativos os farmacos cloridrato de tetraciclina (para
S. aureus e P. aeruginosa) ou ciprofloxacina (para S. epidermidis e E. faecalis). O controle
positivo consistiu de tubos contendo apenas 0 meio de cultura e 0 microrganismo de interesse.
Os testes foram realizados em triplicata. Apds 20 h de incubagdo a 37 °C foram realizadas as

leituras e determinados os valores de CIM dos compostos.

2.3.3.2 Avaliacdo da atividade antifingica pelo método da microdiluicéo

Os testes de atividade antiflngica foram realizados no Laboratdrio de Biotecnologia e
Bioensaios do Dep. de Quimica da UFMG com a supervisdao da Prof®. Dr? Jacqueline
Aparecida Takahashi. O método de microdiluicdo em placas de 96 pocos foi utilizado para a
determinacédo dos valores de Clsp, 0 qual indica a menor concentracdo do composto capaz de
inibir 50 % do crescimento do microrganismo. Foram utilizadas cepas da cole¢cdo ATCC, da
colecdo CBS (College of Biological Sciences, USA) e isolado clinico 28.

A atividade antifungica dos complexos de cobalto(lll) e rénio(l) foi avaliada contra
fungos Candida albicans (ATCC 18804), Candida dubliniensis (isolado clinico 28), Candida
glabrata (ATCC 90030), Candida lusitaniae (CBS 6936), Candida parapsilosis
(ATCC 22019) e Candida tropicalis (ATCC 750). As cepas foram inoculadas em caldo BHI e
incubadas a 37 °C por 24 h.

A concentracdo do inoculo foi ajustada em um espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 600 nm devendo fornecer 74 — 75 % de transmitancia. A concentragdo final do
indculo no teste foi de 4,16 x10° células mL™.

No momento da realizacdo do teste preparou-se uma solucdo estoque dos compostos
em DMSO (12,5 mg mL™?). Em seguida, foi preparada uma solugio trabalho através da
diluicdo de 40 pL da solucdo estoque em 960 pL de meio de cultura BHI. Previamente,
realizou-se uma triagem na qual foi avaliada a atividade dos compostos em uma concentracéo
fixa de 250 pg mL*. Somente os compostos que inibiram o crescimento do microrganismo
nessa concentracao foram submetidos a determinacdo do Clso conforme procedimento descrito

abaixo. A atividade dos complexos selecionados na triagem foi avaliada na faixa de
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concentracéo de 250 a 0,12 pug mL? conforme o procedimento descrito na literatura.?* Foram
testados também os farmacos nistatina e nitrato de miconazol como controles positivos.

Foram feitas diluicGes sucessivas dos compostos em placas de 96 pogos contendo 100
pL do caldo BHI e em seguida, adicionou-se em cada pogo 100 pL do indculo padronizado. O
teste foi realizado em quadruplicata. Juntamente com as placas-teste foram feitas as seguintes
placas-controle: controle dos compostos (CC), controle do meio de cultura (CM) e controle do
crescimento do fungo (CF). Na placa CC foram adicionados 100 puL de agua destilada esteril
ao invés de adicionar o inoculo. A placa CM continha apenas 100 pL de BHI e 100 pL de
agua destilada estéril. Na placa CF continha 100 pL de BHI e 100 pL do inéculo.

As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h. O crescimento do microrganismo é
evidenciado pela turvacao do meio, sendo este medido em um comprimento de onda fixo (492
nm) utilizando-se o equipamento ELISA. O célculo da porcentagem de inibi¢do foi feito
utilizando a Equacdo 2.3, na qual EC é a densidade 6ptica dos complexos avaliados e CC, CF
e CM sdo as densidades Opticas dos controles citados no texto acima. Os valores de Clsg
foram calculados por meio da curva de % de inibicdo versus concentracdo obtida no programa

OriginPro8 e ajustada por FitSigmoidal (Boltzmann).

% Inibicdo = 100 — [(EC — CC) x 100/ (CF — CM)] Equacéo 2.3

2.3.4 Estudos de interacdo com albumina sérica humana (ASH)

Os estudos de interacdo dos complexos de rénio(l) e cobalto(lll) com ASH foram
realizados por meio da espectroscopia de fluorescéncia.?>?* Esses estudos baseiam-se na
capacidade do composto de interesse em suprimir a fluorescéncia da ASH. Quando excitada a
295 nm, a mesma emite fluorescéncia devido ao residuo de triptofano-214 (Trp-214).25%

A solucdo estoque de ASH foi preparada em tampéo 5 mM Tris-HCI / 50 mM NaCl,
pH = 7,4. A concentracdo da solucdo estoque utilizada nesse experimento foi ajustada para
aproximadamente 2 uM por meio da obtengédo do seu espectro de absorcdo usando € = 35.353

2L A. S. Zacchino, M. P. Gupta, Manual de técnicas in vitro para ladeteccion de compuestos antifingicos, in,
Rosario: Corpus Editorial y Distribuidora, 2007, pp. 85-99.
22 E. Alarcdn, A. Aspée, M. Gonzalez-Béjar, A. M. Edwards, E. Lissi, J. C. Scaiano, Photochem. Photobiol. Sci.
9 (2010) 861.
2 F. J. Fard, Z. M. Khoshkhoo, H. Mirtabatabaei, M. R. Housaindokht, R. Jalal, H. E. Hosseini, M. R.
Bozorgmehr, A. A. Esmaeili, M. J. Khoshkholgh, Spectrochim. Acta Part A: Mol. Biomol. Spectrosc. 97 (2012)
74.
4], G. Da Silva, A. A. R. Despaigne, Sonia, R. W. Louro, C. C. Bandeira, E. M. Souza-Fagundes, H. Beraldo,
Eur. J. Med. Chem. 65 (2013) 415.
%5 S. Bobone, M. van der Weert, L. Stella, J. Mol. Struct. 1077 (2014) 68.
% E. Alarcon, A. M. Edwards, A. Aspee, F. E. Moran, C. D. Borsarelli, E. A. Lissi, D. Gonzalez-Nilo, H.
Poblete, J. C. Scaiano, Photochem. Photobiol. Sci. 9 (2010) 93.
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cm M a 280 nm.?? Essa solucdo foi estocada em geladeira e utilizada em um prazo maximo
de uma semana.

As solucdes estoque dos complexos (C = 0,5 mM, DMSO) foram preparadas no
momento da realizacdo do experimento. A solucdo estoque de ASH (3 mL a 2 uM) foi
titulada através de 7 adigcdes de 10 uL do composto em estudo. A mistura foi mantida sob
agitacdo e cada adigéo foi feita num intervalo fixo de tempo, como por exemplo, adi¢des de 5
em 5 min. A quantidade de DMSO dentro da cubeta foi de no maximo 2,5 % v/v, garantindo a
ndo interferéncia do mesmo nos resultados. O espectro de emissdo de ASH na auséncia e na
presenca dos complexos foi registrado na regido de 310 a 550 nm com excitagcdo em 295 nm.
As janelas de excitacdo e emissdo, nimero de leituras e a temperatura (298 K) foram mantidas
constantes em todos 0s experimentos.

O mecanismo de supressdo pode ocorrer de varias maneiras diferentes, sendo que 0s
principais sdo: estatico ou dindmico. No mecanismo dindmico ocorrem colisdes (encontros
difusivos) entre o agente supressor (composto em estudo) e o fluoréforo (ASH). Por outro
lado, no mecanismo estatico o agente supressor forma um complexo ndo fluorescente com o
fluoréforo.2"28

Os parametros relacionados a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia do ASH, por
mecanismo dinamico, podem ser calculados usando as equacdes de Stern-Volmer (Equagdes
2.4¢2.5),

Fo/F = 1+ Kp [Q] Equacéo 2.4

Ko = Kq70 Equacéo 2.5

onde, Kp € a constante de supressdo de Stern-Volmer (M) que pode ser obtida pela plotagem
de Fo/F versus [Q]. Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca,
respectivamente, do agente supressor da fluorescéncia, [Q] é a concentragdo do agente
supressor e o é 0 tempo de vida da fluorescéncia na auséncia do agente supressor. E
interessante notar que, Kp™ é a concentracdo na qual 50 % da intensidade da fluorescéncia é

suprimida, ou seja, Fo/F = 2.

21 C. D, Geddes, Meas. Sci. Technol. 12 (2001) R53.
2 J. R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, University of Maryland School of Medicine,
Baltimore, Maryland, USA. 3™ ed. Springer, p. 277-330, 2006.
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Por meio da Equacgéo 2.4 pode-se obter o valor da constante de supressdo dindmica ou
bimolecular, Kq. Este € um dos parametros que nos da informagdes sobre a eficiéncia (ou
acessibilidade do agente supressor ao fluor6foro) e o mecanismo de supressdo. Em processos
dindmicos, o valor maximo encontrado para essa constante foi de aproximadamente 10'° M
s, em solucgdo aquosa. Valores maiores de Kq indicam a formagdo de ligagdo entre o agente
supressor e o fluoréforo.?22"2 Os mecanismos estatico e dindmico podem ser distinguidos
por meio de medidas do tempo de vida de fluorescéncia, obtencdo de espectros de absorcéo
do fluor6foro e por estudos variando a temperatura ou a viscosidade do meio.?

Se 0 mecanismo de supressdo for dindmico, a constante de Stern-Volmer é chamada
de Kp. Para qualquer outro processo, a constante é chamada de Ksy. No caso do mecanismo
estatico, essa constante € denominada Ks e é definida como constante de associacdo do
complexo formado pelo agente supressor e o fluordforo.?”? Neste caso, a equagdo de Stern-
Volmer (Equacéo 2.4) pode ser representada pela Equagdo 2.6. No mecanismo de supressao
estatica, 0 tempo de vida da fluorescéncia na auséncia do agente supressor (to) permanece

constante (to = 2,7 ns para Trp-214).%8

Fo/lF = 1+ Ks [Q] Equacéo 2.6

Outros parametros de interesse podem ser obtidos por meio da Equacdo de
Scatchard?42°-3! (Equacéo 2.7),

log[(Fo-F)/F] = log[Ks] + n log[Q] Equacéo 2.7

onde, Ky é a constante de ligacdo ou constante de associacdo aparente para a interacéo
proteina-agente supressor e n € o numero de sitios de ligacdo. Os valores de n e Ky podem ser
obtidos do coeficiente angular e intercepto, respectivamente, da plotagem linear de log[(Fo -
F)/F] versus log[Q].

Além dos mecanismos dinamico e estatico que ocorrem com fluoroforo na presenca de
um agente supressor, a supressdo pode ocorrer por meio da atenuacdo da luz incidente pelo
fluor6foro ou outra espécie absorvedora. A atenuacdo da luz incidente ocorre devido a

absorcdo ou espalhamento da fluorescéncia emitida, provocando um aparente decréscimo da

2 N. Wang, L. Ye, B. Q. Zhao, J. X. Yu, Braz. J. Med. Biol. Res. 41 (2008) 589.
30 X. Fu, Z. Lin, H. Liu, X. Le, Spectrochim. Acta Part A: Mol. Biomol. Spectrosc.122 (2014) 22.
3L A Ray, B. K. Seth, U. Pal, S. Basu, Spectrochim. Acta Part A 92 (2012) 164.
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intensidade de fluorescéncia. Este processo é chamado efeito filtro e a intensidade de
fluorescéncia depende das densidades dpticas da amostra nos comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo.?® O efeito pode ser corrigido usando a Equagdo 2.8, na qual Feor é a
fluorescéncia corrigida, Fops € a fluorescéncia observada a 340 nm, DOex € DOem Sd0 as
densidades dpticas observadas nos comprimentos de onda de excitagdo (295 nm) e emissao
(340 nm), respectivamente.

Feorr = Fops x 10[(DOex+ DOem)/2] Equacdo 2.8
Sendo assim, as Equaces 2.6 e 2.7 serdo substituidas pelas Equacdes 2.9 e 2.10.
Fo/Feorr =1+ Kqro[Q] = 1 + Ks [Q] Equacdo 2.9
log[(Fo — Fcorr)/Feorr] = l0gKs + n log[Q] Equacéo 2.10

2.3.5 Estudos de interac@o com o agente redutor ditionito de sodio (DTN)

Reducdo dos complexos (4) e (7) na presenca de 10 ou 3 equivalentes molares do
redutor ditionito de sddio (Na2S204) foi monitorada em funcdo do tempo por espectroscopia
eletronica. Para tanto, foram preparadas solu¢Ges dos complexos (4) e (7) (25 uM) em tampéao
Tris-HCI (NaCl 50 mM, Tris-HCI 5 mM, pH =7.2) 5% DMSO.

Solugdes do complexo (4) em Tris-HCl 5% DMSO contendo 3 ou 10 equivalentes
molares de DTN foram também monitoradas em funcéo do tempo (t=10 min,t=1het=2
h) por espectrometria de massas. Espectros de massas do complexo (4) e do ligante H2AcPh

(25 uM) na auséncia do agente redutor foram obtidos para comparacéo de resultados.
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Capitulo 3 Complexos de rénio(l) com hidrazonas derivadas de 2-
acetilpiridina

Neste capitulo sdo apresentadas a caracterizacdo e a investigacdo de bioatividades de
trés complexos organometalicos de rénio(l) com hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina
(Figura 3.1). Estes complexos tiveram sua atividade avaliada contra 0s microrganismos
Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida lusitaniae,
Candida parapsilosis e Candida tropicalis. Testes de citotoxicidade foram realizados frente as
células NCI-H460 (carcinoma pulmonar humano) e frente as células ndo-tumorais HUVECs
(células endoteliais de veia umbilical humana). Além disso, foram realizados estudos de
interacdo dos complexos de rénio(l) com albumina sérica humana (ASH).

7N\
0 H 0 R= H, [ReC1(CO);(H2AcPh)] (1)
0) Cl, [ReCI(CO);(H2Acp CIPh)]0,5C,Hg (2)

NO,,  [ReCl(CO);(H2AcpNO,Ph)]0,5C,H (3)

Figura 3.1 Estrutura genérica dos complexos de rénio(l).

3.1 Caracterizacao dos compostos

Foram obtidos complexos de rénio(l) com 2-acetilpiridina-fenilhidrazona (H2AcPh), 2-
acetilpiridina-para-clorofenilhidrazona (H2AcpCIPh) e 2-acetilpiridina-para-
nitrofenilhidrazona (H2AcpNO2Ph): [ReCI(CO)3(H2ACPN)] (D),
[ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-0,5C7Hs (2) e [ReCI(CO)s(H2AcpNO2Ph)]-0,5C7Hs (3) (Figura

3.1). As hidrazonas utilizadas na sintese desses complexos ja foram descritas na literatura.l

1. Patole, U. Sandbhor, S. Padhye, D. N. Deobagkar, C. E. Anson, A. Powell, Bioorg. Med. Chem. Lett. 13 (2003)
51.

2 S, Choudhary, J. R. Morrows, Angew. Chem. Int. Ed. 41 (2002) 4096.

3 A. A  R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. Da Costa, N. L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc.
21 (2010) 1247.
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3.1.1 Analises

Rendimento das reacBes, temperatura de fusdo, massas molares, microandlises e
condutividade molar dos complexos (1-3) estdo apresentados na Tabela 3.1. Os resultados das
analises estdo de acordo com a estrutura proposta para os complexos de rénio(l),
[ReCI(CO)3(HL)], nos quais uma molécula de hidrazona coordena-se ao ion rénio(l) na forma
neutra (HL), juntamente com trés ligantes carbonil e um cloreto. As andlises condutimétricas
indicam que todos os complexos sdo ndo-eletrélitos* em DMF (Tabela 2.1, pagina 24). Os
complexos (2) e (3) contém moléculas de tolueno de cristalizacéo, as quais foram confirmadas
por analises termogravimétricas, onde verifica-se a perda de massa equivalente a essas

moléculas entre 30 e 150 °C.

Tabela 3.1 Rendimento, temperatura de decomposicéo?, analise elementar®, termogravimetria®, massa
molar e condutividade molar (DMF, 1 mM) dos complexos [ReCI(CO)s(H2AcPh)] (1),
[ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-0,5C7Hs (2) e [ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-0,5C7Hs (3)

Rend. Tec TG MM Awm
Compostos %C %H %N
1 % /°C /% /g mol?! /cm? Q! mol?
277 37,80 2,43 747
1 89,4 --- 544,96 7,99
(147,4 -148,2) (37,47) (2,40) (7,71)
272 37,20 2,34 7,01 7,05
2 89,0 625,48 7,86
(167,0 -169,0) (39,37) (2,58) (6,72) (7,37)
274 38,72 250 8,99 7,50
3 83,4 636,03 7,87

(220,0 - 224,0) (38,71) (2,54) (8,81) (7,26)

2 Faixa de temperatura de fusdo dos respectivos ligantes entre parénteses;
b valores tedricos entre parénteses.

3.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os complexos (1-3) foram caracterizados por RMN de H, *C{*H}, DEPT 135 e mapas
de contorno COSY e HMQC utilizando-se DMSO-ds como solvente. Os espectros de RMN dos
complexos (1-3) foram obtidos no aparelho de 400 MHz. A numeragdo adotada para a
atribuicdo dos atomos de H e C e os resultados estdo apresentados nas Tabelas 3.2 e 3.3. Os

espectros de RMN de H e 3C{*H} do complexo (1) serdo apresentados nas Figuras 3.3 e 3.4.

4W. J. Geary, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81.
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Os espectros de RMN de 'H e BC{*H} da hidrazona H2AcPh apresentam sinais
duplicados, indicando a existéncia dos isomeros configuracionais Z e E (Figura 3.2) em solugéo,
sendo este Gltimo o isdmero majoritario.® Conforme apresentado na Tabela 3.2, os sinais de
N(3)-H em 10,90 e 15,80 ppm foram atribuidos aos isdmeros E (97 %) e Z (3 %),
respectivamente. O sinal mais desblindado (15,80 ppm) é caracteristico de N(3)-H em ligacdo
de hidrogénio com o atomo de nitrogénio do anel piridinico.> Ja no isémero E, N(3)-H faz
ligacdo de hidrogénio com o solvente® (DMSO) e o sinal encontra-se mais blindado (10,90
ppm).

No espectro de RMN de 3C{*H} da hidrazona H2AcpCIPh ndo foram observados sinais
referentes ao isdmero Z devido a baixa solubilidade do composto em DMSO. No entanto, a
presenca desse isdmero pode ser confirmada pela presenca do sinal N(3)-H em 15,86 ppm no
espectro de RMN de *H. O espectro de RMN de 'H e BC{*H} de H2AcpNO:Ph apresenta
apenas um sinal para cada hidrogénio e para cada carbono. No espectro de RMN de H o sinal
de N(3)-H é observado em 11,21 ppm, indicando a presenca do isdmero E.

B
= CH;
]
N D —
SNH
0) 6)
(E) (2)

Figura 3.2 Isbmeros configuracionais E e Z da hidrazona H2AcPh.

> A. M. B. Bastos, A. F. C. Alcantara, H. Beraldo, Tetrahedron 61 (2005) 7045.
 A. P. Rebolledo, M. Vieites, D. Gambino, O. E. Piro, E. E. Castellano, C. L. Zani, E. M. Souza-Fagundes, L. R.
Teixeira, A. A. Batista, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 99 (2005) 698.
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Tabela 3.2 Atribuigdes (A), nimero de hidrogénio (N°), multiplicidade® e deslocamentos quimicos (ppm) dos
sinais de RMN de *H dos complexos (1-3) e hidrazonas livres (DMSO-ds)

o
A Ne H2AcPh 1 H2AcpCIPh 2 H2AcpNO,Ph3 3
Z(3%) E (97 %) Z(2%) E (98 %) E
N@B)-H 1 1580(s) 10,90 (s)  12,50(s) 15,86(s) 10,96(s) 12,60 (s) 11,21 (s) 12,94 (s)
H3 1 7,86(d) 8,14 (m) 8,46 (d) --- 8,10 (m) 8,47 (d) 8,16 (d) 8,49 (d)
H4 1 812(m) 7,85(m) 8,37 (td) - 7,84 (m) 8,37 (td) 791(t)  841-837(m)
H5 1 761(m) 7,42(m) 7,85-7,88(m)  --- 743(t) 7,85-788(m) 747(t)  7,86-—7,90(m)
H6 1 891(d) 8,66 (d) 9,06 (d) 8,92 (d) 8,62 (d) 9,06 (d) 8,64 (d) 9,07 (d)
H10e H14 2 7,93 (m) 8,00 (d) - 7,92 (m) 8,01 (d) 8,19 (d) 8,22 (d)
H1leH13 2 7,54 (d) 7,57 () 7,60 (d) 7,66 (d) 8,38 (d) 8,42 (d)
H12 1 7,61 (m) 7,64 (1)
H15 3 249(s) 2,46 (s) 2,62 () 2,50 (s) 2,62 (s) 2,50 (s) 2,67 (s)
4 3 15
57 N\ C{
T YT
17
/ 16
o H O R= H, [ReC1(CO);(H2AcPh)] (1)
o) Cl, [ReCl(CO);(H2Acp CIPh)]-0,5C,Hg (2)

NO,,  [ReCI(CO);(H2Acp NO,Ph)]0,5C,Hy (3)

@ Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; td = triplodupleto.
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Tabela 3.3 Atribuigdes (A) e deslocamentos quimicos (ppm) dos principais sinais de RMN de

13C{*H} e DEPT 135 dos complexos (1-3) e hidrazonas livres (DMSO-ds)

Capitulo 3

3

A DEPT® H2AcPh 1 H2AcpCIPh 2 H2AcpNOPh® 3

z E E E
C2 1446 1434 1533 1444 1532 1491 1531
C3 1 1248 1203 1289 1204 1290 1204 1292
c4 1 1386 1365 1402 1364 1402 1366 1403
C5 1 1247 1240 1295 1242 1296 1243 1298
C6 1 147,7 1485 1532 1486 1532 1486 1533
C(7)=N 1524 1550 1775 1550 1778 1548 1782
C(8)=0 1640 1625 1625 1632 1615 1627 1610
C9 131,9 13151322 1327 1309 1341 1378
Cl0eCl4 1 128,2 1280 1302 1302 1295 1295
ClleC13 1 128,2 1285 1283 1283 1233 1238
Cl2  f/--/-- 1333 1339 1322 1366 1371 1396 1496
C15 1 124 221 165 125 165 12,8 16,6
C16 - - 1982 - 1982 198,2
C17 -~ - 1970 - 1970 197,1
C18 ~- - 1880 .- 1880 188,0
4 3 15
6_N,///,2 ' \\\\\N—NH g
P 3 - 12 R
% 16 \ © 14 13
& I o
0
R= H, [ReC1(CO)3(H2AcPh)] (1)
ClL, [ReCl(CO)3(H2Acp CIPh)]0,5C;Hy (2)

NO,,  [ReCl(CO);(H2AcpNO,Ph)]-0,5C,Hy (3)

21 representa o simbolo convengdo no DEPT 135 para CH e CHa.
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Nos espectros de RMN de BC{*H} e H dos complexos (1-3) foi observado apenas um
sinal para cada carbono e para cada hidrogénio, caracteristico da configuracdo E. A
configuracdo E das hidrazonas coordenadas foi confirmada pela obtencédo das estruturas de raios
X dos complexos (1), (2a) e (3a), que serdo apresentadas posteriormente. Nos espectros de
RMN de 'H de todos os complexos foi possivel observar mudancas nos deslocamentos dos
hidrogénios associados com a ligacdo ao metal. Os principais sinais afetados pela complexacéo
sdo referentes aos hidrogénios piridinicos e dos grupos N(3)-H e acetil. Ndo foram observadas
mudancas significativas nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do grupo fenil.

O espectro de RMN de *H do complexo (1) esta apresentado na Figura 3.3. No espectro
do complexo observa-se um dupleto em 9,06 ppm, referente ao hidrogénio H6, o qual se
encontra deslocado em relacdo a hidrazona livre (8,63 ppm). Os sinais dos demais hidrogénios
da piridina também se deslocaram e foram observados em torno de 7,85 — 8,46 ppm, indicando
a coordenacdo do metal via atomo de nitrogénio heteroaromatico. O sinal de hidrogénio do
grupo C(15)-H aparece deslocado (2,62 ppm) em relacdo a hidrazona livre (2,50 ppm),
indicando a coordenacdo via nitrogénio iminico. O sinal de hidrogénio do grupo N(3)-H foi
observado em 12,50 ppm.

Nos espectros de RMN de *C{*H} também foi possivel observar um deslocamento
significativo dos sinais das hidrazonas ap6s a coordenacdo ao rénio(l), principalmente os sinais
dos carbonos C2, C7 e C15 (Tabela 3.3). Na Figura 3.4 estdo apresentados como exemplo 0s
espectros de RMN de B*C{*H} do ligante H2AcPh e do complexo (1).

Além disso, no espectro de RMN de *C{*H} do complexo (1) foi possivel observar trés
sinais de carbono em 198,2, 197,0 e 188,0 ppm referentes ao grupo fac-[Re(CO)s]" em que 0s
trés ligantes faciais C=0 estdo em posic¢ao trans aos grupos Npy, Nimina € Cl. Os dois sinais mais
desblindados (198,5 e 197,5 ppm) séo referentes ao ligante C=0 em posigdo basal (C17 e C18)
enquanto que o sinal em 188,0 ppm refere-se ao grupo C=0 em posigdo axial (C16). Essa
diferenca de deslocamento quimico entre as posi¢Oes axial e basal esta relacionada com as
diferentes caracteristicas aceptoras/doadoras dos &tomos de nitrogénio da hidrazona e do ligante

cloreto situados em posicao trans ao grupo carbonil.
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Figura 3.3 Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) do ligante H2AcPh (200 MHz) e seu complexo
[ReCI(CO)s(H2AcPh)] (1) (400 MHz).
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Figura 3.4 Espectro de RMN de *C{*H} (DMSO-ds) do ligante H2AcPh (200 MHz) e seu complexo
[ReCI(CO)s(H2AcPh)] (1) (400 MHz).

Ligantes do tipo m-doadores (representados pela Figura 3.5 A) sdo aqueles que possuem
orbitais de simetria = em torno do eixo da ligagdo M—L ja preenchidos por elétrons, como por
exemplo CI, OH e H20. Ja os ligantes m-aceptores (representados pela Figura 3.5 B) séo
aqueles que possuem orbitais ©* (r anti-ligantes) vazios e podem receber densidade eletronica

proveniente dos orbitais d do metal. Neste caso, o ligante doa densidade eletrénica via ligagdo

48



Capitulo 3

o e recebe via ligacdo w. Este processo é chamado de retrodoacdo. Compostos tais como CO,

N, e PR3 sdo exemplos tipicos de ligantes r-aceptores.’

(A)Q@ (B) Q@LD
IR YT

'

(©

\ I,4
i, \\\\\\\\\
", 8

M- — —
O=C—M=—L 0=—C=—M—L
= \\
O/ % (i) (ii)

|
O

Figura 3.5 Esquema mostrando a doagéo de elétrons entre os orbitais d vazios do metal e um ligante
do tipo n-doador (A) e m-aceptor (B). Arranjo espacial de ligantes carbonil e ligantes L, com diferentes
caracteristicas aceptoras/doadoras, em torno do centro metalico (C). (i) e (ii) sdo as formas candnicas

em torno do centro metalico.

Na Figura 3.5 C esta representado um complexo octaédrico com ligantes carbonil e
ligantes L com diferentes caracteristicas n-aceptoras. Quando L = CO, a retrodoag&o ir4 ocorrer
em ambos os sentidos ao longo de um eixo OC-M-CO, pois tém-se 0s mesmos ligantes com as
mesmas caracteristicas n—aceptoras. Neste caso, ambas as formas canénicas (i) e (ii) irdo
contribuir para o hibrido de ressonancia (50 % de retrodoacdo para cada ligante). Quando outros
ligantes n—aceptores presentes no complexo competem pelos elétrons d do metal, a forma
candnica (i) ira prevalecer. Este comportamento é contrério ao observado com ligantes r-
doadores, que irdo fornecer elétrons ao &tomo metalico e, indiretamente, para os orbitais ©* do
CO, fazendo com que a forma candnica (ii) prevaleca.’

No caso dos complexos (1-3), o &tomo de carbono C16, que é trans ao ligante n-doador
cloreto, participa de uma ligacdo C(16)O com mais carater de ligacdo dupla [forma candnica
(ii)] do que os &tomos de carbono (C17 e C18) que estdo em posicdo trans aos atomos de

nitrogénio N1 e N2, justificando a atribui¢do do sinal do carbono C16 em 188,0 ppm.

7 P. Atkins, T. Overton, J. Rourke, M. Weller, F. Amstrong, M. Hagerman, Shriver and Atkins’ Inorganic
Chemistry, W. H. Freeman and Company, Fifth Edition, 824p, 2010.
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Os deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de 'H e BC{*H}, bem
como a presenca do sinal de hidrogénio do grupo N(3)-H, corroboram com a proposta da
coordenacdo bidentada das hidrazonas ao rénio(l) via atomo de nitrogénio piridinico (Npy) €

atomo de nitrogénio iminico (Nimina).

3.1.3 Espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho (1V)

Na Tabela 3.4 estdo apresentados os numeros de onda maximos das bandas mais
importantes observadas nos espectros vibracionais das hidrazonas livres e seus complexos de
rénio(l) na regido de 4000 a 400 cm™. Nos espectros das hidrazonas livres foi possivel observar
bandas em torno de 3181 — 3288 e 1653 — 1676 cm™ as quais foram atribuidas aos estiramentos
dos grupos N-H e C=0, respectivamente.® Nos espectros dos complexos (1-3) as bandas de
estiramento das ligac6es N-H e C=0 foram observadas em torno de 3214 — 3372 e 1670 — 1682
cm?, respectivamente. Um espectro de infravermelho representativo dos complexos de rénio(l)
com hidrazonas esta apresentado na Figura 3.6 .

Nos espectros dos complexos de rénio(l) com hidrazonas sdo observadas bandas
referentes aos estiramentos C=N e C=0, e a deformac&o no plano do anel piridinico que sofrem
deslocamentos significativos quando comparadas aos espectros das hidrazonas livres. Estes
deslocamentos sdo de grande importancia na determinacdo do modo de coordenacgéo do ligante

ao centro metalico.

Tabela 3.4 Nimero de onda / cm* das principais bandas observadas nos espectros vibracionais
de absorcéo na regido do infravermelho dos complexos [ReCI(CO)s(H2AcPh)] (1),
[ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-0,5C7Hs (2) e [ReCI(CO)s(H2AcpNO2Ph)]-0,5C7Hs (3), e hidrazonas livres

Compostos  v(N-H) v(C=0) v(C=0) v(C=N) p(py)
H2AcPh 3181 --- 1653 1580, 1544, 1467 621

1 3230 2026, 1912,1896 1670 1606, 1510, 1478 648
H2AcpCIPh 3287 --- 1659 1588, 1524, 1474 623
2 3214 2026, 1914,1900 1678 1596, 1514, 1474 646
H2AcpNO2Ph 3188 --- 1676 1580, 1516, 1472 619
3 3372  2022,1932,1862 1682 1586, 1530, 1478 644

8 K. Nakamoto, Infrared and Raman spectra of inorganic and coordination compounds Part B. 6th ed. New York:
Wiley, 2009.
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Figura 3.6 Espectros de absor¢do da regido do infravermelho do complexo (1) e da
hidrazona H2AcPh (vermelho), obtidos em pastilha de KBr. Regido de 4000 a 400 cm™ (A) e regido
expandida (1700 a 400 cm™?) (B).

Como pode ser observado na Tabela 3.4, bandas em torno 1467 — 1588 cm:, atribuidas

ao estiramento da ligacdo C=N dos ligantes livres, foram deslocadas para 1474 — 1606 cm™

apos a complexacdo ao centro metalico, indicando a coordenacdo do atomo de nitrogénio
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iminico.3®® A complexagio também provoca deslocamento das bandas correspondentes a
deformacéo no plano do anel da piridina para maior nimero de onda, sugerindo a coordenacao
via atomo de nitrogénio heteroaromatico.>%*°

Nos espectros de todos os complexos foram observadas trés novas bandas na regido de
1862 - 2028 cm?, referentes ao estiramento dos grupos C=0, consistente com a estereoquimica
facial (fac) em torno do centro metalico.!®! Essas bandas encontram-se deslocadas para menor
nimero de onda em relagdo ao CO isolado’ [v(CO) = 2143 cm™)] e ao precursor [ReCI(CO)s],
que apresenta trés bandas em torno de 1950 — 2050 cm™.

Como descrito na secdo anterior, dependendo do ligante (L) participando da ligacéo
L-M-CO, a ligacdo CO tera carater de dupla ou tripla (Figura 3.5 C, pag. 49). As frequéncias
de estiramento CO podem ser utilizadas para determinar a ordem da forca doadora ou aceptora
de outros ligantes presentes no complexo. A vibracdo CO aumenta quando L = mw-aceptor e
diminui quando L = nt-doador, como no caso do ligante cloreto. Portanto, a banda em torno de
1862 a 1900 cm™* no espectro dos complexos (1-3) pode ser atribuida ao estiramento da ligagdo
C(16)0.

Os dados de infravermelho reforcam a proposta de formagdo do complexo
[ReCI(CO)3(HL)] contendo o grupo fac-[Re(CO)3]" e uma hidrazona (HL) se coordenando de

forma bidentada pelo sistema Npy-Nimina.

3.1.4 Cristalografia de raios X

Monocristais dos complexos [ReCI(CO)3(H2AcPh)] 1) e
[ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-DMSO (3a) adequados para a difracdo de raios X foram obtidos
apos a recristalizacdo dos compostos a temperatura ambiente em DMSO-ds. J& 0s monocristais
do complexo [ReCl(CO)3(H2AcpCIPh)]-DMSO (2a) foram obtidos a baixa temperatura
(geladeira) em uma mistura DMSO/CH30H (1:2).

Medidas de difragdo de raios X dos cristais dos complexos de rénio(l) foram realizadas
em um difratdbmetro Oxford-Diffraction GEMINI (LabCri) com fonte de grafite Mo Ka (A =
0,71073 A). Os dados foram coletados a temperatura ambiente (293 K) ou, no caso do complexo

(2a), a baixa temperatura (200 K), utilizando o programa CrysalisPro, versdo 1.171.35.21 -

®D. X. West, I. S. Billeh, J. P. Jasinski, J. M. Jasinski, R. J. Butcher, Transition Met. Chem. 23 (1998) 209.

10N. Lazarova, J. Babich, J. Valliant, P. Schaffer, S. James, J. Zubieta, Inorg. Chem. 44 (2005) 6763.

1 G. Wu, D. R. Glass, d. May, W. H. Watson, D. Wiedenfeld, M. G. Richmond, J. Organomet. Chem. 690 (2005)
4993.
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Agilent Technologies. As estruturas foram resolvidas por métodos diretos e refinadas pelo
método de minimos quadrados F? utilizando programas SHELX.!2

Na Tabela 3.5 estdo apresentados os dados relacionados a coleta e refinamento da
estrutura cristalina dos complexos (1), (2a) e (3a), bem como das hidrazonas H2AcPh! e
H2AcpCIPh®® previamente descritas na literatura. Os valores de comprimentos e angulos de
ligacdo estdo apresentados nas Tabelas 3.6 e 3.7.

O complexo (1) cristalizou-se no sistema monoclinico (grupo espacial P21/n) e os
complexos (2a) e (3a) cristalizaram-se no sistema triclinico (grupo espacial P-1), todos
contendo apenas uma molécula por unidade assimétrica. As estruturas cristalinas dos
complexos (1), (2a) e (3a) estdo apresentadas na Figura 3.7. Uma molécula de DMSO esta
presente nos complexos (2a) e (3a) como solvente de cristalizacdo. Como mostrado
anteriormente pelos espectros de RMN de H, as hidrazonas adotam uma configuracéo E e se
coordenam como uma molécula neutra através dos &tomos N1 e N2, formando um anel quelato
de cinco membros. Embora a literatura relate que as hidrazonas estudadas coordenam a
diferentes metais de maneira tridentada (Npy-N-0),3*31* o arranjo facial do grupo [Re(CO)s]"
previne a coordenacdo tridentada, como observado nas estruturas cristalograficas de outros
complexos de tricarbonilrénio(l) com hidrazonas similares.!>1®

Comparando-se as distancias de ligacdo obtidas para o complexo (1) com a hidrazona
H2AcPh, podemos verificar o alongamento das ligagbes C(7)-N(2), N(3)-N(2) e N(1)-C(2), as
quais passam de 1,264(3), 1,375(2) e 1,325(3) A (H2AcPh) para 1,285(4), 1,409(3) e 1,368(4)
A [complexo (1)], respectivamente. Foi observado também um pequeno encurtamento do
comprimento da ligagdo C(2)-C(7) do ligante livre [1,487(2) A] para o complexo (1) [1,478(4)
A]. O encurtamento da ligacdo C(2)-C(7) foi mais pronunciado no caso do complexo (2a),
variando de 1,4900(18) A (H2AcpCIPh) para 1,475(4) A ap6s a complexaco.

O cétion rénio(l) liga-se a dois atomos de nitrogénio da hidrazona, um ion cloreto e trés
ligantes carbonil em um arranjo facial, adotando uma geometria octaédrica distorcida. O arranjo
facial do grupo [Re(CO)s]* é confirmado pelos valores da ligagcdo Re-C e do angulo C-Re-C
em torno de 1,898(5) — 1,915(2) A e 88,34(11) — 90,27(13)° respectivamente,*” como mostrado

2. G. M. Sheldrick, Acta Cryst. C71 (2015) 3.

13 E. D. L. Pilé, A. A. Recio-Despaigne, J. G. Da Silva, I. P. Ferreira, J. A. Takahashi, H. Beraldo, Polyhedron
97 (2015) 30.

14 A, A. R. Despaigne, F. B. Da Costa, O. E. Piro, E. E. Castellano, S. R. W. Louro, H. Beraldo, Polyhedron 38
(2012) 285.

15J. Grewe, A. Hagenbach, B. Stromburg, R. Alberto, E. Vazquez-Lopez, U. Abram, Z. Anorg. Allg. Chem. 629
(2003) 303.

16 p, Barbazan, R. Carballo, I. Prieto, M. Turnes, E. M. Vazquez-Ldpez, J. Organomet. Chem. 694 (2009) 3102.
M. Lipowska, R. Cini, G. Tamasi, X. Xu, A. T. Taylor, L. G. Marzilli, Inorg. Chem. 43 (2004) 7774.
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nas Tabelas 3.6 e 3.7. Nessa estrutura, dois grupos carbonil estdo ligadas em posic¢éo basal,
trans aos &tomos N1 e N2, enquanto que o outro grupo carbonil liga-se, juntamente com o ion
cloreto, em posi¢ao axial. Apesar do maior poder m-receptor dos atomos de nitrogénio da
hidrazona quando comparado ao ion cloreto, as distancias Re-C em posi¢édo axial e basal séo

aproximadamente iguais.
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Figura 3.7 Diagramas ORTEP de: [ReCI(CO)s(H2AcPh)] (1) (A), [ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-DMSO
(2a) (B) e [ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-DMSO (3a) (C).
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Tabela 3.5 Resumo da colegdo de dados cristalograficos e resultados dos refinamentos das estruturas cristalograficas das hidrazonas H2AcPh! e H2AcpCIPh™?
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e dos complexos [ReCI(CO)s(H2AcPh)] (1), [ReCI(CO)s(H2AcpCIPh)]-DMSO (2a) e [ReCI(CO)3(H2AcpNO,Ph)]-DMSO (3a)

Compostos H2AcPh? 1 H2AcpCIPh®? 2a 3a

Formula empirica C14H13N30 C17H13CIN3O4Re C14H12CIN3O C1gH15CI2N30sReS C1gH1sCIN4O7ReS
Massa molecular (g mol™) 239,27 544,95 273,72 657,52 668,08
Temperatura (K) 200 293(2) 200(2) 293(2)
Comprimento de onda (A) 0,71073 0,71073 0,71073 0,71073

Sistema cristalino, grupo espacial  ortorrdbmbico, Pbcn monoclinico, P2:/n Monoclinico, P2:/c triclinico, P-1 triclinico, P-1

Tamanho do cristal (mm?)
Parametros da célula unitéria
a(A)

b (A)

¢ (R)

o (°)

B

Y ()

VAY)Iz

Densidade calculada (mg m®)
Coeficiente de absorgdo (mm-?)
F(000)

Intervalo de 6 (°)

Faixa de indices de Miller

Reflexdes coletadas
Reflexdes Unicas (Rint)
Completeza
Dados/restri¢des/parametros
S

indices de R final [I>25(1)]

indices de R (todos os dados)

Apmax € Apmin (e AB)

0,40x0,25x0,15

18,888(3)
7,9514(7)
16,0749(15)
90

90

90
2414,3(5)/ 8
1,317

0,086

1008

4041

1877 (0,0430)

R: =0,0370

R: = 0,0370; wR:

0,0973
0,143 ¢ -0,113

0,10 x 0,05 x 0,02

12,6872(2)
9,5720(2)
14,9830(2)
90

98,300(2)

90

1800,51(5) / 4
2,010

6,925

1040

1,97 - 33,01
119<h<19
14<k<13
22<1<22
39210

6375 (0,0358)
0 = 25.24°
6375/0/235
1,189

R: = 0,0226;
WR; = 0,0615
R: = 0,0343;
WR; = 0,0662
0,923 ¢ -0,854

0,65x0,23x0,14

5,03660(10)
30,8895(7)
8,1486(2)
90
93,506(2)
90
1265,37(5) / 4
1,437
0,296
568
2,59 26,37
6<h<6
-38 < k<38
110<1<10
25665
2592 (0,0324)
0=26,34°
2592/0/176
1,098
R: = 0,0328;
WR; = 0,0839
R: = 0,0359;
WR, = 0,0860
0,206 € -0,233

0,15x 0,07 x 0,02

8,7687(4)
11,1002(5)
12,9282(5)
113,002(4)
97,163(4)
93,603(4)
1140,66(9) / 2
1,914

5,688

636

2,01 32,89
113<h<13
16 <k<16
19<1<19
35574

7953 (0,0490)
0 = 25.24°
7953/0/ 283
1,061

R: = 0,0255;
WR; = 0,0478
R: = 0,0333;
WR; = 0,0508
0,635 e -1,558

0,10 x 0,05 x 0,02

8,8972(5)
11,1200(6)
12,9995(6)
112,409(4)
96,989(4)
93,490(4)
1172,08(11) / 2
1,893

5,434

648

2,00 - 29,55
11<h<10
11<k<15
17<1<17
8702

5446 (0,0405)
0=2632°
5446 /0 / 300
1,089

R: = 0,0300; WR; =
0,0676

R: = 0,0395;
WR; = 0,0720
0,662 ¢ -0,884
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Tabela 3.6 Principais comprimentos (A) de ligacio das hidrazonas H2AcPh' e H2AcpCIPh'® e dos
complexos [ReCI(CO)s(H2AcPh)] (1), [ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-DMSO (2a) e
[ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-DMSO (3a). Desvio padréo entre parénteses
Atomos H2AcPh! 1 H2AcpCIPh®? 2a 3a
N(1)-C(2) 1,325(3)  1,368(4) 1,3345(19) 1,341(3) 1,358(6)
N(3)-C(8) 1,347(3)  1,350(4) 1,3590(17) 1,356(3) 1,354(6)
N(3)-N(2) 1,375(2)  1,409(3) 1,3810(15) 1,395(2) 1,403(4)
C(7)-N(2) 1,264(3)  1,285(4) 1,2860(18) 1,290(3) 1,295(5)
C(7)-C(2) 1,487(2)  1,478(4) 1,4900(18) 1,475(3) 1,479(6)
C(8)-0(1) 1,219(2)  1,223(4) 1,2260(16) 1,217(3) 1,220(5)

C(8)-C(9) 1,493(4) 1,500(3)  1,506(6)
Re(1)-C(16) 1,911(3) 1,905(3)  1,898(5)
Re(1)-C(17) 1,909(3) 1,904(2)  1,900(5)
Re(1)-C(18) 1,912(3) 1,915(2)  1,913(4)
Re(1)-N(1) 2,163(2) 2156(2)  2,157(3)
Re(1)-N(2) 2,187(2) 2,2069(18)  2,201(3)
Re(1)-CI(1) 2,4872(8) 2,4851(6) 2,4877(12)

Observa-se um grande desvio do valor esperado para os angulos trans (180°) em torno
do sitio rénio(l) indicando o desvio de uma geometria octaédrica ideal. Para o complexo (3a)
por exemplo, Re(1)-N(2)-C(17) e Re(1)-N(1)-C(18) sdo observados em torno de 169,06(17) e
172,55(16)°, respectivamente. Ja para angulo em posicdo axial, Re(1)-Cl(1)-C(16)
[177,53(14)°], ocorre um desvio consideravelmente menor. O mesmo comportamento é
observado para os demais complexos. Essa distor¢cdo do angulo em relagdo a uma geometria
octaédrica ideal deve-se, provavelmente, ao requerimento espacial exigido pela coordenacao
bidentada da hidrazona. Nota-se que o angulo das liga¢des N(2)-C(7)-C(2) e N(1)-C(2)-C(7)
ndo sofrem uma variacdo significativa apds a complexacdo ao metal.

As distancias Re-N e Re-Cl estdo consistentes com valores encontrados na literatura
para complexos de rénio(l) similares.’® Considerando as distancias das ligacdo Re-N, foi
observado que d(Re-Npy), 2,163(2) A, é consideravelmente proxima de d(Re-Nimina), 2,187(2)
A. Essa caracteristica da ligacdo Re-N ja tinha sido previamente observada para [ReBr(CO)s
(Hapbhyd)] (Hapbhyd = 2-acetilpiridina-fenilhidrazona).'® Por outro lado, nos complexos (2a)

e (3a) observa-se d(Re-Npy) em torno de 2,16 A e d(Re-Nimina) um pouco mais longa (em torno

18 J. Grewe, A. Hagenbach, B. Stromburg, R. Alberto, E. Vazquez-Lopez, U. Abram, Z. Anorg. Allg. Chem. 629
(2003) 303.
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de 2,20 A). A proximidade nos valores da distancia da ligacio Re-N esta coerente pois ambos
os atomos de nitrogénio possuem hibridizagao sp?.

Tabela 3.7 Principais angulos (°) de ligacdo das hidrazonas H2AcPh! e H2AcpCIPh?® e dos complexos
[ReCI(CO)3(H2AcPh)] (1), [ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-DMSO (2a) e
[ReCI(CO)3(H2AcpNO,Ph)]-DMSO (3a). Desvio padrdo entre parénteses

Atomos H2AcPh! 1 H2AcpCIPh®3 2a 3a
C()-NGB)-N(2)  117,02(13) 120,42)  117,89(11) 118,87(18)  118,6(4)
C(2)-C(7)-C(15)  1182(2)  119,7(3) 119.8(2)  119,4(4)

N(@2)-C(7)-C(2)  114,47(15)  115,0(2) 11512(12)  1146(2)  1145(4)
N(1)-C(2)-C(7) 116,2(1)  1152(2) 116,40(12)  116,0(2)  1154(3)
N(2)-C(7)-C(15)  127,12(16)  125,3(3) 1256(2)  126,0(4)
C(7)-N(2)-N@3)  119,02(14)  117,1(2) 116,22(11)  117,40(19)  116,5(3)
O(1)-C(8)-N(3)  123,32(15)  121,9(3) 12328(13)  1236(2)  124,2(4)

O(1)-C(8)-C(9)  120,68(18)  122,2(3) 121,4(2)  120,4(4)
N(3)-C(8)-C(9)  11599(13)  115,9(3) 115,07(19)  1155(4)
C(16)-Re(1)-C(18) 88,92(14) 88,45(11)  88,5(2)
C(16)-Re(1)-C(17) 90,27(13) 88,34(11)  88,6(2)
C(16)-Re(1)-N(1) 93,90(11) 95,47(10)  95,75(17)
C(16)-Re(1)-N(2) 94,13(11) 96,98(9)  97,01(17)
C(16)-Re(1)-CI(1) 176,45(10) 177,86(7)  177,53(14)
C(17)-Re(1)-N(1) 97,63(11) 98,32(10)  96,91(17)
C(17)-Re(1)-N(2) 170,22(11) 170,27(9)  169,06(17)
C(17)-Re(1)-CI(1) 92,77(9) 93,30(8)  93,19(17)
C(18)-Re(1)-C(17) 87,93(13) 89,00(11)  89,30(19)
C(18)-Re(1)-N(1) 173,73(11) 171,77(9)  172,55(16)
C(18)-Re(1)-N(2) 100,72(11) 99,25(8)  100,18(15)
C(18)-Re(1)-Cl(1) 92,40(11) 90,20(8)  89,85(15)
N(1)-Re(1)-N(2) 73,51(9) 7313(7)  73,26(13)
N(1)-Re(1)-CI(1) 84,46(6) 85,67(6)  85,70(10)
N(2)-Re(1)-CI(1) 82,39(7) 81,61(5)  81,47(10)
C(6)-N(1)-Re(1) 125,1(2) 1237(2)  124,6(3)
C(2)-N(1)-Re(1) 116,82(18) 116,84(15)  117,1(3)
C(7)-N(2)-Re(1) 119,40(18) 117,54(15)  118,2(3)
N(3)-N(2)-Re(1) 122,78(18) 123,43(13)  123,9(2)
0(16)-C(16)-Re(1) 179,1(3) 176,8(3)  176,1(4)
0(17)-C(17)-Re(1) 178,7(3) 178,6(2)  177,8(4)
0(18)-C(18)-Re(1) 179,2(3) 1792(2)  179,1(4)
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A estrutura cristalina dos complexos (1), (2a) e (3a) é estabilizada por ligagdes de
hidrogénio envolvendo o atomo de nitrogénio doador N3 (Tabela 3.8). Os complexos (2a) e
(3a), os quais possuem uma molécula de DMSO em suas estruturas cristalinas, apresentam
distancias de ligacdes de hidrogénio entre o0 atomo de nitrogénio N3 e o0 &tomo de oxigénio do
DMSO, N(3)-O(DMSO0), em 2,750(3) e 2,734(5) A, respectivamente. Essas ligaces de
hidrogénio afetam a conformacgdo molecular, causando uma rotacdo em torno da ligagcdo C(8)-
C(9). Os angulos entre os planos A [através dos atomos C(8), C(9), C(10), C(11), C(12), C(13)
e C(14)] e B [atraves dos atomos N(3), C(9) e O(1)] sdo similares, apresentando valores de

54,75(9) e 54,78(16)° para os complexos (2a) e (3a), respectivamente.

Tabela 3.8 Distancias de ligacdes de hidrogénio (A) e angulos (°) para os complexos
[ReCI(CO)3(H2AcPh)] (1), [ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-DMSO (2a) e
[ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-DMSO (3a)

Compostos A-H---B D-H H---A D---A  <(DHA)
1 N(3)-H(@3)---CI(1)) 0,86 248  3317(3) 166,0
2a N(3)-H(3)---O(21) 0,86 1,89  2,750(3) 1755
3a N(3)-H(3)---O(7) 0,926(4) 1,829(3) 2,734(5) 165,3(2)

Transformaces de simetria utilizadas para gerar &tomos equivalentes i: -x, -y, 1-z.

Por outro lado, para o complexo (1) existe uma ligacdo de hidrogénio intermolecular
entre os atomos N(3) e CI(1), d[N(3)---CI(1)] = 3,317(3) A. E importante observar que para o
complexo (1) o angulo entre os planos A e B (25,55 °) é completamente diferente em relacédo a
esses mesmos angulos nos complexos (2a) e (3a), que possuem uma molécula de DMSO em
sua estrutura cristalina. No cristal do complexo (1) observa-se que os planos C (através do anel
piridinico) e D (através do anel benzénico) sdo perpendiculares entre si, sendo que o angulo
entre os planos do anel é de 82,05(12)°. J& para os complexos (2a) e (3a) os planos C e D sdo
paralelos e os valores dos angulos entre esses planos sdo de 11,55(15) e 9,95(30)°, para 2a e 3a

respectivamente.

3.2 Avaliagdo da atividade biologica das hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina e seus
complexos de rénio(l)
3.2.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos complexos foi avaliada contra bactérias Gram-positivas
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12220) e
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Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), conforme procedimento descrito na secdo 2.3.3.1 (pag. 35). Na Tabela 3.9 estdo
apresentados os valores de CIM obtidos para os complexos, o precursor [ReCI(CO)s], as
hidrazonas livres e os farmacos controle (ciprofloxacina e cloridrato de tetraciclina).

De um modo geral, os complexos de rénio(l) estudados ndo apresentaram atividade
significativa contra 0s microrganismos testados. A atividade das hidrazonas derivadas de 2-
acetilpiridina foram testadas previamente frente a bactérias (E. faecalis, S. aureus e P.
aeruginosa) e fungos (Candida Albicans).>*° Os resultados mostraram que as hidrazonas s&o
inativas contra E. faecalis e, para os demais microrganismo, foi observado que a presenca do
substituinte para-cloro no grupo fenil pode favorecer a atividade desses ligantes.

Conforme mostrado na Tabela 3.9, as hidrazonas H2AcPh e H2AcpCIPh mostraram
uma pequena atividade contra a bactéria S. aureus, com valores de CIM de 130,6 ¢ 76,13 uM
respectivamente. Ap6s a complexacdo ao centro metalico foi observada uma reducdo na

atividade desses ligantes.

Tabela 3.9 CIM / uM das hidrazonas, seus complexos de rénio(l), [ReCI(CO)s], ciprofloxacina e

cloridrato de tetraciclina contra E. faecalis, S. epidermidis, S. aureus e P. aeruginosa

Gram + Gram -
Compostos = > > i
faecalis  epidermidis  aureus aeruginosa
H2AcPh > 783,6 > 2089,7 130,6 > 5224
[ReCI(CO)3(H2AcPh)] (1) > 458,6 >917,5 > 229,4 > 229,4
H2AcpCIPh > 685,0 > 456,7 76,13 > 456,7
[ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-0,5C7Hs (2) > 399,7 >799,4 >199,9 >199,9
H2AcpNO2Ph > 659,6 > 1758,9 > 439,7 > 439,7
[ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-0,5C7Hs (3)  >393,0 > 786,1 >196,5 >196,5
ReCI(CO)s > 345,6 >552,9 > 460,8
Ciprofloxacina 2,35 2,35
Cloridrato de tetraciclina 0,15 7,04

Foram realizadas também triagens dos complexos de rénio(l) contra fungos Candida
albicans (ATCC 18804), Candida dubliniensis (isolado clinico 28), Candida glabrata
(ATCC 90030), Candida lusitaniae (CBS 6936), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e

A, A. R. Despaigne, F. B. Da Costa, O. E. Piro, E. E. Castellano, S. R. W. Louro, H. Beraldo, Polyhedron 38
(2012) 285.
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Candida tropicalis (ATCC 750), conforme procedimento descrito na se¢do 2.3.3.2 (pag. 36).
Utilizou-se o método de microdiluicdo em placas de 96 po¢os e a concentragdo testada foi de
250 pg mLt. Nenhum dos complexos apresentou porcentagem de inibicdo maior do que 50%
na concentracdo testada. Por esse motivo, ndo foi necessaria a realizacdo do teste para a

determinacéo dos valores de Clso.

3.2.2 Atividade citotoxica

A atividade antiproliferativa dos complexos (1-3) foi avaliada frente as células NCI-
H460 (carcinoma pulmonar humano) e frente as células ndo-tumorais HUVECs (células
endoteliais de veia umbilical humana). Juntamente com os complexos foram testados também
o precursor [ReCI(CO)s] e as hidrazonas livres. Os valores de Clso obtidos por meio do teste de
viabilidade celular in vitro estdo apresentados na Tabela 3.10. Os experimentos foram
realizados pelo grupo do Dr. Adilson Kleber Ferreira (Laboratério de Imunologia Tumoral do

Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP).

Tabela 3.10 Viabilidade celular in vitro (Clso / uM) das hidrazonas, seus complexos de rénio(l) e o
precursor [ReCI(CO)s] contra as células NCI-H460 e HUVEC

Clso/ UM  DP
NCI-H460 HUVEC

H2AcPh > 200 > 200
[ReCI(CO)s(H2AcPh)] (1) 58,51+7,18 32,16 7,03

H2AcpCIPh 74,65 + 2,91 > 200
[ReCI(CO)s(H2AcpCIPh)]-0,5C/Hs (2) 20,51 +0,38 22,55 + 6,00
H2AcpNO,Ph 26,95+519 20,58 + 1,57
[ReCI(CO)s(H2AcpNO,Ph)]-0,5C7Hs (3) 16,15+ 1,45 22,48 +538

[ReCI(CO)s] > 200 > 200

*DP = desvio padrao

Apbs 24 h de tratamento, os complexos (1-3) mostraram-se mais citotoxicos contra
celulas NCI-H460 do que as hidrazonas livres e o precursor [ReCl(CO)s] (Tabela 3.10). O
complexo (3) apresentou maior citotoxicidade (Clsp = 16,15 uM) contra NCI-H460 do que 1
(Clsp =58,51 uM) e 2 (Clso = 20,51 uM). No entanto, os complexos (1-3) também apresentaram
maior citotoxicidade contra a célula sadia HUVEC quando comparados as hidrazonas livres.
Sendo assim, a complexagdo das hidrazonas com tricarbonilrénio(l) resultou em complexos

com maior citotoxicidade porém sem especificidade.
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Para os complexos (2) e (3), os quais apresentaram uma melhor atividade citotoxica,
foram realizados estudos de mecanismo de agdo, por meio de ensaios de apoptose e dano
mitocondrial das células NCI-H460. Estes estudos foram realizados através da marcacdo das
células por cromogenos fluorescentes. Nos ensaios de apoptose as células foram marcadas com
anexina V-FITC e iodeto de propideo (IP). A anexina V é uma proteina que possui a capacidade
de se ligar aos residuos da fosfatidilserina expostos na superficie da membrana plasmatica em
situagBes de morte celular.?® A conjugacdo do corante FITC (Isotiocianato de fluoresceina) a
anexina V permite identificar e quantificar células apoptoticas. O iodeto de propideo foi
utilizado para diferenciar as células apoptéticas e necroticas, uma vez que 0 mesmo é capaz de
corar apenas células com membrana plasmaética danificada, ou seja, apenas células nos estagios
tardios de apoptose ou necrose celular.?%?2

Células apoptoticas marcadas com anexina V-FITC e IP foram analisadas por citometria
de fluxo ap6s 3 ou 6 h de tratamento com os complexos (2) e (3) (10 uM). Nos histogramas da
Figura 3.8 A estdo apresentadas em quadrantes as distribui¢fes das populag¢@es de células vivas
(Q4 — células ndo marcadas por anexina e IP), em necrose (Q2 - marcadas por anexina-V e IP)
e em apoptose (Q3 — marcadas intensamente por anexina-V), de acordo com a intensidade de
marcagdo pela anexina-V (eixo x) e IP (eixo y). Ambos os compostos induziram apoptose na
célula NCI-H460 depois de 3 ou 6 horas de tratamento (Figuras 3.8 A e B). Ap6s 3 horas de
tratamento, o complexo (2) ja exibiu seu efeito maximo. Por outro lado, 3 apresentou uma
resposta tardia (Figura 3.8 B).

Uma vez que o0 processo de apoptose pode ser desencadeado por reguladores celulares
presentes na mitocondria®>-? torna-se necessaria a investigacdo da integridade da membrana,
por meio da determinacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m). A determinacéo de
modificagdes estruturais da mitocondria foi realizada por meio da incorporagdo da sonda
tetrametil rodamina metil éster (TMRE), um corante fluorescente que se acumula na
mitocondria de células vivas. A diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial leva a
diminuicdo do acumulo do corante dentro da mitocéndria e consequente supressdo da

fluorescéncia.®

20 ], F. Tait, D. Gibson, K. Fujikawa, J. Biol. Chem. 264 (1989) 7944-7949.

2L 1, Vermes. C. Haanen, H. Steffens-Nakken, C. Reutelingsperger, J. Immunol. Meth. 184 (1995) 39-51.

22 G, Koopman, C. P. M. Reutelingsperger, G. A. M. Kuijten, R. M. J. Keehnen, S. T. Pals, M. H. J. van Oers,
Blood 84 (1994) 1415 — 1420.

ZR. A. Gottlieb, FEBS Lett., 482 (2000) 6-12.

24 p, parone, M. Priault, D. James, S. F. Nothwehr, J. Martinou, Essays Biochem. 39 (2003) 41-51.

25 M. O. Hengartner, Nature 407 (2000) 770-776.

% 3, Jandova, J. Janda, J. E. Sligh, Esp. Cell Res. 319 (2013) 750-760.
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Figura 3.8 Complexos de rénio(l) causam apoptose em células NCI-H460 com subsequente dano
mitocondrial. Citometria de fluxo de células NCI-H460 marcadas com anexina V-FITC/IP ap6s 3 ou 6
h de tratamento com os complexos (2) e (3) a 10 uM (A). Quantificagdo de células apoptdticas
tratadas com os complexos (2) ou (3) a 10 pM (B). Modificacdo do potencial de membrana
mitocondrial em resposta aos complexos (2) e (3) a 5, 10 ou 20 uM avaliada pela intensidade de
fluorescéncia de TMRE (C). As barras representam a média + DP de trés experimentos independentes

(p*< 0,05 e p***< 0,001 versus controle).

Como mostrado na Figura 3.8 C, apenas a mais alta concentragdo do complexo (2) foi
capaz de reduzir o potencial de membrana mitocondrial, indicando que o mesmo foi capaz de

modificar a estrutura da membrana. Nas demais concentragdes, observou-se um pequeno
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aumento no potencial de membrana mitocondrial. Esses dados indicam que o dano mitocondrial
causado por 2 é consequéncia do processo de apoptose. Por outro lado, o tratamento com o
complexo 3 mostrou uma resposta tardia, em concordancia com o teste de apoptose apresentado
anteriormente. O mesmo efeito provavelmente seria observado em concentracGes mais altas ou
maior tempo de tratamento. Sendo assim, com esses estudos concluimos que os complexos de
rénio(l) induzem apoptose com subsequente ruptura mitocondrial.

O estresse oxidativo € uma situacdo de producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ROS, em inglés) decorrente do desequilibrio dos mecanismos antioxidantes da célula.
A geracdo de ROS em proporgdes adequadas constitui um processo normal do metabolismo
celular. No entanto, sua producdo excessiva € prejudicial as células e tecidos, provocando
doencas neurodegenerativas, inflamatorias, cardiacas e o céncer.?”?® Neste sentido, 0
desenvolvimento de antioxidantes torna-se essencial.

A producdo de ROS, ap06s o tratamento das células NCI-H460 com 10, 20 ou 30 uM dos
complexos (2) e (3), foi analisada por citometria de fluxo utilizando a sonda dihidroetideo
(DHE) que se torna fluorescente apds reacdo com superoxidos. Os resultados estdo
apresentados na Figura 3.9 como intensidade de fluorescéncia das células marcadas com DHE.
Notavelmente, os complexos (2) e (3) exibiram alta atividade antioxidante de maneira dose-
dependente. Além disso, 2 foi mais potente como antioxidante em células NCI-H460, reduzindo
a producdo de ROS mesmo a 5 uM. Estes resultados mostram que a producdo de ROS induzida
pelo complexo (2) pode ser relacionada principalmente a propriedade oxidativa do complexo,
uma vez que 0 mesmo nao foi capaz de induzir dano mitocondrial nessa concentracao.

Embora os complexos (2) e (3) ndo tenham mostrado seletividade em relagdo as células
NCI-H460 nas condi¢cbes estudadas, a viabilidade celular in vitro em células HUVEC na
presenca dos complexos sugeriu a inibicdo da proliferacdo de células endoteliais, 0 que € um
mecanismo chave para a angiogénese.**3! Angiogénese ¢ um processo de formagcéo de novos
vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos pré-existentes. Este processo exerce um papel
importante em condigdes fisioldgicas normais tal como no desenvolvimento embrionario e no
ciclo menstrual. Por outro lado, este também constitui um processo essencial para o crescimento

tumoral e metastase.*°

27, J. Yan, Redox Biol. 2 (2014) 165-169.

2 V. I. Lushchak, Chem.-Biol. Interact. 224 (2014) 164-175.

29 P, V. Raninga, G. D. Trapani, K. F. Tonissen, Oncoscience 1 (2014) 95-110.

30 P, Nagababu, A. K. Barui, B. Thulasiram, C. S. Devi, S. Satyanarayana, C. R. Patra, B. Sreedhar, J. Med.
Chem. 58 (2015) 5226-5241.

8L H. Lai, Z. Zhao, L. Li, W. Zheng, T. Chen, Metallomics 7 (2015) 439-447.
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Figura 3.9 Atividade antioxidante dos complexos de rénio(l). As células NCI-H460 foram tratadas
com os complexos (2) e (3) a5, 10 ou 20 uM e marcadas com DHE para avaliar, por citometria de
fluxo, mudancas na producao de ROS observadas em células apoptéticas. As barras representam a

média £ DP de trés experimentos independentes. p***< 0,001 versus controle.

3.2.3 Estudos de interagcdo com albumina sérica humana (ASH)

A albumina sérica humana (ASH) é uma proteina abundante do plasma sanguineo, com
importantes fungdes fisioldgicas, destacando-se o transporte de compostos endégenos tais como
aminoacidos, gorduras, metais, metabdlitos toxicos, entre outros. Essa proteina também possui
capacidade de se ligar a uma variedade de drogas alterando as propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas das mesmas. Sendo assim, o estudo da interacdo com ASH tem despertado
0 interesse dos pesquisadores uma vez que essa interacdo pode possibilitar o carreamento das
drogas para um determinado sitio, diminuindo os efeitos colaterais das mesmas.3233

Estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa, mostraram que complexos de
cobre(ll) com chalconas derivadas de tiossemicarbazonas interagem com albumina sérica
bovina (ASB).** Outros grupos de pesquisa também mostraram a interacdo de complexos de
cobalto(111),%® cobre(11)*%" e niquel(11)*® com ASH ou ASB.

%2 F.Yang, Y. Zhang, H. Liang, Int. J. Mol. Sci. 15 (2014) 3581.

3 U. Kragh-Hansen, V. T. G. Chuang, M. Otagiri, Biol. Pharm. Bull. 25 (2002) 695.

3. G. Da Silva, A. A. R. Despaigne, Sonia, R. W. Louro, C. C. Bandeira, E. M. Souza-Fagundes, H. Beraldo,
Eur. J. Med. Chem. 65 (2013) 415.

% F.J. Fard, Z. M. Khoshkhoo, H. Mirtabatabaei, M. R. Housaindokht, R. Jalal, H. E. Hosseini, M. R. Bozorgmehr,
A. A. Esmaeili, M. J. Khoshkholgh, Spectrochim. Acta Part A: Mol. Biomol. Spectrosc. 97 (2012) 74.

3% X. Fu, Z. Lin, H. Liu, X. Le, Spectrochim. Acta Part A: Mol. Biomol. Spectrosc. 122 (2014) 22.

37'S. Tabassum, W. M. Al-Asbahy, M. Afzal, F. Arjmand, J. Photochem. Photobiol. B: Biol. 114 (2012) 132.

38 A. Ray, B. K. Seth, U. Pal, S. Basu, Spectrochim. Acta Part A 92 (2012) 164.
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As interagdes entre os complexos (1-3) e ASH foram estudadas por meio de titulagdes
espectrofluorimétricas. Esses estudos baseiam-se na capacidade dos compostos de interesse em
suprimir a fluorescéncia da proteina que emite fluorescéncia quando excitada em 295 nm
devido ao residuo de triptofano 214 (Trp-214). Para tanto, a solucéo estoque de ASH (3 mL a
2 UM) foi titulada através de 7 adigdes de 10 pL dos complexos (1-3) (0,5 mM). A concentracao
final dos complexos na solucdo titulada foi em torno de 13 pM.

Os espectros de fluorescéncia da ASH na presenca de varias concentracdes do complexo
(1) estdo apresentados na Figura 3.10. O primeiro pico com maximo de emissdo em torno de
340 nm é referente a ASH na auséncia do complexo. Na medida que se aumenta a concentragdo
do complexo (1) observa-se um efeito hipocromico. A diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia sugere que o complexo é capaz de interagir com ASH suprimindo a fluorescéncia
da mesma. Além disso, foi possivel observar um deslocamento hipsocrdmico do maximo de
absorcéo, indicando a diminuigédo da polaridade e o aumento da hidrofobicidade em torno do
residuo Trp.*>% Esses deslocamentos verticais e horizontais nos maximos de emissdo do ASH
também foram observados nos espectros obtidos para os complexos (2) e (3).

Como discutido no paragrafo anterior, os complexos (1-3) possuem a capacidade de
suprimir a fluorescéncia da ASH. No entanto, a fim de se obter a extens&o real da supressdo de
fluorescéncia, foi necessaria a correcdo do efeito filtro uma vez que, na concentracdo testada,
0s complexos absorvem nos comprimentos de onda de 295 e 340 nm. Os valores de
absorbancias dos complexos (1-3) durante a titulacdo, observados nos espectros UV-Vis a 295
e 340 nm, estdo apresentados na Tabela 3.11. As concentragcdes dos complexos na solugéo
titulada estdo apresentadas entre parénteses. O efeito filtro deve ser descontado quando o valor
de absorbancia a 295 e 340 nm for maior que 0,1.%° Os complexos (1-3) apresentaram Abs >

0,1 a partir da aliquota 5, justificando a necessidade de descontar o efeito filtro.

39'N. Wang, L. Ye, B. Q. Zhao, J. X. Yu, Braz. J. Med. Biol. Res. 41 (2008) 589.
40J. R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, University of Maryland School of Medicine,
Baltimore, Maryland, USA. 3™ ed. Springer, p. 277-330, 2006.
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Figura 3.10 Espectros de emissao (Aexc.= 295 nm) do sistema ASH-1 (tampdo 5 mM Tris-HCI / 50 mM
NaCl; pH =7,4); (a) 2.0 uM de ASH; (b-h) 2.0 uM de ASH na presenca de 1,86; 3,71; 5,54; 7,36;
9,17; 11,0 € 12,8 uM de 1 (A). Condigdes experimentais: Aexc. = 295 nm e T= 25 °C. Gréficos de
Fo/Feorr VS [Q] (B) € log[(Fo — Feorr)/Feorr) VS 10g[Q] (C) para os dados de Aem= 340 nm.

Tabela 3.11 Valores de absorvancia dos complexos (1-3) na regido UV-Vis

Abs 295 / 340 nm (Concentracéo / pM)

Aliquotas

1

2

3

1

~N o o B wWN

0,022 /0,015 (1,86)
0,043 /0,029 (3,71)
0,063 /0,043 (5,54)
0,082 / 0,054 (7,36)
0,102 /0,068 (9,17)
0,121 /0,081 (11,0)
0,140 / 0,094 (12,8)

0,012/ 0,007 (1,62)
0,030 /0,020 (3,23)
0,050 / 0,033 (4,83)
0,065 / 0,041 (6,42)
0,082 /0,054 (7,99)
0,099 / 0,064 (9,56)
0,116 /0,076 (11,1)

0,007 / 0,006 (1,72)
0,031 /0,024 (3,44)
0,063 / 0,049 (5,14)
0,086 / 0,066 (6,83)
0,112 /0,087 (8,51)
0,141 /0,109 (11,0)
0,172/0,134 (11,8)

Os parametros obtidos a partir dos espectros de emissé@o do sistema [ASH-complexo de

Re(l)] e das Equagdes 2.9 e 2.10 (pag. 40) estdo apresentados na Tabela 3.12. Foram obtidos
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valores de Ks em torno de 1,52 — 4,00 x 10* M1, os quais correspondem & faixa de 0,56 — 1,48
x 102 M s? obtida para Kq considerando 7o = 2,7 ns para Trp-214. Este valor é maior do que
o valor de Kq (aproximadamente 10'° M st) encontrado em processos dinamicos, indicando a
supressdo de fluorescente via mecanismo estatico, ou seja, formacdo de ligacdo entre o agente

supressor e o fluoréforo.

Tabela 3.12 Constante de supressdo bimolecular (Kg), constante de associagdo do complexo (Ks),
constante de ligacdo (Ks) e nimero de sitios de ligacdo (n) para o sistema [ASH-complexos de Re(l)]
Ks(10%) Kq (10%) Log Ko

Compostos n
M1 M1st M1st

[ReCI(CO)3(H2AcPh)] (1) 1,52+0,06 056+0,02 451+023 1,07+0,04
[ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-0,5C/Hs (2) 4,00+ 0,01 1,48+0,04 4,32+0,21 0,95+ 0,04

[ReCI(CO)s(H2ACpNO-Ph)]-0,5C/Hs (3) 3,84+0,08 1,42+0,03 358+0,16 0,79+ 0,03

Os valores de n sdo proximos de 1, sugerindo que os complexos de rénio(l) ligam-se ao
ASH em uma proporc¢éo de 1:1. Os valores do logaritmo da constante de ligacdo (Kp) obtidos
para o sistema [ASH-complexos (1-3)] em torno de 3,58 — 4,51 M s sdo proximos aos valores
encontrados por outros compostos de coordenagdo,** 3 sugerindo que os complexos de rénio(l)

poderiam ser transportados por ASH.
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Capitulo 4 Complexos de cobalto(lI11) com hidrazonas e tiossemicarbazonas

derivadas de 2-acetilpiridina

Neste capitulo trataremos do estudo complexos de cobalto(l1l) com 2-acetilpiridina-
fenilhidrazona (H2AcPh), 2-acetilpiridina-para-clorofenilhidrazona (H2AcpCIPh) e 2-
acetilpiridina-para-nitrofenilhidrazona  (H2AcpNO2Ph), e com 2-acetilpiridina-N(4)-
feniltiossemicarbazona (H2Ac4Ph), 2-acetilpiridina-N(4)-para-clorofeniltiossemicarbazona
(H2Ac4pCIPh), 2-acetilpiridina-N(4)-orto-clorofeniltiossemicarbazona (H2Ac4o0CIPh), 2-
acetilpiridina-N(4)-para-nitrofeniltiossemicarbazona (H2Ac4pNO2Ph) e 2-acetilpiridina-N(4)-
orto-nitrofeniltiossemicarbazona (H2Ac40NO2Ph).

Foram obtidos trés complexos de cobalto(lll) com hidrazonas derivadas de 2-
acetilpiridina (R = H, pCl e pNOy) (Figura 4.1, pagina 69). Além disso, foram obtidos cinco
complexos de cobalto(l11) com tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina (R = H, pCl,
oCl, pNOz e oNOy) (Figura 4.6, pag. 81).

A atividade antimicrobiana desses complexos foi testada contra bactérias (E. faecalis,
S. epidermidis, S.aureus e P. aeruginosa) e fungos (C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata,
C. lusitaniae, C. parapsilosis e C. tropicalis). Testes de citotoxicidade foram realizados frente
células leucémicas (HL60, Jurkat e THP-1), tumores sélidos (MCF-7, MDA-MB-231 e HCT-
116) e células ndo tumorais (Vero). Estudos eletroquimicos e de interacdo dos complexos com
ditionito de sodio e com albumina sérica humana (ASH) também foram realizados.

4.1 Caracterizacao dos compostos
A caracterizagdo dos compostos foi dividida em duas partes: na primeira serdo
abordados os complexos de cobalto(l1l) com hidrazonas e na segunda, 0os complexos com

tiossemicarbazonas.

4.1.1 Caracterizacdo dos complexos de cobalto(l11) com hidrazonas

Foram obtidos complexos de cobalto(l11) com H2AcPh, H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph:
[Co(2AcPh),]CI-2H20 (4), [Co(2AcpCIPh),]CI-3,5H20 (5) e [Co(2AcpNO2Ph),]CI-2,5H,0
(6) (Figura 4.1). As hidrazonas utilizadas na sintese dos complexos ja foram descritas na
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literatura.}® Sendo assim, os espectros das mesmas sdo utilizados neste capitulo apenas para

comparagdo com 0s espectros dos seus respectivos complexos.

[ Tl
B
= CH,
N
N |
/N///// N
/"Co/ \
H.C N / _
3 / \ N Cl
N< o b Y
R
R= H, [Co(2AcPh),]C1-2H,0 (4)
cl, [Co(2Acp CIPh),]CI-3,5H,0 (5)
R NO,,  [Co(2AcpNO,Ph),|C1-2,5H,0 (6)

Figura 4.1 Estrutura genérica dos complexos de cobalto(l11) com hidrazonas.

4.1.1.1 Analises

Rendimento das reacGes, massas molares, microanalises e condutividade molar dos
complexos (4-6) estdo apresentados na Tabela 4.1. Os resultados das analises estdo de acordo
com a estrutura proposta para os complexos de cobalto(ll), [Co(L)2]CI-xH20, na qual um
atomo de cobalto se coordena a duas moléculas de hidrazona na sua forma aniénica (L") e um
cloreto age como contra-ion. As moléculas de adgua de hidratacdo foram confirmadas por
espectroscopia de infravermelho e também por analises termogravimétricas, onde verificou-se
a perda de massa equivalente a essas moléculas entre 30 e 150 °C.

A presenca do ion cloreto como contra-ion foi confirmada pelos valores de
condutividade molar em torno de 63,24 — 71,80 cm? Q' mol?, indicando que todos os
compostos sdo eletrélitos 1:1 em DMF (Tabela 2.1, pag. 24). A capacidade de os complexos
(4-6) serem atraidos ou repelidos por um campo magnético, ou seja, a medida de
susceptibilidade magnética (i) foi realizada e valores de y4 proximos a zero foram encontrados,

indicando a presenca de um composto diamagnético, ion cobalto(l11) (baixo spin, d®).

1. Patole, U. Sandbhor, S. Padhye, D. N. Deobagkar, C. E. Anson, A. Powell, Bioorg. Med. Chem. Lett. 13 (2003)
51.

2 S, Choudhary, J. R. Morrows, Angew. Chem. Int. Ed. 41 (2002) 4096.

3 A. A. R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. Da Costa, N. L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc.
21 (2010) 1247.

4J. T. Edward, M. Gauthier, F.L. Chubb, P. Ponka, J. Chem. Eng. Data 33 (1988) 538.

5 M. R. Maurya, S. Agarwal, C. Bader, D. Rehder, Eur. J. Inorg. Chem. (2005) 147,
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Tabela 4.1 Rendimento, temperatura de fusdo ou decomposicio?, analise elementar®,
termogravimetria®, massa molar e condutividade molar (DMF, 1 mM) dos complexos
[Co(2AcPh)2]CI-2H20 (4), [Co(2AcpCIPh)2]CI-3,5H,0 (5) e [Co(2AcpNO,Ph),]CI-2,5H,0 (6)

Rend Tf ou Tdec TG MM AM
Compostos %C %H %N
1% /°C | % /g mol? /cm? Q! mol?
210-211 55,63 4,74 14,01 5,66
4 32,7 606,95 71,80

(1474 -1482) (55,41) (4,65) (13,85)  (5,94)

218-219 47,95 451 12,05 944
5 43,4 702,86 65,33
(167,0-169,0) (47,85) (4,16) (11,96)  (8,97)

200 (dec) 47,87 358 1577 6,94
6 24,0 705,95 63,24
(220,0 - 224,0) (47,64) (3,86) (1587)  (6,38)

2 Faixa de temperatura de fusdo dos respectivos ligantes entre parénteses (dec = decomposicao);
b valores tedricos entre parénteses.
4.1.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os complexos (4-6) foram caracterizados por RMN de *H, **C{*H}, DEPT 135, COSY
e HMQC, utilizando-se DMSO-ds como solvente. Os espectros de RMN dos complexos e das
hidrazonas livres foram obtidos no espectrometro de 200 MHz. A numeracdo adotada para a
atribuicdo dos atomos de H e C e os resultados obtidos estdo apresentadas na Tabela 4.2. Os
espectros de RMN de *H e *C{*H} do complexo (5) serdo apresentados nas Figuras 4.2 e 4.3.

Nos espectros de RMN de 'H das hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina sdo
observados sinais duplicados devidos a existéncia dos isdmeros configuracionais Z e E em
solucdo (secdo 3.1.2, pag. 43). Os deslocamentos quimicos apresentados na Tabela 4.2 para as
hidrazonas livres se referem ao isdmero majoritario (E).

Nos espectros de RMN de H de todos os complexos foi possivel observar mudangas
nos deslocamentos dos hidrogénios associados com a ligacdo ao metal. No caso das hidrazonas
0s principais sinais afetados pela complexacao sdo referentes aos hidrogénios da piridina e dos

grupos N(3)-H e acetil.
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Tabela 4.2 Atribuigdes (A), nimero de hidrogénio (N°), multiplicidade?, deslocamentos

quimicos (ppm) dos principais sinais de RMN de tH (acima), atribuicdes (A) e deslocamentos
quimicos (ppm) dos sinais de RMN de *C{*H} e DEPT" 135 (abaixo) dos complexos (4-6) e
hidrazonas livres (DMSO-ds)

i
A N°  H2AcPh 4 H2AcpCIPh 5 H2AcpNO,Ph3 6
N(3)-H 1 10,90 (s) 10,96 (s) 11,21 (s)
H3 1 8,14 (m) 8,24 -8,22 (m) 8,10 (m) 8,25 - 8,23 (M) 8,16 (d) 8,33 -8,16 (m)
H4 1 785(m) 824-822(m) 7,84(m)  825-8,23(m) 7,91 (1) 8,33 -8,16 (m)
H5 1 742(m) 757-747(m) 7,43 (1) 7,55 -7,51 (m) 7,47 (1) 7,56 (td)
H6 1 866(d) 7,99-794(m) 8,62(d)  7,99-7,94 (m) 8,64 (d) 8,05 (d)
H10 e H14 2 793(m) 7,99-794(m)  7,92(m)  7,99-7,94(m) 8,19 (d) 8,33-8,16 (M)
H1le H13 2 7,54(d) 7,39 (t) 760(d)  7,44-751(m) 8,38 (d) 8,33-8,16 (M)
H12 1 761(m) 757-747(m)
H15 3 2,46 (s) 3,16 (s) 2,50 (s) 3,34 (s) 2,50 (s) 3,40 (s)
A DEPT H2AcPh 4 H2AcpCIPh 5 H2AcpNO,Ph3 6
C2 - 1434 160,1 1444 160,0 149,1 159,8
C3 0 120,3 126,2 120,4 126,5 120,4 127,0
C4 0 136,5 141,9 136,4 142,0 136,6 142,1
C5 0 124,0 128,8 124,2 129,0 124,3 129,4
C6 0 148,5 152,1 148,6 152,2 148,6 152,5
C(7)=N - 1550 162,2 155,0 163,0 154,8 164,9
C(8)=0 - 1625 181,2 163,2 180,1 162,7 179,0
C9 - 1315 129,9 132,7 128,6 134,1 135,3
Cl0eCl4 0 128,2 128,5 130,2 130,5 129,5 130,1
CllecC13 0 128,2 128,7 128,3 128,7 123,3 123,7
C12 133,9 132,5 136,6 137,3 139,6 149,4
C15 0 22,1 15,0 12,5 15,1 12,8 15,4
— : =T
S 3
6 | N2 7 ~CHj;4
1 15
//lCé iN \
H;C N'If R4 \o /8 N3 cl
é/ 9 10
R 14 11
12 R= H, [Co(2AcPh),]CI-2H,0 (4)
13 Cl, [Co(2Acp CIPh),]C1-3,5H,0 (5)
R NO,,  [Co(2AcpNO,Ph),]CI-2,5H,0 (6)

amultiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; td = triplodupleto;
b 4 representa o simbolo convengdo no DEPT 135 para CH e CHs.
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Figura 4.2 Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) do ligante H2AcpCIPh (acima) e seu

complexo [Co(2AcpCIPh),]CI-3,5H,0 (5).

Os espectros de RMN de 'H do complexo (5) e da hidrazona precursora estdo

apresentados na Figura 4.2. No espectro do complexo podemos observar a auséncia do sinal do

hidrogénio N(3)-H, o que esta de acordo com a desprotonacao da hidrazona apds coordenacao.

O sinal referente ao hidrogénio H6, em 8,63 ppm no espectro da hidrazona, desloca-se para

regido de menor frequéncia apds a complexacdo e aparece, juntamente com o0s sinais de

hidrogénios do grupo fenil, em um multipleto em torno de 7,99 - 7,94 ppm. Os demais sinais
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do anel piridinico deslocam-se para a regido de maior frequéncia. Os deslocamentos desses
sinais indicam a coordenacdo do metal via atomo de nitrogénio heteroaromatico. O
deslocamento do sinal de hidrogénio do grupo C(15)-H, de 2,50 para 3,34 ppm, indica a

coordenacao via atomo de nitrogénio iminico. Os complexos (5) e (6) se comportam de maneira

semelhante.
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Figura 4.3 Espectro de RMN de *C{*H} (50 MHz, DMSO-ds) do ligante H2AcpCIPh
(acima) e seu complexo [Co(2AcpCIPh),]CI-3,5H,0 (5).
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Nos espectros de RMN de BC{*H} das hidrazonas também foi possivel observar um
deslocamento significativo dos sinais do carbono azometino (C7), dos carbonos préximos ao
nitrogénio da piridina (C2-C6) e do oxigénio enolato (C8), apos a complexacdo (Tabela 4.2).
Todos os dados de RMN de *H e **C{*H} sfo consistentes com o modo de coordenagao Npy-
Nimina-Oenolato Proposto para as hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina. Os espectros de RMN
de 3C{*H} do complexo (5) e do ligante livre (H2AcpCIPh) estdo apresentados na Figura 4.3.

4.1.1.3 Espectroscopia de absor¢éo na regiao do infravermelho (1V)

Na Tabela 4.3 estdo apresentados 0os numeros de onda méaximos das bandas mais
importantes observadas nos espectros vibracionais das hidrazonas livres e seus complexos de
cobalto(111) na regido de 4000 a 400 cm™. Os espectros da hidrazona H2AcpCIPh e do complexo

(5) com marcacdo das principais bandas estdo apresentados na Figura 4.4.

Tabela 4.3 Nimero de onda / cm das principais bandas observadas nos espectros vibracionais
de absorcéo na regido do infravermelho dos complexos (4-6) e hidrazonas livres

Compostos v(OH) v(N-H) v(C=0) v(C=N) v(C=N3) p(py)
H2AcPh 3181 1655 1603 620
[Co(2AcPh)2]CI-2H,0 (4) 3400 1602 1498 662
H2AcpCIPh 3287 1658 1606 624
[Co(2AcpCIPh).]CI-3,5H:0 (5) 3392 1600 1498 662
H2AcpNO2Ph 3188 1675 1601 619
[Co(2AcpNO,Ph),]CI-2,5H,0 (6) 3454, 3390 1604 1488 662

Nos espectros dos ligantes sdo observadas bandas em torno de 3181 — 3287 e 1655 —
1675 cm* as quais foram atribuidas aos estiramentos dos grupos N-H e C=0, respectivamente.®
Essas bandas desaparecem nos espectros dos complexos, indicando que a hidrazona se coordena
na forma ani6nica. Devido a desprotonacdo da hidrazona, surge uma banda nova em torno de
1488 — 1498 cm™ associada ao modo vibracional v[C=N(3)]. Os modos vibracionais
V(C=Nimina) € V(C=N) do anel piridinico aparecem como uma banda fraca em torno de 1601-
1606 cm™ no ligante livre. Esta banda ndo sofreu deslocamento significativo apds a
complexagéo.

6 K. Nakamoto, Infrared and Raman spectra of inorganic and coordination compounds Part B. 6th ed. New
York: Wiley, 2009.
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Figura 4.4 Espectros de absorcdo da regido do infravermelho do complexo (5) e da
hidrazona H2AcpCIPh (vermelho), obtidos em pastilha de KBr. Regido de 4000 a 400 cm™ (A) e
regido expandida (1800 a 400 cm™?) (B).

Nos espectros dos complexos (4-6) a banda correspondente a deformacgédo no plano do
anel piridinico em torno de 662 cm™ aparece deslocada para maior niimero de onda em relagéo

ao ligante livre (619 — 624 cmt), sugerindo a coordenac&o da hidrazona via atomo de nitrogénio
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heteroaromatico.3"® Desta forma, os dados obtidos através dos espectros de infravermelho
indicam a coordenagdo tridentada das hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina atraves do
sistema quelato Npy-Nimina-Oenolato-

Bandas de estiramento da ligagdo O-H em 3400 e 3392 cm™ para os complexos (4) e
(5), respectivamente, indicam a presenca de agua de hidratag&o.® No espectro do complexo (6)
foi possivel observar duas bandas associadas a essa ligacao: estiramentos simétrico (3390 cm”

1y e assimétrico (3454 cm™).

4.1.1.4 Cristalografia de raios X

Monocristais do complexo [Co(2AcPh)2]CI04-0,5H20-0,5DMSO (4a) adequados para
a difracdo de raios X foram obtidos ap6s a recristalizacdo do composto [Co(2AcPh)2]CIO4 a
temperatura ambiente em DMSO-ds (ver secdo 2.2.4, pag. 29).

Medidas de difracdo de raios X do cristal foram realizadas em um difratbmetro Oxford-
Diffraction GEMINI (LabCri) com fonte de grafite Mo Ka (A = 0,71070 A). Os dados foram
coletados a baixa temperatura (190 K), utilizando o programa CrysalisPro'® versdo 1.171.35.21
- Agilent Technologies. A estrutura foi resolvida por métodos diretos e refinada pelo método
de minimos quadrados F2 utilizando programas SHELX.!! O grafico da estrutura molecular foi
obtido utilizando o programa ORTEP.*2

O complexo (4a) cristalizou-se no sistema monoclinico (grupo espacial P21/n) com duas
moléculas [Co(2AcPh)2]CIO4 por unidade assimétrica. A estrutura cristalina do complexo (4a)
esta apresentada na Figura 4.5. A unidade assimétrica do cristal contém uma molécula de agua
e um DMSO desordenado como solventes de cristalizacdo. O metal apresenta uma coordenagéo
octaédrica em ambos os complexos [Co(2AcPh)2]*, com angulos de ligagdo Co de 82 ° [Co(1)]
e 98 ° [Co(51)]. Como mencionado anteriormente, as hidrazonas adotam uma configuragédo E
em relacdo a ligacdo C(7)=N(2) e se coordenam na forma ani6nica através dos atomos de
nitrogénio piridinico [N(1) e N(21)], nitrogénio iminico [N(2) e N(22)] e oxigénio [O(10) e
0O(20)].

" D. West, I. Billeh, J. P. Jasinski, J. M. Jasinski, R. J. Butcher, Transition Met. Chem. 23 (1998) 209.

8 A. P. Rebolledo, M. Vieites, D. Gambino, O. E. Piro, E. E. Castellano, C. L. Zani, E. M. Souza-Fagundes, L. R.
Teixeira, A. A. Batista, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 99 (2005) 698.

° D. L. Pavia; G. M. Lampman; G. S. Kriz; J. R Vyvyan. Introduction to Spectroscopy. 4% ed. United States of
America: Brooks/Cole, 656p, 2009.

10 Oxford Diffraction, CrysAlisPro CCD and CrysAlisPro RED: Version 1.171.35.21 (release 20-01-2012
CrysAlis171 .NET), Oxford Diffraction Ltd, Yarnton, Oxfordshire, England (2010).

11 G. M. Sheldrick, Acta Cryst. C71 (2015) 3.

2, J. Farrugia, J. Appl. Crystallogr. 45 (2012) 849.
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C15 g/

Figura 4.5 Diagramas ORTEP: molécula [1] (A), molécula [2] (B) e unidade assimétrica de
[Co(2AcPh);]CI04-0,5H,0-0,5DMSO (4a) (C).

Apesar da coordenacdo octaédrica similar, o ligante H2AcPh nas duas moléculas
[Co(2AcPh).]" sdo ligeiramente diferentes. Para molécula [1], contendo Co(1), os dois ligantes
H2AcPh séo quase planares, com angulos entre o plano equatorial e o plano formado pelo
sistema quelante da hidrazona iguais a 3,42(4) e 5,39(9)°, respectivamente. Por outro lado, para
a molécula [2], contendo Co(51), os angulos entre esses dois planos séo bem maiores, 18,93(7)
e 9,93(5)°. Isto se deve a presenca de dois complexos [Co(2AcPh)2]CIO4 independentes na
unidade assimétrica do cristal (Figura 4.5 C).

Na Tabela 4.4 estdo apresentados os dados relacionados a coleta e refinamento da
estrutura cristalina do complexo (4a), bem como da hidrazona H2AcPh previamente descrita
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na literatura.! Os valores de comprimentos e angulos de ligagdo estdo apresentados na Tabela

4.5. Os dados discutidos nos proximos paragrafos serdo referentes a molécula [1] do complexo

(4a).

Tabela 4.4 Resumo da cole¢do de dados cristalograficos e resultados do refinamentos das estruturas
cristalogréficas da hidrazona H2AcPh! e do complexo [Co(2AcPh);]ClO4-0,5H,0-0,5DMSO (4a)

H2AcPh! 4a
Férmula empirica Ci14H13N30 CssHs6Cl2C02N12014S
Massa molecular (g mol™) 239,27 1365,96
Temperatura (K) 200 190
Comprimento de onda (A) 0,71073 0,71070

Sistema cristalino, grupo espacial
Tamanho do cristal (mm3)
Parametros da célula unitéria
a(A)

b (A)

c(A)

a ()

Q)

v ()

VAYIz
Densidade calculada (mg m)
Coeficiente de absorcdo (mm?)
F(000)

Intervalo de 0 (°)

Faixa de indices de Miller

Reflexdes coletadas
Reflex6es Unicas (Rint)
Completeza
Dados/restrigdes/parametros
S
indices de R final [I>2c(1)]
indices de R (todos os dados)

Apmax c Apmin (e AG)

ortorrdbmbico, Pbcn
0,40 x 0,25 x 0,15

18,888(3)
7,9514(7)
16,0749(15)
90
90
90
2414,3(5)/ 8
1,317
0,086
1008

4041
1877 (0,0430)

R: =0,0370
R1 = 0,0370;
wR2 =0,0973
0,143 e-0,113

monoclinico, P2:/n
0,31x0,27 x 0,18

15,5298(6)
22,7645(6)
17,6442(6)
90
107,315(4)
90
5955,0(4) / 4
1,524
0,76
2816
12.1-29.6
119<h<21
30 < k<27
18<1<24
34592
14385 (0,029)
0 = 26,32 ° (99,9 %)
11151/0/ 847
1,03
R: = 0,042; WR, = 0,110
R: = 0,0615;
WR;=0,1103
0,85 e -0,50
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Tabela 4.5 Principais comprimentos (A) e angulos (°) de ligag&o da hidrazona H2AcPh! e do complexo
[Co(2AcPh)2]ClO4-0,5H,0-0,5DMSO (4a). Desvio padrdo entre parénteses

Atomos H2AcPh! 4a — molécula [1] Atomos 4a — molécula [2]
C(7)-N(2)/C(27)-N(22) 1,264(3) 1,292(3)/1,291(3) C(57)-N(52)/C(77)-N(72) 1,292(3)/1,294(3)
N(2)-N(3)/N(22)-N(23) 1,375(2) 1,369(2)/1,371(2) N(52)-N(53)/N(72)-N(73) 1,363(2)/1,369(3)
N(3)-C(8)/N(23)-C(28) 1,347(3) 1,325(3)/1,319(3) N(53)—C(58)/N(73)—C(78) 1,324(3)/1,328(3)

C(8)-0(10)/C(28)-0(20) 1,219(2) 1,299(2)/1,299(2) C(58)—0(50)/C(78)-0(70) 1,297(2)/1,301(2)
N(1)-C(2)/N(21)-C(22) 1,325(3) 1,369(3)/1,370(3) N(51)-C(52)/N(71) -C(72) 1,367(3)/1,369(3)
C(2)-C(7)/C(22)-C(27) 1,487(2) 1,464(3)/1,459(3) C(52)-C(57)/C(72)-C(77) 1,463(3)/1,464(3)

Co(1)-N(1)/Co(1)-N(21) 1,918(18)/1,926(18) Co(51)-N(51)/Co(51)-N(71) 1,916(17)/1,915(18)

Co(1)-N(2)/Co(1)-N(22) 1,854(16)/1,854(16) Co(51)-N(52)/Co(51)-N(72) 1,850(16)/1,852(17)

Co(1)-0(10)/Co(1)-0(20) 1,900(15)/1,903(15) Co(51)-0(50)/Co(51)—-0(70) 1,898(14)/1,893(15)

C(2)-C(7)-N(2)/C(22)-C(27)-N(22)  11447(15) 111,41(18)/111,64(18)  C(52)-C(57)-N(52)/C(72)-C(77)-N(72)  111,44(17)/111,70(18)
C(7)-N(2)-N(3)/C(27)-N(22)-N(23)  119,02(14)  123,39(17)/123,39(17)  C(57)-N(52)-N(53)/C(77)-N(72)-N(73)  123,50(17)/124,12(18)
N(2)-N(3)-C(8)/N(22)-N(23)-C(28)  117,02(13) 106,83(16)/107,17(16)  N(52)-N(53)-C(58)/N(72)-N(73)-C(78)  107,17(16)/107,27(16)

N(3)-C(8)-O(10)/N(23)-C(28)-0(20)  123,32(15) 124,2(2)/124,4(2) N(53)—C(58)—0(50)/N(73)-C(78)-0O(70) 124,25(19)/123,8(2)
N(1)-Co(1)-N(21) 92,13(7) N(51)—-Co(51)-N(71) 90,70(7)
N(1)-Co(1)-N(22) 97,82(7) N(51)—-Co(51)-N(72) 96,76(7)

N(1)-Co(1)-0O(10)/N(21)-Co(1)-0O(20) 164,67(7)/164,66(7)  N(51)-Co(51)-O(50)/N(71)-Co(51)-O(70)  165,13(7)/165,70(7)
N(2)-Co(1)-N(22) 178,81(8) N(52)—-Co(51)-N(72) 178,07(8)
N(2)-Co(1)-0(20) 96,74(7) N(52)—Co(51)-0(70) 95,67(7)

0(10)-Co(1)-0(20) 90,22(7) 0(50)-Co(51)-0(70) 90,51(7)
0(10)-Co(1)-N(21) 91,62(7) 0(50)-Co(51)-N(71) 91,80(7)
0(10)-Co(1)-N(22) 97,41(7) 0(50)-Co(51)-N(72) 98,08(7)
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Como demonstrado anteriormente por outros autores,! a hidrazona adota a conformagao
EZ com relacdo as ligagbes C(7)=N(2) e N(3)-C(8). Comparando-se as distancias de ligacdo
obtidas para o complexo (4a) com a hidrazona H2AcPh (Tabela 4.5), podemos verificar o
alongamento das ligages C(7)—N(2), N(1)-C(2) e C(8)-0O(10), as quais passam de 1,264(3),
1,325(3) e 1,219(2) A (H2AcPh) para 1,292(3), 1,369(3) e 1,299(2) A [complexo (4a)]. Além
disso, o encurtamento das ligacdes N(3)—C(8), C(2)-C(7) e N(3)-N(2) do ligante livre
[1,347(3), 1,487(2) e 1,375(2) A] para o complexo (4a) [1,325(3), 1,487(2) e 1,375(2) A] foi
observado. Estas variacOes estdo de acordo com a desprotonacéo de N(3)—H e formacéo de um
sistema altamente deslocalizado, onde N(3)-C(8) adquire um carater de dupla ligacdo e
C(8)-0(10) adquire um carater de ligagdo simples. A distancia de ligacdo entre o atomo de
cobalto e o 4tomo de nitrogénio iminico [1,8541(17) A] é menor do que a distancia de ligacio
entre o 4tomo de cobalto e o 4tomo de nitrogénio da piridina [1.9183(18) A].

Os angulos das ligacdo N(1)-Co(1)-0O(10) [16,67(7)°] desviam do valor ideal de 180°,
provavelmente devido ao requerimento espacial exigido pelo sistema quelante da hidrazona.
Por outro lado, o angulo envolvendo as duas moléculas de H2AcPh em torno do centro
metalico, N(2)-Co(1)-N(22), é 178,81(8)°. Além disso, como foi observado anteriormente,
ocorre uma rotacdo em torno da ligacdo C(2)—C(7) quando a hidrazona se coordena a um centro
metalico, ocasionando mudangas significativas em alguns angulos de ligacdo.® Como mostrado
na Tabela 4.5, os angulos de ligacdo mudam de 117,02(13) para 106,83(16)° [C(8)—N(3)-N(2)],
de 119,02(14) para 123,39(17)° [C(7)-N(3)-N(2)] e de 114,47(15) para 111,41(18)°
[C(2)—C(7)-N(2)], com a complexacao.

4.1.2 Caracterizacdo dos complexos de cobalto(l11) com tiossemicarbazonas

Foram obtidos complexos de cobalto(111) com H2Ac4Ph, H2Ac4pCIPh, H2Ac40CIPh,
H2Ac4pNO2Ph e H2Ac40NO2Ph: [Co(2Ac4Ph)2]CI-CH30H-0,5H20 (7),
[Co(2Ac4pCIPh)2]CI-1,5H20 (8), [Co(2Ac40CIPh)2]CI-3,5H20 9),
[Co(2Ac4pNO2Ph)2]CI-3H20 (10) e [Co(2Ac4o0NO2Ph),]CI-3H20 (11) (Figura 4.6). Destes
cinco complexos apenas o complexo (7) ndo é inédito.’®* Os dados obtidos por meio da

caracterizacdo do complexo (7) estédo de acordo com os dados relatados na literatura.

13 C. G. Oliveira, P. I. S. Maia, M. Miyata, F. R. Pavan, C. Q. F. Leite, E. T. De Almeida, V. M. Deflon, J. Braz.
Chem. Soc. 25 (2014) 1848.
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As tiossemicarbazonas utilizadas na sintese dos complexos ja foram descritas na
literatura.'*1” Sendo assim, os espectros das mesmas sdo utilizados neste capitulo apenas para

comparagdo com os espectros dos seus respectivos complexos.

+
[
= CH;
N
]
ﬁCO/N
N Cl

H, [Co(2Ac4Ph),]C1-CH,0H-0,5H,0 (7)
pCl, [Co(2Ac4p CIPh),]CI-1,5H,0 (8)
oCl, [Co(2Ac40CIPh),]C1-3,5H,0 (9)
pNO,,  [Co(2Ac4pNO,Ph),]CI-3H,0 (10)
oNO,,  [Co(2Ac40NO,Ph),]C1-3H,0 (11)

Figura 4.6 Estrutura genérica dos complexos de cobalto(l11) com tiossemicarbazonas.

4.1.2.1 Analises

Rendimento das reacBGes, massas molares, microanalises e condutividade molar dos
complexos (7-11) estdo apresentados na Tabela 4.6. Os resultados das analises estdo de acordo
com a estrutura proposta, [Co(L)2]Cl-xH20, na qual um &tomo de cobalto se coordena a duas
moléculas de tiossemicarbazona na sua forma anidnica (L") e um cloreto age como contra-ion.
As moléculas de agua de hidratacdo e do metanol [no caso do complexo (7)] foram confirmadas
por espectroscopia na regido do infravermelho e também por anélises termogravimétricas, onde
verifica-se a perda de massa equivalente a essas moléculas entre 30 e 150 °C.

A presenca do ion cloreto como contra-ion foi confirmada pelos valores de
condutividade molar em torno de 47,62 — 57,32 cm? Q' mol?, sugerindo que todos os
compostos sdo eletrolitos 1:1 em DMF (Tabela 2.1, pag. 24). As medidas de susceptibilidade
magnética (y) dos complexos (7-11) resultaram em valores de yg proximos a zero, indicando a

presenca de um composto diamagnético, ion cobalto(l11) (baixo spin, d®).

14D, L. Klayman, J. F. Bartosevich, T. S. Griffin, C. J. Mason, J. P. Scovill, J. Med. Chem. 22 (1979) 855.

15 E. Bermejo, A. Castifieiras, R. Dominguez, R. Carballo, C. Maichle-Mossmer, J. Strahle, D. X. West, Z. Anorg.
Allg. Chem. 625 (1999) 961.

16D, X. West, J. J. Ingram 111, N. M. Kozub, G. A. Bain, A. E. Liberta, Transition Met. Chem. 21 (1996) 213.
17J. A Lessa, I. C. Mendes, P. R. O. Da Silva, M. A. Soares, R. G. Dos Santos, N. L. Speziali, N. C. Romeiro, E.
J. Barreiro, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 5671.
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Tabela 4.6 Rendimento, temperatura de fusdo ou decomposicio?, analise elementar®,
termogravimetria®, massa molar e condutividade molar (DMF, 1 mM) dos complexos
[Co(2Ac4Ph),]Cl-CH30H-0,5H,0 (7), [Co(2Ac4pCIPh),]CI-1,5H,0 (8), [Co(2Ac40CIPh),]CI-3,5H,0
(9), [Co(2Ac4pNO2Ph),]CI-3H20 (10) e [Co(2Ac40NO2Ph),]CI-3H,0 (11)

Rend. Tt 0OU Tdec TG MM Am
Compostos %C %H %N
/% /°C | % /gmol® /cm? Q1 mol?

. 770 306,0-308,0 51,53 496 17,07 5,84 67413 573
(175,0-177,0) (51,67) (4,64) (16,62)  (6,09) ' ’

. 696 2642 (dec) 46,16 3,98 1528 7,74 g0 s
(162,7-164,9) (46,13) (3,73) (15,37)  (7,41) ’ ’

9 85.4 251,7 (dec.) 43,25 3,83 14,50 8,03 26502 6.0
(149,5 - 152,0) (43,96) (4,08) (14,65)  (8,24) ’ ’

10 86.0 280,0 (dec.) 43,32 3,62 18,09 7,03 1 76
(193,0-195,0) (43,28) (3,89) (18,02)  (6,96) ’ *
252,0-2535 43,38 3,69 18,37 6,93

11 61,8 777,12 50,72

(150,9 - 154,9) (43,28) (3,89) (18,02) (6,95)

2 Faixa de temperatura de fusdo dos respectivos ligantes entre parénteses (dec = decomposicdo);
b valores tedricos entre parénteses;

4.1.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os complexos (7-11) foram caracterizados por RMN de 'H, *C{*H}, DEPT 135, COSY
e HMQC, utilizando-se DMSO-ds como solvente. Os espectros de RMN dos complexos e das
tiossemicarbazonas livres foram obtidos no equipamento de 200 MHz. A numeracdo adotada
para a atribuicdo dos atomos de H e C e os resultados obtidos estdo apresentadas nas Tabelas
4.7 e 4.8. Os espectros de RMN de *H e 3C{*H} do complexo (9) serdo apresentados nas
Figuras 4.7 e 4.8.

Os espectros de RMN de 'H de todas as tiossemicarbazonas apresentam sinais
duplicados, indicando a existéncia dos isdbmeros configuracionais Z e E (88 - 95%) em
solugdo.!”8 Para as tiossemicarbazonas H2Ac4pCIPh, H2Ac40CIPh e H2Ac40NO,Ph o sinal
do isdbmero Z aparece em torno de 14,84 — 14,16 ppm,*"*8 sendo este caracteristico de N(3)-H
em ligacdo de hidrogénio com o atomo de nitrogénio do anel da piridina.'® Ja no isémero E,

N(3)-H faz ligagdo de hidrogénio com o solvente?® (DMSO) e o sinal foi observado em torno

18 G. L. Parrilha, J. G. Da Silva, L. F. Gouveia, A. K. Gasparoto, R. P. Dias, W. R. Rocha, D. A Santos, N. L.
Speziali, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 46 (2011) 1473.

19 A. M. B. Bastos, A. F. C. Alcantara, H. Beraldo, Tetrahedron 61 (2005) 7045.

20 A P. Rebolledo, M. Vieites, D. Gambino, O. E. Piro, E. E. Castellano, C. L. Zani, E. M. Souza-Fagundes, L. R.
Teixeira, A. A. Batista, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 99 (2005) 698.
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de 11,18 —10,61 ppm (Tabela 4.7). Nos espectros de RMN de *C{*H} n&o foi possivel observar
a coexisténcia dos isdmeros Z e E devido a baixa solubilidade desses compostos em DMSO-de.

Nos espectros de RMN de *H e *C{*H} dos complexos (7 — 11) foi observado apenas
um sinal para cada hidrogénio e cada carbono, indicando a presenca de um unico isdbmero, a
forma E. A configuracéo E das tiossemicarbazonas coordenadas foi confirmada pela estrutura
de raios X dos complexos (7) e (8). A estrutura cristalografica do complexo (8) sera
apresentada na se¢édo 4.1.2.4 (pag. 91).

Nos espectros de RMN de *H das tiossemicarbazonas foram observados sinais em torno
de 10,61 - 11,18 e 10,21 — 11,04 ppm referentes aos hidrogénios N(3)-H e N(4)-H,
respectivamente. A auséncia do sinal do N(3)-H nos espectros dos complexos indica que 0s
ligantes encontram-se na sua forma anibnica. O deslocamento dos hidrogénios da piridina e do
grupo acetil indicam a coordenacédo via atomos de nitrogénio piridinico e iminico. Na Figura
4.7 estdo apresentados os espectros de RMN de *H do complexo (9) e da tiossemicarbazona
precursora (H2Ac4pNO2Ph).

Em concordancia com os dados de RMN de *H, deslocamentos significativos foram
observados nos espectros de RMN de C{*H} das tiossemicarbazonas apos a complexacio
(Tabela 4.8). O sinal do carbono C7 observado em torno de 148,7 — 150,6 ppm no espectro das
tiossemicarbazonas livres se deslocou para 156,4 — 156,9 ppm nos espectros dos complexos,
confirmando o envolvimento do nitrogénio iminico na coordenacdo ao centro metalico. Os
sinais de carbono da piridina (C2-C6) e do grupo acetil (C15) também se deslocaram. Apesar
da coordenacdo do ion cobalto ao a4tomo de enxofre, ndo foi observado deslocamento
significativo do carbono C8. Os espectros de RMN de *C{H} do complexo (9) e do ligante

precursor (H2Ac40CIPh) estdo apresentados na Figura 4.8.
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Tabela 4.7 Atribui¢des (A), nimero de hidrogénio (N°), multiplicidade?, deslocamentos quimicos (ppm) dos principais sinais de RMN de *H dos complexos

(7-11) e tiossemicarbazonas livres (200 MHz, DMSO-ds)

)

A N° H2Ac4Ph 7 H2Ac4pCIPh 8 H2Ac40CIPh 9
N@3)-H 1 10,61 (s) 10,79 (s) 10,94 (s)
N(4)-H 1 10,22 (s) 10,51 (s) 10,22 (s) 10,54 (s) 10,21 (s) 10,13 (s)

H3 1 8,48 (d) 8,21-8,10(m) 853(d) 8,22-8,10(m) 8,51 (d) 8,17 - 8,07 (m)

4 1 7,81 (1) 8,21 -8,10 (m) 7,82 (t) 8,22-8,10(m) 7,87 —7,73 (m) 8,17 —8,07 (M)

H5 1 7,45-7,30(m) 7,51 (td) 7,50-7,35(m) 7,55-7,40 (m) 7,87 7,73 (m) 7,57 - 7,48 (M)

H6 1 8,58 (d) 8,01 (d) 8,61 (d) 8,02 (d) 8,62 (d) 8,00 (d)

H10 1 7,53 (d) 7,74 (d) 7,50-7,35 (m) 7,40 — 7,55 (m)

H11 1 7,45-7,30(m) 7,37 (t) 7,61 (d) 7,75 (d) 7,56 (dd) 7,57 -7,48 (m)
H12 1 7,22 (dd) 7,08 (t) 7,44 — 7,28 (M) 7,37 (td)
H13 1 7,45-7,30(m) 7,37 (t) 7,61 (d) 7,75(d)  7,44-728(m) 7,27 (td)
H14 1 7,53 (d) 7,74(d)  7,50-7,35(m) 7,40 —7,55 (m) 7,44—7,28 (m) 7,57 — 7,48 (m)
H15 3 2,44 (s) 3,00 (s) 2,47 (s) 3,00 (s) 2,53 (s) 2,81 (s)
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Tabela 4.7 Continuagéo...

0
A N° H2Ac4pNO.Ph 10 H2Ac40NO,Ph 11

N@)-H 1 11,10 () 11,18 (5)
N@)-H 1 1050 (s) 11,07 (s) 11,04 (s) 10,78 (s)

H3 1 849(d) 8,32 — 8,27 (m) 846 (d)  7,60—751(m)

HA 1 7,86 (td) 8,18 (t) 8,00—7,70 (m) 8,20—8,13 (M)

Hs 1 7.44(Y) 7,56 (t) 7,60 7,35 (m) 7,60 — 7,51 (m)

He 1 863(d) 8,08 (d) 8,63(c) 7,89 (d)

HIO 1 802(d) 8,02 (d)

HI1 1 826(d) 8,30 (d) 829(d)  820-813(m)

H12 1 8,00-7,70(m) 7,74 (td)

HI3 1 826(d) 8,30 (d) 760-735(m) 7,42 (td)

H14 1 802(d) 8,02 (d) 8,13 (d) 8,02 (dd)

H15 3 2,50 (s) 3,08 (s) 2,50 (s) 2,75 (s)

C
PO Y |
aul S f 3 Cl
HN
ézﬁ o N R- H, [Co(2Ac4Ph),]C1-CH30H-0,5H,0 (7)
i pCl, [Co(2AcdpCIPh),]CI-1,5H,0 (8)
10 oCl,  [Co(2Ac4oCIPh),]CI-3,5H,0 (9)
R pNO,,  [Co(2AcdpNO,Ph),]CI-3H,0 (10)
H oNO,,  [Co(2Ac4oNO,Ph),]C1-3H,0 (11)

amultiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; td = triplodupleto;



Tabela 4.8 Atribuigdes (A) e deslocamentos quimicos (ppm) dos principais sinais de RMN de *C{*H} e DEPT 135 dos complexos (7-11)
e tiossemicarbazonas livres (50 MHz, DMSO-ds)
0
A DEPT H2Ac4Ph 7 H2Ac4pCIPh 8 H2Ac40oCIPh 9  H2Ac4pNO.Ph 10 H2Ac4oNOPh 11
C2 154,7 158,8 1544 159,6 154,9 157,6 154,2 162,2 154,2 159,6
C3 i 1258 125,6 121,2 126,1 121,0 1254 121,3 126,5 120,9 125,9
C4 i 136,6 140,2 136,3 140,4 136,5 140,2 136,4 140,5 136,7 140.4
C5 i 1215 1275 1241 1277 124,2 127,6 1243 128,2 1244 127,6
C6 i 149,4 149,3 148,4 149,4 148,6 149,3 148,9 149,7 148,6 149,3

C(7)=N  --- 148,7  156,7 149,5 156,6 149,3 156,9 150,6 156,4 150,1 156,6
C®)=S -- 1775 1755 177,2 175,4 177,8 178,9 176,6 175,3 1771 176,7
C9 --- 139,2 140,0 138,0 138,9 130,6 129,4 145,3 145,7 135,7 132,8
C(10)-R 1t 126,3 128,8 --- 128,7 136,6 136,4 --- 125,0 143,1 143,2
Cl1 1 128,3 120,4 --- 121,8 127,8 1279 --- 119,7 133,9 134.0
C12-R 1 1259 1234 129,5 127,0 129,3 128,6 143,5 141,7 128,6 1259
C13 1 128,4 1204 --- 121,8 127,2 127,2 --- 119,7 125,0 1259
Cl4 1 126,3 128,8 --- 128,7 129,7 129,8 --- 125,0 119,2 125,3
C15 1 12,7 15,8 12,5 15,9 12,6 15,3 12,78 16,4 12,8 15,3
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Figura 4.7 Espectros de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) do ligante H2Ac40CIPh (acima) e seu
complexo [Co(2Ac40CIPh),]CI-3,5H,0 (9).
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Figura 4.8 Espectros de RMN de *C{*H} (50 MHz, DMSO-ds) do ligante H2Ac40CIPh (acima) e seu
complexo [Co(2Ac40CIPh);]CI-3,5H,0 (9).

4.1.2.3 Espectroscopia de absorcéo na regiao do infravermelho (1V)

Na Tabela 4.9 estdo apresentados os numeros de onda maximos das bandas mais
importantes observadas nos espectros vibracionais das tiossemicarbazonas livres e seus
complexos de cobalto(l11) na regido de 4000 a 400 cm™. Os espectros do ligante H2Ac40NO,Ph

e do complexo (9) estdo apresentados na Figura 4.9.
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Nos espectros dos ligantes observa-se uma banda de estiramento do grupo N-H em torno
de 3218 — 3320 cm™. Essa banda desaparece nos espectros dos complexos indicando a
desprotonacao da tiossemicarbazona apds a complexacdo. A mudanca de enxofre da forma
tiona para enxofre na forma de tiolato é verificada pelo intenso deslocamento da banda de
estiramento v(C=S) (20 a 40 cm™*) para menor niimero de onda, indicando a formagéo da ligacio
simples C-S.16:2

Tabela 4.9 Nimero de onda / cm* das principais bandas observadas nos espectros vibracionais de

absorc¢do na regido do infravermelho dos complexos (7-11) e tiossemicarbazonas livres

Compostos v(OH)  v(N3-H) v(C=S) v(C=N) v(C=N3) p(py)

H2Ac4Ph --- 3300 800 1588 --- 620
[Co(2Ac4Ph)2]CI-CHsOH-0,5H.0 (7) 3408 --- 756 1558 1434 656
H2Ac4pCIPh --- 3292 802 1582 --- 620
[Co(2Ac4pCIPh),]CI-1,5H0 (8) 3390 --- 772 1552 1448 654
H2Ac40CIPh ---  3320,3310 782 1582 --- 620
[Co(2Ac40CIPh),]CI-3,5H20 (9) 3379 --- 774 1591 1435 668
H2Ac4pNO2Ph --- 3258 796 1596 --- 620
[Co(2Ac4pNO,Ph),]CI-3H,0 (10) 3400 --- 776 1596 1450 670
H2Ac40NO2Ph --- 3218 792 1582 --- 620
[Co(2Ac40NO,Ph),]CI-3H,0 (11) 3336 --- 778 1588 1456 654

A banda v(C=N) em torno de 1582 — 1596 cm™ no ligante se desloca para 1552 — 1596
cm® nos espectros dos complexos, sugerindo a coordenagio ao 4tomo de nitrogénio iminico.
Além disso, observa-se uma banda nova associada ao estiramento da ligacdo C=N(3) em torno
de 1434 — 1456 cm?, em consequéncia da desprotonagdo da tiossemicarbazona apds a
complexagéo.

A coordenacdo via nitrogénio heteroaromatico é confirmada pelo deslocamento positivo
da banda de deformagdo angular no plano do anel, de 620 cm™ no espectro da
tiossemicarbazona livre para 670 — 654 cm™ no espectro dos complexos. Desta forma, os dados
obtidos através dos espectros de absorcao na regido do infravermelho dos complexos indicam

a coordenacéo das tiossemicarbazonas através do sistema quelato Npy-Nimina-Stiolato-

2L D. X. West, N. M. Kozub, G. A. Bain, Transition Met. Chem. 21 (1996) 52.
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Nos espectros dos complexos (7-11) aparece uma banda intensa e larga em torno de

3336 — 3408 cm™* associada ao estiramento da ligagido O-H, indicando a presenca de 4gua de

hidratac&o.®
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Figura 4.9 Espectros de absorcdo da regido do infravermelho do complexo (9) e da

tiossemicarbazona H2Ac40CIPh (vermelho), obtidos em pastilha de KBr. Regido de 4000 a 400 cm*
(A) e regido expandida (1700 a 400 cm™) (B).
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4.1.2.4 Cristalografia de raios X

Monocristais do complexo [Co(2Ac4pCIPh),]CI-CH:OH (8a) adequados para a
difracdo de raios X foram obtidos apos a recristalizacdo do composto em solucdo metandlica a
temperatura ambiente.

Medidas de difragédo de raios X do cristal foram realizadas em um difratdmetro Oxford-
Diffraction GEMINI (Simon Fraser University, Burnaby, Canada) com fonte de grafite Mo Ka
(L =1,54178 A) a 293 K. As estruturas foram resolvidas por métodos diretos e refinadas pelo
método de minimos quadrados F? utilizando programas ShelXle.?? Gréaficos das estruturas
moleculares foram obtidos utilizando o programa ORTEP.

O complexo (8a) cristalizou-se no sistema monoclinico (grupo espacial P21/n) com uma
molécula [Co(2Ac4pCIPh):]Cl por unidade assimétrica. A unidade assimétrica do cristal
contém também uma molécula de metanol como solvente de cristaliza¢do. A estrutura cristalina
do complexo (8a) esté apresentada na Figura 4.10. Na Tabela 4.10 estéo apresentados os dados
relacionados a coleta e refinamento da estrutura cristalina do complexo (8a), bem como da
tiossemicarbazona H2Ac4pCIPh previamente descrita na literatura.)’ Os valores de
comprimentos e angulos de ligacdo (Tabela 4.11) sdo similares aos valores encontrados para o
complexo [Co(2Ac4Ph);]CI-CH3OH (7a).t3

Figura 4.10 Diagrama ORTEP do complexo [Co(2Ac4pCIPh),]CI-CH3;OH (8a). O solvente de

cristalizacdo e o contra-ion foram omitidos.

22 C.B. Hubschle, G.M. Sheldrick, B. Dittrich, J. Appl. Crystallogr. 44 (2011) 1281-1284.
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Tabela 4.10 Resumo da cole¢do de dados cristalograficos e resultados dos refinamentos

das estruturas cristalograficas da tiossemicarbazona H2Ac4pCIPh'' e
do complexo [Co(2Ac4pCIPh),]CI-CH3OH (8a)

H2Ac4pCIPht’ 8a
Formula empirica C14H13CIN4S C29H28NsS2Cl30Co
Massa molecular (g mol™?) 304,79 733,99
Temperatura (K) 293
Comprimento de onda (A) 0,71073 1,54178

Sistema cristalino, grupo espacial
Parametros da célula unitaria
a(A)

b (A)

c(A)

o (°)

Q)

Y ()

VAYIzZ
Densidade calculada (mg m3)
Coeficiente de absor¢do (mm™)
F(000)

Intervalo de 0 (°)

Faixa de indices de Miller

Reflexdes coletadas
Reflexdes unicas (Rint)
Completeza
Dados/restrigdes/parametros
S
indices de R final [I>25(1)]
indices de R (todos os dados)
Apmax € Apmin (€ A3)

Monoclinico, P2:/n

10,3223(5)
5,7130(3)
25,5526(13)
90
93,684(5)
90
1503,76(13) / 4
1,346
0,388
632
3,01-26,37
-10<h<12
-1<k<7
3l<l1<3l

6975
3055 (0,0405)
26,35° (99,9 %)
3055/ 0/ 182
0,781

R.1=0,0371; wR, = 0,0625
R; =0,1001; wR, = 0,0707

0,168 € -0,183

monoclinico, P2:/n

9,8288(2)
25,1779(4)
13,2495(2)
90
99,124(1)

90
3237,4(10) / 4
1,506
0,80
1504
3,5- 68,6
Al<h<11
30 <k <30
15<1<15
54007
5951 (0,091)

0 = 29,45 ° (99,7%)
4507/ 0/ 411
1,02
R; = 0,0410; WR; = 0,0897
R; = 0,0628; WR,=0,1002
0,36 € -0,40

Na estrutura apresentada na Figura 4.10 podemos observar que a tiossemicarbazona

H2Ac4pCIPh adota uma configuragdo E em relacdo a ligacdo C(7)=N(2) e se coordena de
maneira anidnica através dos atomos de nitrogénio piridinico [N(1) e N(21)], nitrogénio iminico
[N(2) e N(22)] e enxofre [S(10) e S(20)], formando um complexo de geometria octaédrica
distorcida. O &ngulo da ligacdo N(1)-Co—S(10) é igual a 162,74(8)°.

Comparando-se as distancias de ligacdo do complexo (8a) com a tiossemicarbazona

H2Ac4pCIPh (Tabela 4.11), podemos verificar o alongamento das ligagdes C(7)-N(2),
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N(2)-N(3) e C(8)-S(10), as quais passam de 1,283(2), 1,374(2) e 1,671(2) A (H2AcPh) para
1,300(4), 1,380(3) e 1,739(2) A [complexo (8a)], e o encurtamento da ligagdo N(3)-S(8) de
1,352(2) (H2AcPh) para 1,309(4) A [complexo (8a)]. Estas variacdes concordam com a

desprotonacao de N(3)—H e formacéo de um sistema altamente deslocalizado, onde N(3)—C(8)

adquire um carater de dupla ligacdo e C(8)—S(10) muda de tiona (C=S) pata tiolato (C-S). A

distancia de ligacéo entre o atomo de cobalto e 0 &tomo de nitrogénio iminico N(2) [1,882(2)

A] é menor do que a distancia de ligacdo entre o a&tomo de cobalto e 0 4tomo de nitrogénio

piridinico [1,950(2) A].

Tabela 4.11 Principais comprimentos (A) e angulos (°) de ligagéo da tiossemicarbazona
H2Ac4pCIPh'’ e do complexo [Co(2Ac4pCIPh).]Cl-CH3OH (8a). Desvio padréo entre parénteses

Atomos H2Ac4pCIPhY’ 8a
C(7)-N(2)/C(27)-N(22) 1,283(2) 1,300(4)/1,303(4)
N(2)-N(3)/N(22)-N(23) 1,374(2) 1,380(3)/1,377(3)
N(3)-C(8)/N(23)-C(28) 1,352(2) 1,309(4)/1,322(4)
N(4)-C(8)/N(24)-C(28) 1,341(2) 1,355(4)/1,358(4)
C(8)-S(10)/C(28)-S(20) 1,671(2) 1,739(3)/1,737(3)
N(1)-C(2)/N(21)-C(22) - 1,355(4)/1,359(4)
C(2)-C(7)/C(22)-C(27) 1,484(2) 1,463(4)/1,459(4)
Co(1)-N(1)/Co(1)-N(21) - 1,950(2)/1,962(3)
Co(1)-N(2)/Co(1)-N(22) - 1,882(2)/1,883(2)

Co(1)-S(10)/Co(1)-S(20) - 2,2104(9)/2,2102(10)
C(2)-C(7)-N(2)/C(22)-C(27)-N(22) - 113,0(3)/113,3(3)
C(7)-N(2)-N(3)/C(27)-N(22)-N(23) 118,86(15) 118,7(2)/119,2(2)
N(2)-N(3)-C(8)/N(22)-N(23)-C(28)  118,66(15) 111,1(2)/111,4(2)
N(3)-C(8)-S(10)/N(23)-C(28)-S(20)  119,99(15) 125,1(2)/124,6(2)

N(1)-Co(1)-N(21) - 90,93(10)
N(1)-Co(1)-N(22) - 98,14(10)
N(1)-Co(1)-S(10)/N(21)-Co(1)-S(20) - 168,74(8)/169,03(8)
N(2)-Co(1)-S(20) - 91,53(8)
S(10)-Co(1)-S(20) - 91,49(4)
S(10)-Co(1)-N(21) - 90,00(7)
S(10)-Co(1)-N(22) - 93,10(8)
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Comparando-se os complexos de cobalto(l1l) com hidrazonas e tiossemicarbazonas,
observa-se que as varia¢es de comprimentos de ligagdes estdo de acordo com a desprotonagéo
do 4tomo de nitrogénio N(3) e coordenacdo ao metal [Tabelas 4.5 (pag. 79) e 4.11]. Além disso,
como era esperado, os comprimentos das ligacdes Co-N(1) [1,918(18)], Co-N(2) [1,854(16)] e
Co-0(10) [1,900(15) A] no complexo (4a) sdo significativamente menores do que 0s
comprimentos das ligagdes Co-N(1) [1,950(2)], Co-N(2) [1,882(2)] e Co-S(10) [2,2104(9) A]
no complexo (8a). A diferenca no comprimento dessas ligacGes é coerente com o fato de o

atomo de oxigénio ser mais eletronegativo que o atomo de enxofre.

4.2 Estudos eletroquimicos dos complexos de cobalto(lll) com hidrazonas e
tiossemicarbazonas

Em trabalhos anteriores relatados na literatura tem sido investigadas as propriedades
redox de complexos de cobalto(I1) com ligantes que possuem atividade antitumoral.?32’
Complexos de cobalto(l11) tém sido utilizados para direcionar o ligante para o tumor sélido
(regido com baixa concentracdo de oxigénio) por meio da reducdo de Co(lll) (inerte) para Co(ll)
(1abil) e consequente liberacdo do ligante ativo.!"?

Medidas eletroquimicas foram realizadas a 25 °C utilizando-se solugdes dos complexos
(4-11) em acetonitrila (5 x 10 M) contendo o eletrélito suporte perclorato de tetrabutilamonio
(INBus][ClO4], 0,1 M). Os complexos (4-5 e 7-9) apresentam pares de picos anddicos e
catddicos bem definidos. J& os complexos contendo o grupo nitro (6, 10 e 11) apresentaram um
processo de oxi-reducdo mais complicado e serdo discutidos posteriormente.

Na Figura 4.11 estdo apresentados os voltamogramas ciclicos do complexo (8) a 100
mV st de-1,8a 1,8V e regido expandida de -1,8 a -0,2 V. De um modo geral, os complexos
(4-5 e 7-9) apresentam dois processos quasi-reversiveis atribuidos aos pares redox Co"!/Co"
(picos 1 e I') e Co"/Co' (picos 11 e II’) e um processo irreversivel em torno de 1,2 V (pico I1I’)

referente ao processo de oxidagdo envolvendo as hidrazonas?®*° [complexos (4-5)] ou

23T, W. Failes, C. Culliname, C. I. Diakos, N. Yamamoto, J. G. Lyons, T. W. Hambley, Chem. Eur. J. 13 (2007)
2974,

24T, W. Failes, T. W. Hambley, Dalton Trans (2006) 1895.

% D. C. Ware, W. R. Wilson, W. A. Denny, C. E. F. Rickard, J. Chem. Soc., Chem. Commun. (1991) 1171.

% E, T. Souza, L. C. Castro, F. A. V. Castro, L. C. Visentin, C. B. Pinheiro, M. D. Pereira, S. P. Machado, M.
Scarpellini, J. Inorg. Biochem. 103 (2009) 1355.

21D, C. Ware, P. J. Brothers, G. R. Clark, W. A. Denny, B. D. Palmer, W. R. Wilson, J. Chem. Soc., Dalton Trans.
(2000) 925.

28 H. Beraldo, D. Gambino, Mini Rev. Med. Chem. 4 (2004) 31.

29 |.G. Belaya, S.V. Svidlov, A.V. Dolganov, G.E. Zelinskii, T.V. Potapova, A.V. Vologzhanina, O.A. Varzatskii,
Y.N. Bubnov, Y.Z. Voloshin, Dalton Trans. 42 (2013) 13667.

30 M. Bakir, O. Green, J. Mol. Struct. 996 (2011) 24.
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tiossemicarbazonas'®*! [complexos (7-9)]. Os pares de picos I/I’ e II/II’ sdo representados pelas
Equagdes 4.1 e 4.2, respectivamente, nas quais L representa os ligantes hidrazonas ou

tiossemicarbazonas.

[Co™(L)2]™t +& == [Co"(L).]° Equacio 4.1

[CO"(L)2]° +e = [Co'(L)]* Equacéo 4.2

I: Co* +e «— Co?
I': Co*™ < Co’" +e
II: Co** + & < Co”
II': Co™ < Co* +e

10 pA

Ir

| T T T T T T
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Potencial /' V vs Ag/AgCl

Figura 4.11 Voltamogramas ciclicos do complexo [Co(2Ac4pCIPh);]CI-1,5H,0 (8) a 100 mV st de -
1,8 a 1,8 V (linha pontilhada) e regido expandida de -1,8 a -0,2 V (negrito).

Na Tabela 4.12 estdo apresentados os valores de potenciais de pico catédico e anddico
(Epc € Epa), variagdes de potenciais entre picos catodicos e anddicos (AEp) e 0s potenciais de
meia onda [Ex2 = (Epc — Epa) / 2] versus Ag/AgCl para os pares redox Co''"/Co''e Co''/Co' dos
complexos (4-5 e 7-9). Os valores de potenciais de meia onda versus ENH foram obtidos
utilizando o par redox Fc/Fc* (Fc = ferroceno) como padréo interno.

Valores Ei» na faixa de -1,24 a -1,41 V versus Ag/AgCl foram encontrados para
Co'/Co'. O par redox Co"'/Co'" apresentou valores de potenciais E12 = -0,24 (4), -0,19 (5), -
0,72 (7), -0,68 (8) e -0,55 V versus Ag/AgCI (9). Os valores de potenciais de redugdo do
complexo (7) estdo proximos aos valores reportados na literatura,*® Ey, =-1,46 V e E12 = -0,70

V para os processos Co'/Co' e Co"'/Co", respectivamente.

31 M.V. Rodi¢, V.M. Leovac, L.S. Jovanovié, L.S. Vojinovié-Jesi¢, V. Divjakovié, V.I. Cesljevié, Polyhedron 46
(2012) 124.
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Tabela 4.12 Potenciais redox para os pares Co"'/Co'" e Co'"/Co' dos complexes [Co(2AcPh),]CI-2H.0
(4), [Co(2AcpCIPh)]CI-3,5H.0 (5), [Co(2Ac4Ph);]Cl-CHsOH-0,5H,0 (7),
[Co(2Ac4pCIPh);]CI-1,5H,0 (8) e [Co(2Ac40CIPh)]CI-3,5H.0 (9) a 100 mV s

Co"'/Co" Co'"/Co!
Compostos  Epc(1)? Epa(I’)® E1* E1® Epc(11)* Epa(I’)® E12® EuP
4 -0,27 -0,20 -0,24 -0,29 -1,40 -1,34 -1,37  -1,42
5 -0,22 -0,15 -0,19 -0,25 -1,37 -1,30 -1,34  -1,40
7 -0,75 -068 -0,72 -0,76 -1,44 -1,38 -141 -1,45
8 -0,71 -0,64 -0,68 -0,67 -141 -1,34 -1,38 -1,34
9 -0,58 -0,52 -0,55 -0,67 -1,26 -1,21 -1,24  -1,37
2V vs Ag/AgCl
bV vs ENH

Os valores de potenciais de reducdo dos complexos de cobalto(l1l) com hidrazonas (-
0,29 e -0,25 V) encontram-se na faixa de atuacdo de redutores celulares, entre -0,20 e -0,40 V
versus ENH.32 Ja os complexos com tiossemicarbazonas apresentaram valores mais negativos
de potencial de reducéo, entre -0,67 e -0,76 V versus ENH. Valores semelhantes de E, foram
determinados para outros complexos de cobalto(I11) com atividade antitumoral.?® Sendo assim,
o0s estudos eletroquimicos sugerem que os complexos com hidrazonas (4 e 5) poderiam ser
reduzidos mais facilmente do que os complexos com tiossemicarbazonas (7-9). Na Figura 4.12
estdo apresentados os voltamogramas ciclicos dos complexos (4-5 e 7-9) na faixa de potencial
de -1,8 a-0,2 V e velocidade de varredura igual a 100 mV s,

Ligantes o-doadores possuem a capacidade de aumentar a densidade eletronica sobre o
metal tornando mais dificil o ganho de mais um elétron e causando um deslocamento do
potencial de reducéo para valores mais negativos.®*3* Comparando-se os valores de Ei, na
Tabela 4.12, podemos observar que a presenca do substituinte cloro na posicdo para do anel
fenilico dos complexos (5 e 8) provocou um pequeno deslocamento para regido anddica
(valores mais positivos de potencial) quando comparado aos complexos sem grupo substituinte
no anel fenilico (4 e 7). O deslocamento foi mais pronunciado para o complexo (9) (E12 =-0,67
V) quando comparado ao complexo (7) (Ex2 = -0,76 V) (Figura 4.12). Este deslocamento era

%2 D. C. Ware. B. D. Palmer, W. R. Wilson, W. A. Denny, J. Med. Chem. 36 (1993) 1839.

33 M. Scarpellini, J. C. Toledo Jr, A. Neves, J. Ellena, E. E. Castellano, D. W. Franco, Inorg. Chim. Acta 357
(2004) 707.

3 E. T. Souza, L. C. Castro, F. A. V. Castro, L. C. Visentin, C. B. Pinheiro, M. D. Pereira, S. P. Machado, M.
Scarpellini, J. Inorg. Biochem 103 (2009) 1355.
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esperado uma vez que o atomo de cloro é um doador de elétrons mais fraco que o atomo de

hidrogénio.*®

Corrente / pA

4
5
7
8
9

-10 — 1 1T r 1T r T T T T T
-2.00 -1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50

Potencial / V vs Ag/AgClI

Figura 4.12 Voltamogramas ciclicos dos complexos [Co(2AcPh),]CI-2H,0 (4),
[Co(2AcpCIPh),]CI-3,5H,0 (5), [Co(2Ac4Ph),]Cl-CH3;0H-0,5H,0 (7), [Co(2Ac4pCIPh),]CI-1,5H,0
(8) e [Co(2Ac40CIPh);]CI-3,5H,0 (9) a 100 mV s™.

Em um sistema reversivel as varreduras na dire¢do catédica e anddica originam o
mesmo numero de picos. Para 0os complexos em estudo foram observados dois picos catodicos
e dois picos anddicos. No entanto, existem outros critérios que devem ser considerados ao
definir o mecanismo do processo eletroquimico.®®3" Os critérios de reversibilidade sio:

- a corrente de pico (ip) varia linearmente com a raiz quadrada da velocidade de
varredura (ip oc v1/?);

- a razdo da corrente de pico anddico e catodico, ipa/ipc, deve ser igual ou proxima a
unidade e independente da velocidade de varredura;

- a diferenca entre os potenciais dos picos anddicos e catodicos (AEp = Epa — Epc) deve
permanecer constante com a variagdo da velocidade de varredura. Na literatura determina-se
que o valor de AE, para um sistema reversivel é igual a 59 mV/n (meio aquoso), sendo n o

numero de elétrons envolvidos no processo de reducéo.

% D. C. Ware, B. D. Palmer, W. R. Wilson, W. A. Denny, J. Med. Chem. 36 (1993) 1839.

% A. J. Bard, L. R. Faulkner, Electrochemical methods: fundamentals and applications. 2 ed. New York: Wiley,
2001.

37 L. S. Andrade, R. C. Rocha-Filho, N. Bocchi, S. R. Biaggio, Quim. Nova 27 (2004) 866.
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Voltamogramas ciclicos dos complexos (4-5 e 7-9) foram obtidos em diferentes
velocidades de varredura (v = 500, 200, 100, 75, 50 e 25 mV s?) a fim de se estudar a
reversibilidade dos processos redox Co''"/Co' e Co'/Co'. Na Tabela 4.13 estdo apresentados os
valores de potenciais e correntes catodicas e anodicas e na Figura 4.13 estdo apresentados 0s
voltamogramas ciclicos do complexo (8) em diferentes velocidades de varredura. Observa-se
que com a diminuicdo da velocidade de varredura ocorre uma proximidade entre 0s picos

catédicos e anddicos e o sistema torna-se mais reversivel.

Tabela 4.13 Potenciais de picos catodicos e anddicos (Epc e Epa / V vs. Ag/AgCI) e correntes de picos
catédicos e anddicos (ipc € ipa/ LA) para os pares redox Co'"'/Co' e Co''/Co' do complexo
[Co(2Ac4pCIPh),]CI-1,5H,0 (8) em diferentes velocidades de varredura (v/ mV s?)

Co"'/Co" Co''/Co

v Ep i Epm  ipa  AEp ipalie Epc e Epa  ipa  AEp  ipalipe
25 0,70 -225 -064 186 0059 -0,83 -140 -2,37 -1,34 2,03 0,060 -0,86
50 -070 -2,76 -064 254 0059 -092 -140 -3,18 -134 2,77 0,060 -0,87
75 070 -349 -064 339 0064 -097 -140 -389 -134 344 0060 -0,88
100 0,71 -3,75 -0,64 368 0064 -098 -141 -418 -1,34 3,83 0,060 -0,92
200 070 -510 -064 542 0058 -1,06 -140 -661 -1,34 583 0,060 -0,88
500 -0,70 -8,81 -064 884 0063 -100 -141 -109 -134 949 0,070 -0,87

15
10 A
5 .
<
L 0
c
o
S g
o 25 mv st
—— 50mv st
-10 1 75mV st
100 mv s*
-15 —— 200 mvV s*
—— 500 mV s™
-20 T T T T T T T T T

-20 -1.8 -16 -14 -12 -10 -0.8 -06 -04 -0.2 0.0
Potencial / V vs Ag/AgCl

Figura 4.13 Voltamogramas ciclicos do complexo [Co(2Ac4pCIPh);]CI-1,5H,0 (8)
a 25, 50, 75, 100, 200 e 500 mV s
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As curvas que relacionam a corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de
varredura para os pares de picos Co''"/Co'' e Co'"/Co' do complexo (8) estdo apresentadas na
Figura 4.14. Uma vez que a corrente de pico varia linearmente com a raiz quadrada da
velocidade de varredura, o parametro de reversibilidade é satisfeito para ambos os pares redox.
Por outro lado, a razdo ipa/ipc € diferente da unidade e sofre variagdo com o aumento da
velocidade de varredura (Tabela 4.13). Os valores de AEp sofrem variagdo com o0 aumento da
velocidade de varredura. Sendo assim, dado o ndo cumprimento de todos os parametros
podemos afirmar que o sistema envolvendo os pares Co"'/Co'" e Co''/Co' é quasi-reversivel.

O comportamento quasi-reversivel dos complexos (4-6) e (7-9) indica uma reducdo
seletiva para regido de hipdxia, uma vez que os mesmos teriam a capacidade de se reoxidarem

na presenca células oxigenadas, garantindo a ndo-liberacdo do ligante fora da regido do tumor.

(A) 94 I +1 - I 0 (B) 104
N [Co (L),] +e — [Co(L),] o] [Co'(L),)" +e¢ —~ [Co'(L),]"
; y=atbx g y—a+tbx
o] R*=0,9981 71 R*=0,9974
< < 8
=% = 5]
44 ~ 4]
3_ 3_
2 24 ]
1 T T T T T T T T T T 1 1 T T T T T T T T T T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
vi2/mV st v2/mv s

Figura 4.14 Plote linear da corrente de pico anddico (ipa) versus a raiz quadrada da velocidade de
varredura (v}/2) para os pares de picos Co"'/Co'"" (A) e Co'"/Co' (B) do complexo
[Co(2Ac4pCIPh)2]CI-1,5H,0 (8).

Nos voltamogramas ciclicos dos complexos (6), (10) e (11) (Figura 4.15) foi observado
um processo irreversivel em torno de 1,10 V (pico IIT’), referente a oxidacdo dos ligantes
H2AcpNO2Ph, H2Ac4pNO2Ph e H2Ac40NO2Ph. Os valores de potencial Ep para os demais
picos estdo apresentados na Tabela 4.14.

Os voltamogramas dos complexos mostram dois processos de reducdo em torno de -

0,98 a-1,18 V (pico IV) e -1,60 a -1,64 V (pico V) atribuidos a formacdo do radical Ar—NO>™
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e da espécie Ar—NHOH, respectivamente.®3° Os potenciais de oxidagdo

foram observados em torno de -1,00 (pico IV’) ¢ -1,52 V (pico V’).
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Figura 4.15 Voltamogramas ciclicos dos complexos: [Co(2AcpNO2Ph),]CI-2,5H,0 (6) (A);
[Co(2Ac4pNO,Ph),]CI-3H,0 (10) (B) e [Co(2Ac40NO,Ph).]CI-3H20 (11) (C) a 100 mV s*

Tabela 4.14 Potenciais de picos catodicos e anddicos (Epc € Epa / V vs. Ag/AgCI) dos complexos
[Co(2AcpNO2Ph);]CI-2,5H,0 (6), [Co(2Ac4pNO2Ph)2]CI-3H,0 (10)
e [Co(2Ac40NO,Ph);]CI-3H,0 (11) a 100 mV s

Compostos Epc(I) Em() Epe() Ep(l) Em(Il) Ep(IV) Ep(IV’) En(V) Epm(V)
6 020 -014 -146 -1,32 107  -1,06 097 -162 -152
10 064 - 140 - 1,10  -118 164 -
11 060 - -146 -129 109 -09  -098 -1,60 -152

Para o processo redox Co'"/Co' do complexo (6) foram encontrados Eyc = -0,20 (pico 1)

e Epa = -0,14 V (pico I'). Para os complexos (10) e (11) foram atribuidos picos catodicos a -

3 C. Rodrigues, A. A. Batista, R. Q. Aucélio, L. R. Teixeira, L. C. Visentin, H. Beraldo, Polyhedron 27 (2008)

3061.

39 A. Pérez-Rebolledo, L. R. Teixeira, A. A. Batista, A. S. Mangrich, G. Aguirre, H. Cerecetto, M. Gonzélez, P.
Hernandez, A. M. Ferreira, N. L. Speziali, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem 43 (2008) 939.
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0,64 e -0,60 V, respectivamente. Para o processo redox Co'/Co', picos catodicos (1) foram
encontrados em torno de -1,40 a -1,46 V ¢ os anddicos (II’) em torno de -1,29 a -1,36 V. Os
processos redox envolvendo os grupos nitro-aromaticos dificultou a interpretacdo dos
voltamogramas e determinacédo dos potenciais de picos anddicos envolvendo o centro metalico.

Da mesma maneira que a presenca de substituinte doador de elétrons desloca o potencial
para valores negativos, 0 processo inverso ocorre na presenca de substituintes retiradores de
elétrons tal como o grupo nitro. Comparando-se complexos de cobalto (I111) com os ligantes [(2-
hidroxibenzil)(2-(piridil-2-il)etillimina  (HL3) e [(2-hidroxi-5-nitrobenzil)(2-(piridil-2-
iletil]imina (HL4) foi observado um deslocamento de 0,39 V para regido de maior potencial
devido a presenca do grupo nitro no complexo com o ligante HL3. *° Comparando-se os valores
de potenciais de reducdo das Tabelas 4.12 (pag. 96) e 4.14 podemos observar o deslocamento
dos picos catodicos dos complexos (4) [Epc(l) =-0,27 V] e (7) [Epc(l) =-0,75 V] para regido de
maior potencial devido a presenca do substituinte nitro nos complexos (6) [Epc(l) = -0,20 V],
(10) [Epc(1) =-0,64 V] e (11) [Epc(1) =-0,60 V1.

4.3 [Estudos de interacdo dos complexos [Co(2AcPh)2]CI-2HO (4) e
[Co(2Ac4Ph)2]CI-CH30H-0,5H20 (7) com o agente redutor ditionito de sédio (DTN)

Espectros eletronicos dos complexos (4) e (7) (2,5 x 10° M em tamp&o Tris-HCI 5%
DMSO) foram obtidos na auséncia e presenca do redutor ditionito de sodio (Na2S204). Os
espectros dos ligantes H2AcPh e H2Ac4Ph também foram obtidos nas mesmas condicGes
experimentais.

Na auséncia do agente redutor, foi observada uma banda de transigéo intraligante a 282
nm e duas bandas de transferéncia de carga (LMCT) a 372 e 387 nm no espectro eletrénico do
complexo (4). O espectro eletrbnico do complexo (7) apresentou uma banda de transicdo
intraligante a 254 nm e uma banda LMCT a 372 nm, como mostrado na Figura 4.16.

Espectros eletronicos do complexo (4) na presenca de 3 equivalentes molares de DTN
foram obtidos em funcdo do tempo. Na Figura 4.16 A estdo apresentados 0s espectros
eletronicos obtidos nos tempost=0,t=1et=5h. Uma diminui¢do da banda LMCT foi
observada, sugerindo reducdo com possivel liberacdo do ligante H2AcPh. O espectro do
complexo (4) foi obtido também na presenca de 10 equivalentes molares de DTN e a reducéo

imediata do mesmo foi observada. Ja para o complexo (7), ndo ocorreu diminuicdo de

40 E.T. Souza, P. J. S. Maia, E. M. Azevedo, C. R. Kaiser, J. A. L. C. Resende, C. B. Pinheiro, T. A. Heinrich, R.
S. da Silva, M. Scarpellini, J. Inorg. Biochem. 105 (2011) 1767.
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intensidade da banda de transicdo LMCT mesmo ap0s 24 h na presenca de 10 equivalentes
molares de DTN (Figura 4.16 B). A banda de absorcdo intensa a 315 nm é referente ao DTN.

(A) - (B)
4+DTN, t=0h 20
4:DTN:t=1h —— 7+DIN,t=0h
44DTN.t=5h e T4HDTN t=1h
4 st Y TTTTTT
— ——  H2Ac4Ph
— — — - H2AcPh
m ¢ 7+DTN, t=24h
=)
( 10 4
0.5 4
| — _‘ - = ‘A-Iw—-w....-...‘........-....‘....n..._ 0.0 | '—--I— ............. ——
300 400 500 600 300 400 200
rlnm rlnm

Figura 4.16 Espectros eletrénicos: complexo [Co(2AcPh);]CI-2H,0 (4) na presenca de 3 equivalentes
molares de Na;S;04 (DTN) (A) e complexo [Co(2Ac4Ph);]CI-CH3;0OH-0,5H,0 (7) na presenca de 10
equivalentes molares de DTN (B). Os espectros eletronicos dos complexos (4) e (7) e dos ligantes
livres (H2AcPh e H2Ac4Ph) na auséncia de DTN também foram obtidos nas mesmas condi¢des

experimentais.

A possivel liberacdo do ligante H2AcPh apds reducdo do complexo (4) com DTN foi
investigada por espectrometria de massas. Os espectros do ligante H2AcPh, e do complexo (4)
na auséncia e presenca de 3 equivalentes molares de DTN (t = 10 e t = 60 min) estdo
apresentados nas Figuras 4.17 A, B, C e D, respectivamente.

No espectro do ligante livre foi observado um pico m/z [M + Na]* = 262. No espectro
do complexo (4) na auséncia de DTN observou-se um pico m/z [M]* = 535. Na presenca de 3
equivalentes molares de DTN foram observados os picos [M]* 535 e m/z [M + Na]* 262,
indicando que o complexo (4) pode ser reduzido pelo DTN com subsequente liberacdo do
ligante. Ap6s 60 min de interacdo, o pico m/z [M]" = 535 ainda ¢é observado, sugerindo que a
descomplexacdo ndo foi completa. O mesmo efeito foi observado na presenca de 10
equivalentes molares de DTN e se deve provavelmente a decomposi¢do do redutor em solugéo
em funcédo do tempo.

Os estudos de reducdo com ditionito de sodio estdo de acordo com os dados
eletroquimicos, que mostraram que os complexos de cobalto(l1l) com hidrazonas séo mais

facilmente reduzidos do que os complexos com tiossemicarbazonas.
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Figura 4.17 Espectros de massas: ligante H2AcPh (A) e complexo (4) na auséncia de DTN (B),
complexo (4) na presenca de 3 equivalentes molares de DTN, t = 10 min (C) e t = 60 min (D). C =25
uM em tampéo Tris—HCI 5 % DMSO, pH =7,2.

4.4 Complexos de cobalto(lll) contendo o ligante auxiliar tetradentado
tris(metilpiridil)amina (TPA)

Complexos de cobalto(lll) contendo ligantes com atividade citotdxica e o ligante
auxiliar tris(metilpiridil)amina (TPA) como carreador tem sido investigado na literatura. 24442
TPA é um ligante tripodal que possui a vantagem de se ligar ao centro metalico de maneira
tetradentada, permitindo que os sitios em posi¢do cis fiquem disponiveis para coordenacdo a
um ligante bidentado, formando um complexo de geometria octaédrica.*®

Os estudos eletroquimicos realizados neste trabalho mostraram que os complexos de
cobalto(111) com hidrazonas possuem potencial de redugdo Co'"/Co'' na faixa de -0,24 a -0,19
e 0os complexos com tiossemicarbazonas na faixa -0,72 a -0.55 V versus Ag/AgCl. Estudos de
reducdo mostraram que o complexo com a hidrazona H2AcPh [complexo (4)] pode ser reduzido

por Na>S204 com subsequente liberacdo do agente ativo.

41 AK. Renfrew, N. S. Bryce, T. Hambley, Chem Eur. J. 21 (2015) 15224.

42 p, D. Bonnitcha, B. J. Kim, R. K. Hocking, J. K. Clegg, P. Turner, S. M. Neville, T. W. Hambeley, Dalton
Trans. 41 (2012) 11293.

4 T.W. Failes, Acta Cryst. E59 (2003) m616.
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Com o objetivo de avaliar a influéncia de ligantes auxiliares (ou co-ligantes) no
comportamento eletroquimico dos complexos de cobalto(l11) e a habilidade dos mesmos em
liberar o ligante citotoxico, o complexo [Co(TPA)CI(H20)](ClOa4)23,5H20 foi sintetizado* e
0 mesmo reagiu com hidrazonas ou tiossemicarbazonas, na tentativa de se obter o complexo
[Co(L)(TPA)](CIOa4)2 ( HL = H2AcPh ou H2Ac4Ph), como mostrado na Figura 4.18 para o
ligante H2Ac4Ph.

Partimos da suposicdo de que o modo de coordenacdo bidentada dos ligantes no
complexo [Co(L)(tpa)](ClOa)2, ao inves da coordenagéo tridentada dos complexos [Co(L).]Cl,
facilitaria a liberacdo do agente citotdxico apos a reducdo do ion metalico. No entanto, a
caracterizagdo dos produtos (microanalises, espectros de infravermelho e RMN de !H)
revelaram a presenca do complexo [Co(L)2]CIOs (Figura 4.18). A obtengdo de
[Co(2AcPh).]ClO4 foi confirmada por difracéo de raios X (secdo 4.1.1.4, pag. 76).

— ‘ N B -2+
=
Yo
| N
NH
+ )\ —K—>
S NH
[Co(TPA)CI(H,0)](C1O,),.3,5H,0 H2Ac4Ph [Co(2Ac4Ph)(TPA)](CIO,),
_ ) +
~
P
> / /
— N//,, . /N
<,.,__—Co \
N 4\ N
N:;//S S VY
H > >
= NH
[Co(2Ac4Ph),]CIO,

Figura 4.18 Esquema de sintese do complexo [Co(2Ac4Ph)(TPA)](CIO.).

44 J. B. Mandel, C. Maricondi, B. E. Douglas, Inorg. Chem. 27 (1988) 2990.
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4.5 Avaliacdo da atividade biologica das hidrazonas e tiossemicarbazonas derivadas de 2-
acetilpiridina e seus complexos de cobalto(l11)
4.5.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos complexos foi avaliada contra bactérias Gram-positivas
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12220) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), conforme procedimento descrito na secdo 2.3.3.1 (pag. 35). Na Tabela 4.15 estdo
apresentados os valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos complexos, das
hidrazonas e tiossemicarbazonas livres, e dos fa&rmacos controle (ciprofloxacina e cloridrato de
tetraciclina). Além disso, foram utilizados como controles o sal de partida CoCl2-6H20 e o sal
de cobalto(I11), [Co(en)s]Cls.

A atividade das hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina ja haviam sido testadas frente
bactérias E. faecalis, S. aureus e P. aeruginosa, e contra fungos Candida albicans. Os
resultados mostraram que essas hidrazonas sdo inativas ou fracamente ativas.3*°

Os valores de CIM apresentados na Tabela 4.15 revelam que bactérias Gram-positivas
(E. faecalis, S. epidermidis e S. aureus) sdo mais sensiveis aos compostos testados do que
bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa). Este resultado era esperado uma vez que bactérias
Gram-negativas possuem uma parede celular mais complexa e mais dificil de ser atravessada
por agentes anitibacterianos.*®

De um modo geral, os complexos com hidrazonas ndo apresentaram atividade
significativa contra E. faecalis, S. epidermidis e P. aeruginosa, exceto para o complexo (6) que
mostrou uma melhora da atividade em relacéo a hidrazona livre. O valor de CIM do complexo
(6) contra as bactérias E. faecalis e S. epidermidis foi de 88,53 uM sendo que, para a hidrazona
precursora foram encontrados valores maiores que 659,6 ¢ 1758,9 uM, respectivamente.

Por outro lado, os complexos (4-6) mostraram-se ativos contra S. aureus com valores
de CIM em torno de 0,92 - 17,15 uM. No caso do complexo (5) o valor de CIM (0,92 uM) é da
ordem de grandeza do farmaco cloridrato de tetraciclina (0,15 pM). Os valores encontrados
para as hidrazonas precursoras foram em torno de 76,13 — 439,7 uM. Estes resultados indicam
que a coordenacdo ao cobalto resultou na melhora da atividade desses compostos.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.15 podemos concluir que 0s

complexos de cobalto(lll) com tiossemicarbazonas foram mais ativos do que aqueles com

A, A. R. Despaigne, F. B. Da Costa, O. E. Piro, E. E. Castellano, S. R. W. Louro, H. Beraldo, Polyhedron 38
(2012) 285.
% D. 0. Guimarées, L. S. Momesso, M. T. Pupo, Quim. Nova 33 (2010) 667.
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hidrazonas. Além disso, observa-se que bactérias S. aureus sdo mais sensiveis a0os compostos

testados do que E. faecalis, S. epidermidis e P. aeruginosa.

Todos os complexos com tiossemicarbazonas (7-11) foram ativos contra S. aureus e

inativos contra P. aeruginosa. O complexo (10) foi ativo apenas contra S. aureus e apresentou

menor atividade (CIM = 3,59 uM) em relagdo aos demais complexos (0,37 — 0,45 uM). Além

disso, os testes realizados contra E. faecalis e P. aeruginosa mostraram uma diminuicdo da

atividade da tiossemicarbazona H2Ac4pNO2Ph ap6s a complexacéo.

Tabela 4.15 CIM / uM das hidrazonas e tiossemicarbazonas, seus complexos de cobalto(l11), os sais

CoCl,-6H,0 e [Co(en)s]Cls, ciprofloxacina e cloridrato de tetraciclina contra E. faecalis, S.

epidermidis, S. aureus e P. aeruginosa

Gram + Gram -
Compostos E. faecalis  S. epidermidis  S.aureus P. aeruginosa
H2AcPh > 783,6 > 2090 130,6 >522,4
[Co(2AcPh);]CI-2H,0 (4) >411,9 >823,8 17,15 > 206,0
H2AcpCIPh > 685,0 > 456,7 76,13 > 456,7
[Co(2AcpClIPh),]CI-3,5H,0 (5) > 355,7 > 7114 0,92 >177,8
H2AcpNO2Ph > 659,6 >1758,9 > 439,7 > 439,7
[Co(2AcpNO,Ph);]CI-2,5H,0 (6) 88,53 88,53 14,76 >177,1
H2Ac4Ph > 462,4 > 462,4 > 462,4 > 462,4
Co(2Ac4Ph),]Cl-CH3OH-0,5H,0 (7) 11,74 15,66 1,95 187,9
H2Ac4pCIPh 102,5 205,05 >410,1 >410,1
[Co(2Ac4pCIPh);]CI-1,5H,0 (8) 3,57 5,35 0,45 171,5
H2Ac40CIPh >164,0 >164,0 41,01 41,01
[Co(2Ac40CIPh),]CI-3,5H,0 (9) 5,94 5,94 0,37 > 71,23
H2Ac4pNO2Ph > 396,4 > 396,4 > 396,4 > 396,4
[Co(2Ac4pNO,Ph),]CI-3H,0 (10) > 345,8 >172,9 3,59 > 345,8
H2Ac40NO,Ph > 396,4 > 396,4 14,41 > 396,4
[Co(2Ac40NO,Ph),]CI-3H,0 (11) 5,39 5,39 0,43 172,9
CoCl,:6H.0 > 1051 > 2102 > 1051 > 1051
[Co(en)s]Cls > 7234 > 1447 >723,4 >723,4
Ciprofloxacina 2,35 2,35
Cloridrato de tetraciclina 0,15 7,04
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Os complexos com tiossemicarbazonas contendo substituintes em posigéo orto ou para
(8, 9 e 11) mostraram-se mais ativos do que o complexo contendo o ligante H2Ac4Ph. Além
disso os valores de CIM obtidos para esses complexos (3,57 — 5,94 uM para E. faecalis, 5,35 —
5,39 uM para S. epidermidis e 0,37 — 0,45 uM para S. aureus) estdo proximos aos valores
obtidos para os farmacos ciprofloxacina (2,35 uM para E. faecalis e S. epidermidis) e cloridrato
de tetraciclina (0,15 puM para S. aureus). Para os complexos (7-9) e (11) observou-se uma
melhora significativa da atividade da tiossemicarbazona ap6s a complexacdo frente a E.
faecalis, S. epidermidis e S. aureus.

A atividade dos complexos com hidrazonas contra fungos Candida albicans
(ATCC 18804), Candida dubliniensis (isolado clinico 28), Candida glabrata (ATCC 90030),
Candida lusitaniae (CBS 6936), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida tropicalis
(ATCC 750) foi estudada utilizando-se o método de microdiluicdo em placas de 96 pogos. A
maior concentrago testada foi de 250 pug mL*. Os valores de Clso dos complexos (4-6) estdo
apresentados na Tabela 4.16. Nao foi possivel a determinacdo do Clsp dos complexos com
tiossemicarbazonas devido a baixa solubilidade dos mesmos nas condic¢des do teste.

Observa-se na Tabela 4.16 que as hidrazonas com substituintes em posicdo para
(H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph) foram mais ativas do que a hidrazona H2AcPh indicando que a
presenca de grupos retiradores de elétrons no grupo fenil poderia favorecer a atividade desses
ligantes. A hidrazona H2AcpNO2Ph mostrou-se mais ativa do que as demais hidrazonas frente
a todos os fungos testados, sendo mais ativa (7,4 uM) do que o farmaco nistatina (12,6 uM)
frente a C. parapsilosis. Em contrapartida, observa-se uma diminui¢do na atividade dessa
hidrazona com a complexacao ao cobalto(l11) para todos os fungos testados.

A diminuicdo da atividade das hidrazonas H2AcpCIPh e H2AcPh com a formacdo dos
complexos (4) e (5) também foi observada frente a C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis.
Por outro lado, resultados interessantes foram obtidos para os complexos (4) e (5), que exibiram
maior atividade quando comparados as hidrazonas livres frente a C. lusitaniae e C. tropicalis.
Os valores de Clsg do complexo (5) foram de 8,6 e 10,6 uM para C. lusitaniae e C. tropicalis,
respectivamente, sendo estes proximos aos valores encontrados para nistatina (5,6 uM para C.
lusitaniae e 10,2 uM para C. tropicalis).

Sendo assim, pode-se dizer que a complexacédo ao ion cobalto(l11) foi uma boa estratégia
para aumentar a atividade antimicrobiana tanto das hidrazonas quanto das tiossemicarbazonas

frente aos microrganismos testados.

107



Tabela 4.16 Clso/ uM das hidrazonas, seus complexos de cobalto(l11), os sais CoCl2-6H>0 e
[Co(en)s]Cls, nitrato de miconazol e nistatina contra as espécies de fungos do género Candida: C.
albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C. tropicalis

Clso/ pM

Compostos CA CD CG CL CP CT
H2AcPh 2125 98,1 441,5 182,2 81,2 522,4
[Co(2AcPh)2]CI-2H,0 (4) 276,8 32,4 287,1 24,3 146,2
H2AcpCIPh 113,3 23,0 103,0 65,9 38,3 1295
[Co(2AcpCIPh).]CI-3,5H:0 (5) 14,9 8,6 10,6
H2AcpNO2Ph 52,5 18,6 101,7 22,1 7,4 90,2
[Co(2AcpNO,Ph);]CI-2,5H,0 (6)  124,7 36,3  166,2 457 95,0
CoClz-6H.0 111,7 1084 49,0 1450 69,3 2022
[Co(en)s]Cls 7234 650,8 3786 20,7 2427

Nitrato de miconazol 5,8 4,6 18,5 0,6 5,8 2,0
Nistatina 5,6 4,7 2,1 5,6 12,6 10,2

--- Clso > 250 ug mL1

4.5.2 Atividade citotoxica

Testes de atividade citotoxica dos complexos (4-11) foram realizados utilizando as
seguintes linhagens celulares: HL60 (leucemia mieldide), Jurkat (leucemia linféide), THP-1
(leucemia monocitica), MCF-7 e MDA-MB-231(carcinoma mamario), HCT-116 (carcinoma
colorretal) e Vero (rim de macaco verde, usada como modelo de células ndo tumorais).
Juntamente com os complexos foram testados também os ligantes livres, etoposideo e cisplatina
como farmacos controle, e os sais CoCl-6H.0 e [Co(en)z]Cls.

As células foram tratadas com os compostos numa faixa de 100 a 0.001 pM e a
proliferacdo celular foi medida pelo ensaio de MTT. Os valores de Clso (Tabela 4.17) séo
expressos como média x desvio padrdo em comparacdo com o controle (células tratadas com
DMSO, 0,5%) de dois experimentos independentes realizados em triplicata. Os valores de Clsg
dos sais de cobalto e do complexo (10) ndao foram determinados pois esses compostos
apresentaram porcentagem de inibicdo menor que 50 % a 10 uM (triagem). No caso dos
complexos com hidrazonas serdo apresentados os valores de porcentagens de inibicdo a 1 uM.

Em geral, as hidrazonas e tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina
apresentaram valores de Clso da mesma ordem de grandeza do farmaco controle etoposideo
contra as células leucémicas (HL60, Jurkat e THP-1). Os ligantes foram muito mais citotdxicos

(Clso= 0,05 a 10, 5 uM) do que o etoposideo (Clso > 100 uM) contra as celulas de tumores
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solidos (MCF-7, MDA-MB-231 e HCT-116). Na maioria dos casos esses ligantes mostraram-
se menos citotoxicos frente as células sadias Vero.

Os complexos (4-9 e 11) foram menos ativos frente as células leucémicas e mais ativos
frente as células de tumores sélidos, quando comparados a cisplatina. Os complexos (7), (8) e
(10) exibiram uma baixa citotoxicidade frente as células sadias.

As hidrazonas e tiossemicarbazonas se mostraram em geral mais ativas do que seus
complexos de cobalto(l1l) contra as células HL60, Jurkat, THP-1 e Vero, com excecdo do
complexo (8) (Clsp = 12,3 pM) que apresentou uma atividade similar ao ligante H2Ac4pCIPh
(Clso = 8,12 uM) contra a célula Jurkat.

Considerando a proporcdo de dois ligantes para um ion metélico na estrutura dos
complexos [Co(L)2]", 4-6 apresentaram valores de porcentagem de inibicdo similares
[complexo (4) contra MDA-MB-231] ou menores em relagdo as hidrazonas livres contra as
células de tumores sélidos. Uma diminui¢do da citotoxicidade das tiossemicarbazonas frente as
celulas de tumores s6lidos também foi observada ap6s a complexagdo ao ion cobalto(l11). Os
melhores resultados foram observados para os complexos (7) e (8) que se mostraram
consideravelmente menos ativos do que os ligantes H2Ac4Ph e H2Ac4pCIPh contra as células
MCF-7, MDA-MB-231 e HCT-116. Além disso, esses compostos apresentaram valores de Clso
> 100 uM contra celulas Vero. Esses resultados seriam interessantes do ponto de vista do
desenvolvimento de pro-drogas ativadas por hipoxia uma vez que o complexo pode funcionar
como carreador do agente ativo. No entanto, como demonstramos, o potencial de reducao dos
complexos com as hidrazonas seria mais favoravel do aquele dos complexos com
tiossemicarbazonas.

Com o intuito de estudar a seletividade dos complexos para a regido de hipoxia, estudos
de citotoxicidade dos complexos de cobalto(l11) com hidrazonas (4-5) e tiossemicarbazonas (7-
8) também foram realizados contra células de tumor mamario MCF-7 cultivadas no modelo
tridimensional soft-agar. Tem sido proposto na literatura que o teste realizado com células
cultivadas no modelo 3D é superior ao teste realizado em culturas de monocamada (modelo

2D), uma vez que o crescimento da célula em 3D é mais similar ao ambiente celular in vivo.4"*8

47S. N. Anderson, D. L. Towne, D.J. Burns, U. J. Warrior, Biomol. Screen. 12 (2007) 938.
48 C. J. Doillon, E. Gagnon, R. Paradis, M. Koutsilieris, Anticancer Res. 24 (2004) 2169.

109



Tabela 4.17 Efeito citotoxico (Clso/ uM ou % de inibicao) das hidrazonas e tiossemicarbazonas, seus complexos de cobalto(l1), etoposideo e cisplatina

contra linhagens celulares HL60, Jurkat, THP-1, Vero, MCF-7, MDA-MB231, MCF-7 e HCT-116

Compostos HL60 Jurkat THP-1 Vero MCF-7 MDA-MB-231 HCT-116
HoACPh 2,41+ 0,69 10,06 £ 0,24 1,39 0,70 7,10 £ 0,35 10,5+ 3,45 6,04 £0,21 8,69 £2,99
(39,2% a1l puM) (28,6 % a 1 pM) (443% alpMm) (335%aluM) (25,7% a 1 M) (104 % a1 uM) (30,1 % alpm)
[Co(2AcPh)2]CI-2H20 (4) 208%aluM 7,80% alpuM 0,33% aluM 49% aluM 26,4% alpuM 20,3% alpuM 224%aluM
H2ACpCIPh 0,42 £0,16 4,22 +£0,18 2,55+1,04 65,2 £ 9,61 492+1,18 9,82 £2,59 1,45+ 0,92
(65,1 % a 1 pM) (329% alpm) (449 % a1 pM) (30,1% alpuM) (51,5% alpuM) (333%alpum) (51,9% a1 pMm)
[Co(2AcpCIPh).]CI-3,5H,0 (5) 391%alpuM 179%alpuM 16,4% alpuM 21,3% alpuM 081032 416%alpuM 594 % aluM
(50,8% a1 uM)
H2ACHNO,Ph 0,53+0,35 0,90 £ 0,65 1,15+ 0,34 12,7+ 8,77 4,00 £ 2,90 3,27+2,85 1,39+0,81
(75,7 % a 1 uM) (604%alpuM) (52,7%alpuM) (39,1%alpuM) (445% alpuM) (55,8 % a 1 pM) (55,6 % a1l pM)
5,57+0,75 3,41 +0,02 4,21 +£1,09 2,83+0,23
[Co(2AcpNO,Ph),]CI-2,5H,0 (6) 102%alpuM 153%alyuM 235%alpuM
(23,9% a 1l uM) (4856 % alpM) (39,10% alpM) (453% aluM)
H2Ac4Ph 0,17 £ 0,04 18,5% a 10 pM 441+241 6,06 £ 0,57 0,30+£0,18 5,63 £ 3,24 0,68 £ 0,36
Co(2Ac4Ph),]CI-CH30H-0,5H,0 (7) 5,81+ 2,59 ND ND > 100 > 100 17,4+128 3356+11,0
H2Ac4pCIPh 0,24 £ 0,05 12,3+ 10,8 37%al0opuM 3,65 £ 3,02 0,16 £ 0,03 0,53 £ 0,52 5,69 £+ 2,87
[Co(2Ac4pCIPh),]CI-1,5H,0 (8) 6,27 £ 3,00 8,12+ 0,79 ND > 100 119+4.84 22,6 + 23,62 17,7+ 8,15
H2Ac40CIPh 0,58 £ 0,07 0,69 +1,88 20% a 10 uM 26,5% a 10 uM 2,42 £ 0,03 0,05+ 0,04 4,64 + 0,04
[Co(2Ac40CIPh),]CI-3,5H20 (9) 3,19+£290 451+281 ND 8,19 £ 6,83 2,39+£191 3,50 £ 3,39 3,26 £ 2,06
H2Ac4pNO,Ph 48,1 % alpuM 162%alpuM 71%aluM 234%alyuM 31,3%aluM 025%alpuM 104%alpuM
[Co(2Ac4pNO,Ph),]CI-3H,0 (10) ND
H2Ac40NO,Ph 0,20 £ 0,08 3,16 £1,23 7,21+3,10 6,63+£1,42 1,88 +1,28 3,88 £ 0,69 4,07 £2,32
[Co(2Ac40NO,Ph),]CI-3H,0 (11) 6,19+ 2,74 6,29 £ 6,82 ND 22,7 +27,7 9,77+5,16 6,52 + 3,67 8,30 £ 2,74
Etoposideo 0,86 £ 0,39 6,50 £ 1,06 2,75+ 1,06 > 100 > 100 > 100 > 100
Cisplatina 0,023 £ 0,014 0,27 £ 0,09 0,015 £+ 0,011 13,1+0,63 > 100 > 100 > 100

* ND = ndo determinado (Clsg ndo determinado para compostos que apresentaram porcentagem de inibigdo menor que 50 % a 10 uM)
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Estudos de atividade citotdxica das hidrazonas H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph e seus
complexos de bismuto(lll) realizados frente as células HCT-116 e MCF-7 cultivadas em
monocamada e soft-agar foram publicados recentemente.*® Os resultados mostraram que 0s
valores de Clsp (0,41 — 0,88 uM) dos compostos contra as células HCT-116 cultivadas em soft-
agar foram trés vezes menores do que os valores de Clso (1,42 — 2,78 uM) dos compostos contra
as células HCT-116 cultivadas em monocamada.

Os valores de porcentagem de viabilidade celular frente a célula MCF-7 cultivadas em
soft-agar foram determinados para os ligantes H2AcPh, H2AcpCIPh, H2Ac4Ph e
H2Ac4pCIPh, seus complexos de cobalto(111), o sal CoCl,-6H20 e o farmaco controle cisplatina
(Tabela 4.18). Todos os compostos foram testados a 1 uM. Os compostos foram testados
novamente contra células MCF-7 cultivadas no modelo 2D para comparagdo dos resultados.
Ao contrério do esperado, foi observado que os compostos apresentam maior atividade frente
as células MCF-7 cultivadas no modelo 2D quando comparado ao modelo 3D. Apesar de a
cultura celular em soft-agar ser mais similar ao ambiente celular in vivo tem sido relatado na
literatura que o microambiente 3D facilita a geracdo de resisténcia frente a agentes

citotdxicos.*8-50:51

Tabela 4.18 Comparacéao dos valores de % de viabilidade celular dos complexos de cobalto(lll),
ligantes livres, sal CoCl,-6H,0 e cisplatina contra células MCF-7 cultivadas nos modelos
monocamada (2D) e soft-agar (3D)

% de Viabilidade Celular (1 uM)

Compostos 2D 3D
H2AcPh 75,0+ 11,0 97,1+222
[Co(2AcPh)2]CI-2H,0 (4) 93,9+921 121+ 46,1
H2AcpCIPh 57,8+0,35 63,8 + 18,0
[Co(2AcpCIPh).]CI-3,5H20 (5) 68,1 + 3,37 89,2+9,21
H2Ac4Ph 59,0 + 4,87 60,0 + 1,57
Co(2Ac4Ph)2]Cl-CH3s0H-0,5H,0 (7) 90,1+ 16,5 929+17,3
H2Ac4pCIPh 75,0 £ 16,2 61,3+21,0
[Co(2Ac4pCIPh)2]CI-1,5H,0 (8) 104 £ 10,2 111+31,2
CoCl2-6H:0 108 + 4,39 141 + 16,7
Cisplatina 97,7+1,51 76,3+ 4,54

4. P. Ferreira, E. D. L. Pild, A. A Recio-Despaigne, J. G. Da Silva, J. P. Ramos, L. B. Marques, P. H. D. Prazeres,
J. A. Takahashi, E. M. Souza-Fagundes, W. Rocha, H. Beraldo, Bioorg. Med. Chem. 24 (2016) 2988.

50 J. W. Kim, W. J. Ho, B. M. Wu, Anticancer Res. 31 (2011) 3237.

5L W. S. Dalton, Drug. Resist. Updat 2 (1999) 285.
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4.5.3 Estudos de interacdo com albumina sérica humana (ASH)

A interacdo entre os complexos (4-9) e (11) e ASH foi estudada por meio de titulagdes
espectrofluorimétricas. Esses estudos ja haviam sido realizados para os complexos de rénio(l)
(secdo 3.2.3, pag. 64). Nao foi possivel avaliar a interacdo entre ASH e o complexo (10), pois
0 mesmo ndo ¢é estavel na solu¢do 5% DMSO/tampéo (5 mM Tris-HCI / 50 mM NaCl, pH =
7,4).

Os espectros de fluorescéncia da ASH na presenca de varias concentracdes do complexo
(4) estdo apresentados na Figura 4.19. O primeiro pico, com maximo de emissdo em torno de
340 nm é referente a ASH na auséncia do complexo e a medida que se aumenta a concentragdo
do complexo (4) observa-se um efeito hipocromico. A diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia sugere a interacdo do ASH com o agente supressor. Além disso, foi possivel
observar um deslocamento hipsocrémico do maximo de absorcao, indicando a diminuicdo da
polaridade e o aumento da hidrofobicidade em torno do residuo de triptofano 214 (Trp-214).52°3
Esses deslocamentos verticais e horizontais nos maximos de emissdo do ASH também foram
observados nos espectros obtidos para os complexos (5-9) e (11).

Os parametros obtidos a partir dos espectros de emissdo do sistema [ASH-complexo de
Co(l11)] e das Equagdes 2.9 e 2.10 (pag. 40) estdo apresentados na Tabela 4.19. Os célculos
foram realizados levando-se em consideracdo o efeito filtro uma vez que, na concentragéo
testada, os complexos apresentam absorbancia maior que 0,1 nos comprimentos de onda de
excitacdo (295 nm) e emissdo (340 nm). Na Figura 4.20 estdo apresentados como exemplo 0s
espectros de absorcao obtidos a partir da solugdo de ASH titulada com o complexo (4).

Foram obtidos valores de Ks em torno de 1,89 — 3,82 x 10* M, os quais correspondem
a faixa de 0,70 — 1,41 x 10'® M* s obtida para Kq considerando o = 2,7 ns para Trp-214. Este
valor é maior do que o valor de Kq (aproximadamente 10'° M s') encontrado em processos
dindmicos, indicando a supressao de fluorescente via mecanismo estatico, ou seja, formacéo de

ligacdo entre o agente supressor e o fluor6foro.

%2N. Wang, L. Ye, B. Q. Zhao, J. X. Yu, Braz. J. Med. Biol. Res. 41 (2008) 589.
3 F.J. Fard, Z. M. Khoshkhoo, H. Mirtabatabaei, M. R. Housaindokht, R. Jalal, H. E. Hosseini, M. R. Bozorgmehr,
A. A. Esmaeili, M. J. Khoshkholgh, Spectrochim. Acta Part A: Mol. Biomol. Spectrosc. 97 (2012) 74.
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Figura 4.19 Espectros de emissdo (Aexc = 295 nm) do sistema ASH-4 (tampdo 5 mM Tris-HCI / 50 mM
NaCl; pH =7,4); (a) 2,0 uM de ASH; (b-h) 2,0 uM de ASH na presenca de 1,67; 3,33; 4,98; 6,61;
8,24; 9,85 e 11,5 uM de 4 (A). Condigdes experimentais: Aexc = 295 nm e T= 25 °C. Graficos de
Fo/Feorr VS [Q] (B) e log[(Fo — Feorr)/Feorr) VS 10g[Q] (C) para os dados de Aem= 340 nm.

Tabela 4.19 Constante de supressdo bimolecular (Kg), constante de associagdo do complexo (Ks),
constante de ligacao (Ky) e nimero de sitios de ligacdo (n) para o sistema [ASH-complexos de Co(ll1)]

Compostos Ks (109 Ko (109 Log K n
mol* L mol*L s molL s

[Co(2AcPh)2]CI-2H.0 (4) 223+0,03 083+0,18 361+014 0,85%0,03
[Co(2AcpCIPh),]Cl-3,5H,0 (5) 340+0,02 126+008 483+024 1,06+0,05
[Co(2AcpNO,Ph),]CI-2,5H,0 (6)  2,66+0,07 099+0,03 368+0,17 0,85+ 0,03
[Co(2Ac4Ph),]CI-CH;0OH-0,5H,0 (7) 1,89 £ 0,02 0,70 £ 0,06 2,82+0,22 0,68 + 0,04
[Co(HACc4pCIPh);]CI-1,5H,0 (8) 382+0,01 141+004 398+018 0,88+0,03
[Co(HAc40CIPh),]CI-3,5H,0 (9) 264+0,01 098+005 363+0,13 0,83+0,02
[Co(HACc40NO,Ph),]CI-3H,0 (11) 265+0,01 098+005 4,03+016 0,91+0,03
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Os valores de n sdo proximos de 1, sugerindo que os complexos ligam-se ao ASH em
uma proporgdo de 1:1. Os valores do logaritmo da constante de ligacdo (Kb) obtidos para o
sistema [ASH-complexos (4-9) e (11)] em torno de 2,82 — 4,83 M s sdo proximos aos valores
encontrados por outros compostos de coordenacgdo,>** sugerindo que os complexos de

cobalto(l11) poderiam ser transportados por ASH.
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Figura 4.20 Espectro de absorcdo do complexo (4) nas concentragdes (b-h):
1,67; 3,33; 4,98; 6,61; 8,24; 9,85 e 11,5 uM.

% A. Ray, B. K. Seth, U. Pal, S. Basu, Spectrochim. Acta Part A 92 (2012) 164.
5], G. Da Silva, A. A. R. Despaigne, Sonia, R. W. Louro, C. C. Bandeira, E. M. Souza-Fagundes, H. Beraldo,
Eur. J. Med. Chem. 65 (2013) 415.
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Capitulo 5

Capitulo 5 Discussédo e Conclusdes

A Quimica Medicinal Inorganica tem se dedicado a busca de novos metalofarmacos e
de ligantes para metalofarmacos ou para a interagdo com metais presentes nos meios bioldgicos.
A coordenacdo de ligantes orgénicos aos cations metélicos pode levar a reducdo de alguns
efeitos colaterais e também a reducdo da resisténcia celular, ja que os mecanismos de resisténcia
que reconhecem um composto organico podem nao reconhecé-lo quando complexado a um
cation metalico. Além disso, o complexo metalico pode ser um veiculo para a ativacdo do
ligante como agente citotoxico. Levando todos esses fatores em consideracdo, torna-se
interessante a escolha de metais e ligantes adequados visando a obtencdo de compostos mais
ativos e seletivos, com elevado indice terapéutico.

O desenvolvimento de compostos antitumorais a base de platina (cisplatina,
carboplatina, oxaliplatina) constitui a maior contribuicdo da Quimica Medicinal Inorganica para
a medicina. No entanto, os efeitos colaterais adversos, o aparecimento de resisténcia celular e
a faixa estreita de tumores que sdo tratados com esses compostos, levou a investigacdo de
complexos com outros metais que pudessem ser administrados em combinacdo ou
eventualmente substituir os complexos de platina. No presente trabalho investigamos
complexos de rénio(l) e cobalto(lll) como potenciais candidatos a protdtipos de
metalofarmacos anticancer.

Como ja foi dito, hidrazonas e tiossemicarbazonas apresentam uma ampla faixa de
aplicacdes farmacoldgicas. O presente estudo consistiu da sintese, caracterizacdo e avaliacdo
dos efeitos citotdxicos de complexos de rénio(l) e cobalto(lll) com hidrazonas e
tiossemicarbazonas, procurando-se explorar novas estratégias de planejamento de
metalofarmacos antitumorais

Deste modo, foram obtidos e caracterizados complexos inéditos de rénio(l) com 2-

acetilpiridina-fenilhidrazona (H2AcPh), 2-acetilpiridina-para-clorofenilhidrazona
(H2AcpCIPh) e 2-acetilpiridina-para-nitrofenilhidrazona (H2AcpNO2Ph):
[ReCI(CO)3(H2AcPh)] (1), [ReCI(CO)3(H2AcpCIPh)]-0,5C7Hs (2 e

[ReCI(CO)3(H2AcpNO2Ph)]-0,5C7Hs (3).

Os complexos de rénio(l) ndo mostraram atividade significativa contra fungos do género
Candida (C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C.
tropicalis), bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa). Este resultado €

importante, uma vez que 0s compostos foram planejados para atuarem como agentes citotoxicos
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contra tumores, e o fato de ndo apresentarem atividade antimicrobiana seria uma vantagem,
uma vez que ndo provocariam o aparecimento de resisténcia contra fungos e bactérias.

Os complexos de rénio(l) apresentaram atividade antiproliferativa frente a células de
carcinoma pulmonar humano NCI-H460, sendo que o melhor resultado foi obtido para o
complexo (3). Além disso, os complexos de rénio(l) foram mais ativos do que as hidrazonas
livres. Os complexos (1-3) também apresentaram citotoxicidade frente a células ndo-tumorais
HUVECs (células endoteliais de veia umbilical humana), o que é interessante, uma vez que a
inibicdo da proliferacdo de células endoteliais € um mecanismo chave para a angiogénese.
Sendo assim, esses resultados direcionam para investigacOes futuras a respeito da influéncia
dos complexos de rénio(l) no processo de angiogénese das células cancerigenas.

Para os complexos (2) e (3) foram realizados estudos de mecanismo de a¢do, por meio
de ensaios de apoptose e dano mitocondrial em células NCI-H460. Ambos os compostos
induziram apoptose com subsequente ruptura mitocondrial. Além disso, os complexos (2) e (3)
exibiram alta atividade antioxidante (reducdo da producdo de ROS) de maneira dose-
dependente. Uma vez que os complexos ndo apresentaram atividade antimicrobiana, sua acao
citotoxica contra células tumorais parece interessante em razdo da especificidade.

Uma vez que os complexos de rénio(l) apresentaram atividade antiproliferativa in vitro
frente a células NCI-H460, constitui perspectiva futura a obtencdo dos complexos
correspondentes com os radiois6topos %Re e '®8Re e a investigacdo da atividade citotoxica dos
mesmos visando sua aplicacdo como farmacos e radiofarmacos antitumorais. Seria interessante
também a obtencdo dos complexos analogos com o radioisdtopo **™Tc para serem aplicados
como agentes de imagem para diagnostico.

Finalmente, cabe ressaltar que complexos de rénio tém sido pouco investigados na
literatura quanto a suas propriedades citotoxicas frente a células tumorais. O presente trabalho
contribuiu para o avango do conhecimento sobre o potencial de complexos de rénio como
candidatos a metalofarmacos antitumorais.

Na segunda parte do trabalho foi realizada uma investigacdo sobre a capacidade de
complexos de cobalto(l11) com bases de Schiff (hidrazonas e tiossemicarbazonas) de atuarem
como Pré-Drogas Ativadas por Hipoxia (PDAHS). Assim, foram obtidos oito complexos de
cobalto(ll), sendo trés destes derivados de H2AcPh, H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph:
[Co(2AcPh)]CI-2H20 (4), [Co(2AcpCIPh)2]CI-3,5H20 (5) e [Co(2AcpNO2Ph).]CI-2,5H2.0
(6), e os demais derivados de 2-acetilpiridina-N(4)-feniltiossemicarbazona (H2Ac4Ph),
2-acetilpiridina-N(4)-para-clorofeniltiossemicarbazona (H2Ac4pCIPh), 2-acetilpiridina-N(4)-

orto-clorofeniltiossemicarbazona (H2Ac40CIPh), 2-acetilpiridina-N(4)-para-
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nitrofeniltiossemicarbazona (H2Ac4pNO2Ph) e 2-acetilpiridina-N(4)-orto-
nitrofeniltiossemicarbazona  (H2Ac4oNO2Ph):  [Co(2Ac4Ph);]CI-CH30OH-0,5H0  (7),
[Co(2Ac4pCIPh)2]CI-1,5H20 (8), [Co(2Ac40CIPh)2]CI-3,5H20 9),

[Co(2Ac4pNO2Ph),]CI-3H20 (10) e [Co(2Ac40NO2Ph),]CI-3H20 (11). Dentre estes, apenas o
complexo (7) ndo é inédito.

Estudos eletroquimicos mostraram que os complexos de cobalto(l11) com hidrazonas (4-
6) possuem potencias de reducdo mais favordveis do que complexos analogos com
tiossemicarbazonas (7-11). Os valores de potencial de meia-onda (E:) obtidos para os
complexos (4-6) encontram-se na faixa de redutores celulares. O comportamento quasi-
reversivel do processo de redugdo Co'"'/Co'' dos complexos indica uma reducdo seletiva para
regido de hipoxia, uma vez que 0s mesmos teriam a capacidade de se reoxidarem na presenca
células oxigenadas, garantindo a ndo-liberacdo do ligante fora da regido do tumor.

Estudos de reducdo, acompanhados por espectroscopia eletronica, mostraram que 0
complexo (4) poderia ser reduzido na presenca de 3 equivalentes molares de ditionito de sodio
(DTN). A reducéo do complexo (4) pelo DTN com subsequente liberacdo do ligante H2AcPh
foi confirmada por espectrometria de massas. Esses resultados indicam que os complexos de
cobalto(I1l) com hidrazonas possuem caracteristicas redox apropriadas para a reducdo em
ambiente de hipoxia.

As hidrazonas e tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina foram muito mais
citotoxicas (Clso = 0,05 a 12,3 uM) do que o farmaco controle etoposideo (Clso > 100 uM)
frente a células de tumores sélidos MCF-7, MDA-MB-231 e HCT-116. No entanto, em alguns
casos esses ligantes também se mostraram citotdxicos frente a células sadias Vero.

Considerando-se que nos complexos de cobalto(lll) ha dois ligantes por atomo de
cobalto, verificou-se que de modo geral as hidrazonas e tiossemicarbazonas se mostraram mais
ativas do que seus complexos frente a células leucémicas (HL60, Jurkat e THP-1) e de tumores
solidos. Os melhores resultados foram observados para os complexos (7) e (8), que se
mostraram consideravelmente menos ativos do que os ligantes H2Ac4Ph e H2Ac4pCIPh frente
a células MCF-7, MDA-MB-231 e HCT-116. Além disso, esses compostos apresentaram
valores de Clso > 100 uM contra células Vero. Esses resultados sdo interessantes do ponto de
vista do desenvolvimento de pré-drogas biorredutiveis uma vez que o complexo pode funcionar
como carreador do agente ativo melhorando a seletividade do mesmo para a regido de hipoxia.

O estudo da seletividade desses compostos para regido de hipdxia foi realizado por meio
da comparagdo da citotoxicidade dos complexos de cobalto(lll) com hidrazonas (4-5) e

tiossemicarbazonas (7-8) frente a células de tumor mamario MCF-7 cultivadas nos modelos

117



Capitulo 5

soft-agar (3D) e monocamada (2D). Ao contréario do esperado, foi observado que 0s compostos
apresentam maior atividade frente a células MCF-7 cultivadas no modelo 2D quando
comparado ao modelo 3D.

Levando em consideracdo os resultados promissores apresentados pelos complexos
frente a células de tumores sélidos cultivadas no modelo 2D, estudos utilizando outras linhagens
celulares de tumores solidos tais como carcinomas mamario (MDA-MB-231) e colorretal
(HCT-116) cultivadas no modelo tridimensional soft-agar seriam interessantes. Uma outra
alternativa seria a utilizacdo de diferentes métodos de controle da concentracdo de oxigénio
durante os estudos com células, de forma a mimetizar o ambiente de hipdxia. O ambiente de
hipoxia (ou pseudo-hipdxia) em experimentos celulares in vitro pode ser fornecido a partir de
uma camera de hipoxia ou através de inducdo bioquimica.*

De um modo geral, os complexos de cobalto(ll1) com tiossemicarbazonas mostraram-
se mais ativos do que os complexos com hidrazonas frente a bactérias Gram-positivas. Os
complexos de hidrazonas mostraram agao antifingica.

Apesar de as propriedades antimicrobianas ndo serem desejaveis em candidatos a
prototipos de farmacos antitumorais, a estratégia de ativacdo em ambiente de hipoxia
favoreceria uma maior seletividade dos compostos para os tumores, uma caracteristica
extremamente vantajosa.

No presente trabalho, mostramos que a investigacdo sobre complexos de cobalto(l11)
com hidrazonas e tiossemicarbazonas é relevante, se for demonstrado que algum ou alguns
desses complexos possam atuar como PDAHSs. Ou seja, o fato de termos demonstrado que 0s
complexos com hidrazonas sofrem reducdo com liberacéo do ligante citotoxico com potenciais
acessiveis aos redutores celulares constituiu uma prova de conceito, sugerindo que
investigacOes futuras sobre esses compostos ou compostos analogos seriam de grande interesse.

Tanto os complexos de rénio(l), quanto os de cobalto(lll) possuem a capacidade de
suprimir a fluorescéncia exibida pela albumina sérica humana (ASH), através da formacao de
um complexo na proporg¢édo 1:1 (complexo metalico — ASH). As interacGes ocorrem por meio
de um mecanismo estatico, sugerindo que poderiam ser transportados por essa proteina que

possui diversas funges fisioldgicas no organismo.

1 M. B. Byrne, M. T. Leslie, H. R. Gaskins, P. J. A. Kenis, Trends Biotechnol. 32 (2014) 556.
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Levando em consideracao a resisténcia e baixa seletividade apresentadas pelos farmacos
em uso clinico, o presente trabalho representa uma importante contribuicdo para a ao estudo de

novos candidatos a metalofarmacos com acdo citotoxica.
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Anexos: artigos publicados
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Tricarbonylrhenium(i) complexes with
2-acetylpyridine-derived hydrazones are cytotoxic
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Complexes [ReCl(CO)s(H2AcPh)] (1), [ReCl(CO)3(H2AcpCLPh)]-0.5C5Hg (2) and [ReCl(CO)3(H2AcpNO,Ph)]-
0.5C;Hg (3) were obtained with 2-acetylpyridine-phenylhydrazone (H2AcPh) and its para-chloro-
phenylhydrazone (H2AcpClPh) and para-nitrophenylhydrazone (H2AcpNO,Ph) analogues. Coordination
to tricarbonylrhenium(i) resulted in a higher antiproliferative activity against NCI-H460 human large cell
lung cancer. Complexes (2) and (3) induced apoptosis on NCI-H460 cells. Complex (2) induced
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Introduction

According to the World Health Organization (WHO), cancer is
the leading cause of death worldwide. In spite of the high
mortality rates depending on the type of cancer, a significant
proportion of cancers can be cured through surgery, radiotherapy
and/or chemotherapy.' Cisplatin, carboplatin and oxaliplatin are
globally approved platinum-based anticancer drugs. However,
serious side effects and tumor resistance to platinum drugs have
become a challenging problem.” Hence, the development of novel
metal-based compounds, with a pharmacological profile different
from that of clinically established platinum drugs, is of great
interest in medicinal chemistry.?

Hydrazones and their metal complexes are an important
class of compounds which present applications as antimicrobial,*”
anticonvulsant,*’ analgesic and anti-inflammatory,®*® and
anticancer'' ™ agents. 2-Acetylpyridine-derived hydrazones and
their copper(m)'* and gallium(m)"> complexes are highly cytotoxic
against solid tumor cells.

A variety of tricarbonylrhenium(i) complexes have been recently
investigated for their pharmacological and radiopharmaceutical

“ Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de
Minas Gerais, 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brazil. E-mail: hberaldo@ufing.br
b Departamento de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, 05508-900, Sdo Paulo, SP, Brazil
i Electronic supplementary information (ESI) available. CCDC 1040432, 1040434
and 1040435. For ESI and crystallographic data in CIF or other electronic format
see DOI: 10.1039/¢6nj00050a

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2016

applications.’®° Due to the d® electronic configuration of the
rhenium(i) core in an octahedral field, its complexes are very well
known to be kinetically inert. Hence, in spite of carbon monoxide
toxicity due to its strong affinity for haemoglobin,*! high stability
of substitution of the tightly bound CO ligands under ambient
and/or physiological conditions has been verified for several
fac{Re(CO);]" complexes in the solid state, in aqueous solution®>
and in the human plasma.'®*

Tricarbonylrhenium(i) complexes with different ligands
proved to present antiproliferative activity against leukemia
and solid tumor cells."®"” It has been shown that tricarbonyl-
rhenium(1) complexes with salicylaldehyde-derived semicarba-
zones exert antiproliferative effects on MOLT-4 human acute
lymphoblastic leukemia cells with ICs, values in the 1.0-24.0 pM
range, and are non-toxic against non-cancerous human fibroblasts
cells.”® However, the anticancer activity of rhenium(i) complexes
with Schiff base-derived ligands has not received much attention
in the literature.

In a previous investigation some of us demonstrated that
2-acetylpyridine-phenylhydrazone (H2AcPh) and its para-chloro-
phenylhydrazone (H2AcpClPh) and para-nitrophenylhydrazone
(H2AcpNO,Ph) analogues were highly cytotoxic at nanomolar
doses against U87 and T98 human glioma malignant cells.” In
the present work tricarbonylrhenium(i) complexes were obtained
with the same hydrazones (Fig. 1). The compounds under study
were assayed for their antiproliferative activity against human
lung carcinoma NCI-H460 cells as well as against non-malignant
human umbilical vein endothelial cells, HUVECs.

New J. Chem., 2016, 40, 73797387 | 7379
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X=H, [ReCl(CO)y(H2AcPh)] (1)
Cl, [ReCI(CO)y(H2AcPCIPh)}0.5C,H, (2)
NO,, [ReCI(CO),(H2AcpNO,Ph)[0.5C,H, (3)

Fig. 1 Structural representation of tricarbonylrhenium() complexes with 2-acetylpyridine-derived hydrazones.

Experimental
Chemistry

All common chemicals were purchased from Aldrich and used
without further purification.

Syntheses of 2-acetylpyridine-derived hydrazones

2-Acetylpyridine-phenylhydrazone (H2AcPh), its para-chloro-
phenylhydrazone (H2AcpClPh) and para-nitrophenylhydrazone
(H2AcpNO,Ph) analogues were prepared as previously described.>**

Syntheses of the tricarbonylrhenium(i) complexes

The rhenium() complexes were obtained by stirring under
reflux a toluene solution of the desired hydrazone (1 mmol)
with pentacarbonylrhenium(i) chloride in a 1: 1 ligand-to-metal
molar ratio for two hours. The obtained solids were washed
with toluene and ether and then dried in vaccuo. Crystals of
complexes (1) and (3) were obtained from a solution in DMSO-ds.
Crystals of complex (2) were obtained upon recrystallization in
1:2 DMSO/methanol solution.

[(2-Acetylpyridinephenylhydrazone)chloro(tricarbonyl)rhenium(i)]
[ReCl(CO);(H2AcPh)] (1). Orange solid. Yield: 0.485 g, 89%. Decom-
position: 277 °C (from toluene). Anal. calc. for C;;H;3CIN;O,Re
(FW = 544.96 g mol™"): C, 37.47; H, 2.40; N, 7.71. Found:
C, 37.80; H, 2.43; N, 7.47. Molar conductivity (1 x 10> M,
DMF): 7.99 Q" em?® mol . IR (KB, e cm ™ ): 2026, 1912 and
1896 1{C=0), 1670 1{C=O0), 1510 and 1478 {C=N). 6 ‘H NMR
(200 MHz, DMSO-ds, Me,Si): 12.53 (1H, s, N3-H), 9.06 (1H, d, H6),
8.49-8.33 (2H, m, H3 and H4), 7.86 (1H, t, H5). § *C NMR
(50 MHz, DMSO-d,, Me,Si): 198.1, 196.9 and 188.0 (C—0), 177.4
(C8), 162.4 (C7), 153.2 (C2), 153.1 (C6), 140.1 (C4), 129.5 (C5);
128.8 (C3).

[(2-Acetylpyridine-para-chlorophenylhydrazone)chloro(tri-
carbonyl)rhenium(i)] [ReCl(CO);(H2AcpCIPh)]-0.5C;Hg (2).
Orange solid. Yield: 0.558 g, 89%. Decomposition: 272 °C
(from toluene). Anal. calc. for C;;H;,Cl,N;0,Re-0.5C;Hg
(FW = 625.48 g mol '): C, 39.37; H, 2.58; N, 6.72. Found:
C, 37.20; H, 2.34; N, 7.01. Thermogravimetry calc. for weight loss
of toluene molecules (30-200 °C range): 7.37%. Found: 7.05%.
Molar conductivity (1 x 10™* M, DMF): 7.86 Q" cm” mol ", IR
(KB, Umax cm ™ '): 2028, 1912 and 1890 1(C=0), 1678 1{C=0),
1596 and 1474 {C=N). 6 "H NMR (200 MHz, DMSO-d;, Me,Si):
12.62 (1H, s, N3-H), 9.06 (1H, d, H6), 8.48-8.37 (2H, m, H3 and
H4), 7.89-7.87 (1H, m, H5). § "*C NMR (50 MHz, DMSO-dg, Me,Si):
198.1, 196.9 and 187.9 (C=0), 177.7 (C8), 161.4 (C7), 153.1 (C6),
140.1 (C4), 129.5 (C5), 128.9 (C3).
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[(2-Acetylpyridine-para-nitrophenylhydrazone)chloro(tri-
carbonyl)rhenium(i)] [ReCl(CO);(H2AcpNO,Ph)]-0.5C,H; (3).
Orange solid. Yield: 0.526 g, 83%. Decomposition: 274 °C
(from toluene). Anal. calc. for C;;H;,CIN,O¢Re-0.5C;Hg (FW =
636.03 g mol 1): C, 38.71; H, 2.54; N, 8.81. Found: C, 38.72; H,
2.50; N, 8.99. Thermogravimetry calc. for weight loss of
toluene molecules (30-200 °C range): 7.26%. Found: 7.50%.
Molar conductivity (1 x 10> M, DMF): 7.87 Q' cm® mol .
IR (KBI, Umax cm™'): 2026, 1912 and 1892 »(C=0), 1682
Y(C=0), 1522 ¥(C=N). & 'H NMR (200 MHz, DMSO-d,
Me,Si): 12.93 (1H, s, N3-H), 9.07 (1H, d, H6), 8.51-8.35 (4H,
m, H3, H4, H12 and H13), 7.88 (1H, t, H5). 6 ">C NMR
(50 MHz, DMSO-dg, Me,Si): 198.1, 197.0 and 187.9 (C=0),
178.0 (C8), 160.9 (C7), 153.2 (C2), 153.1 (C6), 140.2 (C4),
129.6 (C3), 129.0 (C5).

Physical measurements

Partial elemental analyses were performed on a Perkin Elmer
CHN 2400 analyzer. Thermogravimetric curves were obtained
using a TGA50H thermobalance (Shimadzu) in the 25-750 °C
temperature range, under a dynamic nitrogen atmosphere at a
heating rate of 5 °C min~*. An YSI model 31 conductivity bridge
was employed for molar conductivity measurements. Infrared
spectra were recorded on a Perkin Elmer FT-IR Spectrum GX
spectrometer using KBr plates (4000-400 cm™'). NMR spectra
were obtained using a Bruker DRX-200 Avance (200 MHz)
spectrometer using DMSO-d; as the solvent and tetramethyl-
silane (Me,Si) as internal reference.

X-ray crystallography

Single crystal X-ray diffraction measurements for [ReCl(CO);-
(H2AcPh)] (1), [ReC](CO)3(H2AcpCIPh)]- DMSO (2a) and [ReCl(CO);-
(H2AcpNO,Ph)]- DMSO (3a) were performed on an Agilent-Gemini
diffractometer using graphite-monochromated MoKo radiation.
Data collection and data reduction were performed using
the CrysAlisPro package, Version 1.171.35.21, from Agilent
Technologies.

Biological activity

Cell lines and culture conditions. NCI-H460 human large
cell lung cancer and human umbilical vein endothelial cells,
HUVECS, were obtained from the American Type Culture Collec-
tion (Rockville, MA, USA). Cells were maintained in RPMI-1640
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and incubated
at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,.

Antiproliferative activity. The cellular viability was evaluated
using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1}-2,5-diphenyltetrazolium bromide
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(MTT) assay to determinate the half maximal inhibitory concen-
tration of cellular viability (ICs) values for each tested compound.
NCI-H460 cells and HUVECs were seeded, at a concentration of
1 x 10" cells per well, in 96-flat bottom wells culture plates and
cells were allowed to adhere for 2 h. Thereafter, cells were treated
with each compound (0-200 uM) for 24 h, followed by exposure
for 3 h to 10 pL of MTT (5 mg mL ™" in phosphate buffer solution,
PBS, 1x) per well. Subsequently, plates were centrifuged and the
formazan crystal formed by viable cells was dissolved in 100 pL
of dimethyl sulfoxide (DMSO). The absorbance, OD values, was
measured on a microplate reader (VERSAmax Tunable Microplate
Reader, Molecular Devices, CA, USA) at 538 nm. Finally, the cellular
viability (%) relative to the control group was calculated using the
equation ODT/ODC x 100%, where ODT represents the OD value
of the treatment group and ODC represents the OD value of the
control group.

Annexin V/propidium iodide apoptosis assay. Apoptotic feature
determination used the FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit
(Invitrogen Inc., UK). NCI-H460 cells were planted in 12-well
plates (5 x 10° cells per well) and, after adherence, cells were
treated for 3 or 6 h with 10 uM of complexes (2) or (3).
Subsequently, cells were harvested with cell scarper, washed
in Annexin-binding buffer and stained with 1.5 uL of FITC
Annexin V and 0.4 L of the 100 ug mL ™~ * propidium iodide (PI)
working solution in binding buffer for 30 min at 4 °C in the
dark. The apoptotic cells were determined by acquiring 10 000
events per sample using a FACSCalibur flow cytometer (Becton
Dickinson, CA, USA). Data analyses were performed using
FlowJo software (TreeStar, CA, USA).

Measurement of mitochondrial membrane potential. NCI-
H460 cells (5 x 10° cells per well) were seeded in 12-well plates
and incubated overnight with 5, 10 or 20 uM of 2 or 3. After the
treatment, cells were harvested and washed once with PBS and
stained with tetramethylrhodamine methyl ester (TMRE) for
15 min at 37 °C. Then, cells were washed once with PBS/BSA
0.5% and kept at 4 °C during measurements. The mitochondrial
membrane potential was measured by flow cytometry using a
FACScalibur cytofluorometer (Becton Dickinson, CA, USA). A total
of 10000 cells per sample were analyzed, and the mean fluores-
cence intensity was recorded. Data analyses were performed using
Flow]Jo software (TreeStar, CA, USA).

Measurement of ROS production. Intracellular production
of reactive oxygen species (ROS) was assessed using a dihydro-
ethidium (DHE) probe. NCI-H460 cells seeded in 12-well plates
(5 x 10° cells per well) were treated overnight with 5, 10 or
20 uM of 2 or 3 after adherence. Then, cells were detached with
trypsin 0.5%, gently washed with PBS/BSA 0.5% and incubated
with 5 uM DHE at 37 °C for 15 min. The production of ROS by
the cells was analyzed using a FACSCalibur cytofluorometer
(Becton Dickinson, CA, USA) and a total of 10000 events per
sample were acquired. Data analyses were performed using
FlowJo software (TreeStar, CA, USA).

Statistical analyses. All the experiments were performed in
triplicate. Data are presented as mean =+ standard deviation (SD).
The ICs, values were calculated by plotting the percentage of
inhibition of cellular viability, assessed by the MTT assay,
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versus logarithmic concentration of the compounds. Statistical
analyses were performed using the Student’s ¢-test to compare
between sample groups, and two-way ANOVA’s were performed
followed by the post hoc Bonferroni test to determine differ-
ences among multiple groups. A p-value <0.05 was considered
significant (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). All analyses
were performed using Graph-Pad Prism software, version 5.04
(LaJolla, CA, USA).

Results and discussion

[ReC](CO);(HL)] rhenium(i) complexes were formed with
2-acetylpyridine-derived hydrazones

Microanalyses and molar conductivity data were compatible
with the formation of [ReCl(CO)3;(H2AcPh)] (1), [ReCl(CO)s-
(H2AcpCIPh)]-0.5C,Hg (2) and [ReCl(CO);(H2AcpNO,Ph)]-0.5C,Hg (3),
in which one neutral hydrazone is attached to the metal center
along with a chloride and three carbonyl ligands. The presence
of crystallization toluene molecules in complexes (2) and (3) was
confirmed by their thermogravimetric curves, which showed
weight losses of 7.05% (caled. 7.37%) for (2) and 7.50% (calcd.
7.26%) for (3).

In complexes (1-3) a neutral hydrazone ligand in the
E configuration is attached to the tricarbonylrhenium(x)
center through the N,-N chelating system

The vibrations attributed to 1{C=N) at 1588-1580 cm ™" in the
infrared spectra of the free hydrazones shift to 1604-1597 cm ™"
in the spectra of the complexes, in agreement with coordination
of the azomethine nitrogen.'>>*?® In addition, vibrational
stretches at 2028-1890 cm™ ' were attributed to the carbonyl
ligands (C=0).”>*° The existence of three strong bands in the
2028-1890 cm™ ' range in the spectra of complexes (1-3) is
consistent with the presence of the carbonyl ligands in a facial
arrangement®*?® as observed for [Re(CO);Br(Hapbhyd)]**
(Hapbhyd = 2-acetylpyridine-phenylhydrazone), [Re(CO),(L")]*?
(HL' = 2-acetylpyridine-phenylthiosemicarbazone) and [Re(CO)s-
X{H,(py)L*}]*> (Ha(py)L> = 2-acetylpyridine-salicyloylhydrazone,
X = Cl or Br) (see Fig. 2). In addition, the fact that the carbonyl
oxygen does not coordinate to the rhenium center was expected,
since the [Re(CO)s]" core has a high tendency to coordinate to
nitrogen donor atoms, as observed in other tricarbonylrhenium(i)
complexes with hydrazones.***"?

The NMR spectra of the hydrazone ligands and their rhenium(i)
complexes were recorded in DMSO-ds. The "H resonances were
assigned on the basis of chemical shifts and multiplicities. The
carbon type (C, CH) was determined by using distortionless
enhancement by polarization transfer (DEPT 135) experiments.
The assignments of the protonated carbons were made by
2D hetero-nuclear multiple quantum coherence experiments
(HMQC).

In the 'H NMR spectra of the hydrazones (DMSO-d;), except
for H2AcpNO,Ph, all signals were duplicated, indicating the
presence of the Z and E configurational isomers in the
DMSO-dg solution. In the first, N3-H is hydrogen bonded to
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Fig. 2 Structural representations of tricarbonylrhenium() complexes with salicylaldehyde-derived semicarbazones (A);*® 2-acetylpyridine-

salicyloylhydrazone (Ha(py)L?) (B):** 2-formylpyridine-phenylhydrazone (LY (C);*® and 2-acetylpyridine-phenylhydrazones (Hapbhyd) (D and E)

the heteroaromatic nitrogen (6 14.72-15.86), while in the
second N3-H is hydrogen bonded to the solvent (§ 11.21-
10.90).>™ In the "H NMR spectrum of H2AcpNO,Ph only one
signal was observed for each hydrogen (N3-H at ¢ 11.21),
suggesting the presence of only the E isomer.>"”

In the spectra of the rhenium(i) complexes (DMSO-d¢) only
one signal was observed for all hydrogens, indicating the
existence of only one configuration in solution. The signals of
N3-H were observed at J 12.53-12.93 in accordance to the
presence of neutral hydrazone ligands. In the spectra of 1-3 the
signals of all hydrogen atoms undergo significant shifts in relation
to their positions in the uncomplexed hydrazones. Similarly, the
signals of C—=N and the pyridine carbons undergo significant
shifts, indicating coordination through the N,,~N chelating system.
Hence, in the rhenium(i) complexes the hydrazones adopt the E
configuration.

The presence of toluene solvation molecules was confirmed
by the appearance of two signals at 6 7.24-7.18 (multiplet) and
0 2.29 (singlet) for complex (2) and at ¢ 7.28-7.14 (multiplet)
and 9 2.29 (singlet) for complex (3).
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Crystal structures of [ReCl(CO);(H2AcPh)] (1),
[ReCl(CO);(H2AcpCIPh)]- DMSO (2a) and
[ReC](CO);(H2AcpNO,Ph)]-DMSO (3a) reveal that the carbonyl
oxygen does not coordinate to the rhenium(i) center

Fig. 3 shows the ORTEP** representation of [ReCl(CO);(H2AcPh)] (1),
[ReCl(CO)3(H2AcpClIPh)]- DMSO (2a) and [ReCl(CO);(H2AcpNO,Ph)]:
DMSO (3a). Crystal data and refinement results are listed in
Table 1. Table 2 presents selected intramolecular bond distances
and angles in the structures of 1, 2a and 3a.

The unit cell parameters were obtained by least-squares
refinement based on the angular settings for all collected
reflections. Empirical absorption corrections were applied for
the collected data. The structures were solved by direct methods,
completed through Fourier difference maps, and refined (full
matrix, F*) with the SHELX package.*® Hydrogen atoms were
geometrically included and refined considering the riding model.

The crystal structures of 1, 2a and 3a reveal that the
hydrazone ligand is attached to the rhenium(i) center through
the N,,-N bidentate chelating system. Although the literature
reports that the studied hydrazones coordinate to different
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Fig. 3 ORTEP** drawings of [ReCl(CO)s(H2AcPh)] (1), [ReCl(CO)3(H2AcpCIPh)-DMSO (2a) and [ReCl(CO)s(H2AcoNO,Ph)-DMSO (3a) showing the

labeling of the non-H atoms and their displacement ellipsoids at the 30% probability level.

Table 1 Crystal data and structure refinement for [ReClICO)z(H2AcPh)] (1), [ReCl(CO)s(H2AcpCIPh)]-DMSO (2a) and [ReClCO)3(H2AcpNO,Ph)]-DMSO (3a)

@) (2a) (3a)
Empirical formula C17H3CIN;O4Re C1oH13Cl,N;05ReS C1oH,;5CIN,O-ReS
Formula weight (g mol ™) 544.95 657.52 668.08
Temperature (K) 293(2) 200(2) 293(2)
Wavelength (A) 0.71073 0.71073 0.71073

Crystal system, space group
Crystal size (mm)

Unit cell dimensions

a (A)

b (A)

¢ (A)

(%)
B ()
A

Volume (A%

Z, calculated density (mg m™?)
Sin(0)/max (A7)

Absorption coefficient (mm ™)
F(000)

Limiting indices

Reflections collected/unique (Rin)
Observed (I > 2«(I))
Completeness

Absorption correction
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F*

R(F* > 20(F%)

WR(F?)

Tminy Tmax

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2016

Monoclinic, P2,/n
0.10 x 0.05 x 0.02

12.6872(2)
9.5720(2)
14.9830(2)
90

98.300(2)
90

1800.51(5)
4, 2.01
0.767

h
-14 < k
[
3

39210/6375 (0.036)
5218

100%, 0 = 25.24
Multi-scan
6375/0/235

1.189

0.0226

0.0662

0.534, 1.000

Triclinic, P1
0.15 x 0.07 x 0.02

8.7687(4)
11.1002(5)
12.9282(5)
113.002(4)
97.163(4)
93.603(4)
1140.66(9)
2,1.914
0.764
5.688
636
-13
—-16
-19
35574/7
7050
100%, 0 = 25.24
Multi-scan
7953/0/283
1.061

0.0255

0.0508

0.555, 1.000

<13
<16
<19
53 (0.049)

INIAIA
© ~ A

Triclinic, P1
0.10 x 0.05 x 0.02

8.8972(5)
11.1200(6)
12.9995(6)
112.409(4)
96.989(4)
93.490(4)
1172.08(11)
2,1.893
0.694

5.434

648

8702/5446 (0.0405)
4883

100%, 0 = 26.32
Multi-scan
5446/0/300

1.089

0.0300

0.0720

0.676, 1.000
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Table 2 Selected bond distances (A) and angles (°) for [ReCl(CO)s-
(H2AcPh)] (1), [ReClCO)s(H2AcpClIPh)]-DMSO (2a) and [ReCl(CO)s3-
(H2AcpNO,Ph)-DMSO (3a)

View Article Online
NJC
Table 3 Hydrogen bonds (A and °) in the structure for [ReCl(CO)s-

(H2AcPh)] (1), [ReCl(CO)3(H2AcpCIPN)]-DMSO (2a) and [ReClCO)s-
(H2AcpNO,Ph)]-DMSO (3a)

1) (2a) (3a) Complex A-H---B D---A D—H H---A <(DHA)
C7-N2 1.285(4) 1.290(3) 1.295(5) 1) N3-H3---Cl1'  3.317(3) 0.86 2.48 166.0
N2-N3 1.409(3) 1.395(2) 1.403(4) (2a) N3-H3---021 2.750(3) 0.86 1.89 175.5
N3-C8 1.350(4) 1.356(3) 1.354(6) (3a) N3-H3---07  2.734(5) 0.926(4) 1.829(3) 165.3(2)
C8-01 1.223(4) 1.217(3) 1.220(5) o
C8-C9 1.493(4) 1.500(3) 1.506(6) Symmetry operations: = —x, —y, 1 — z.
Rel-N1 2.163(2) 2.156(2) 2.157(3)
Re1-N2 2.187(2) 2.2069(18) 2.201(3)
Rel-Cl1 2.4872(8) 2.4851(6) 2.4877(12) ) ) ]
Re1-C16 1.911(3) 1.905(3) 1.898(5) bonds affect the molecular conformation causing a rotation
Re1-C17 1.909(3) 1.904(2) 1.900(5) in the C8-C9 bond of the complexes. In 2a and 3a the angles
Rel-C18 1.912(3) 1.915(2) 1.913(4) between the least-squares planes A (through atoms C8, C9, C10,
C2-C7-N2 115.0(2) 114.6(2) 114.5(4) C11, C12, C13 and C14) and B (through atoms N3, C9 and O1)
€2-C7-C15 119.7(3) 119.8(2) 119.4(4) are close to each other (54.75(9)° for 2a and 54.78(16)° for 3a).
C7-N2-N3 117.1(2) 117.40(19) 116.5(3) Complex (1), on the other hand, has an intermolecular hydrogen
N2-N3-C8 120.4(2) 118.87(18) 118.6(4) ompiex (1), on the other hand, has an mtermolecuiar hydrogel
N3-C8-01 121.9(3) 123.6(2) 124.2(4) bond between N3 and Cl1 (d[N3---Cl1] = 3.317(3) A). For this
N3-C8-C9 115.9(3) 115.07(19) 115.5(4) complex the angle between planes A and B is equal to 25.55(19)°,
C16-Re1-C17 90.27(13) 88.34(11) 88.6(2) learly different from th rted anoles of 2a and 3a. It is al
C16-Re1-C18 $8.92(14) §8.45(11) 88.5(2) clearly different from the reported angles of 2a and 3a. It is also
C16-Re1-N1 93.90(11) 95.47(10) 95.75(17)  interesting to notice the difference between the least squares planes
C16-Re1-N2 94.13(11) 96.98(9) 97.01(17)  C (through the pyridine ring) and D (through the benzene ring).
C16-Re1-Cl1 176.45(10) 177.86(7) 177.53(14) o tal structure of complex (1) shows the two aromatic rin
C17-Re1-N1 97.63(11) 98.32(10) 96.91(17) € crystal structure ot complex (1) Shows the two aromatic Tings
C17-Re1-N2 170.22(11) 170.27(9) 169.06(17)  almost perpendicular to each other (the angle between the planes is
C17-Re1-Cl1 92.77(9) 93.30(8) 93.19(17)  equal to 82.05(12)°) while the crystal structures of complexes (2a)
C18-Rel1-C17 87.93(13) 89.00(11) 89.30(19) d (3 t th 1 1 ¢ llel t h oth th
C18-Re1-N1 173.73(11) 171.77(9) 172.55(16) a0 (3a) present these planes almost parallel to each other (the
C18-Re1-N2 100.72(11) 99.25(8) 100.18(15)  angles between planes C and D are equal to 11.55(15)° for 2a and
C18-Re1-Cl1 92.40(11) 90.20(8) 89.85(15)  9.95(30)° for 3a).
N1-Re1-N2 73.51(9) 73.13(7) 73.26(13)
N1-Rel-Cl1 84.46(6) 85.67(6) 85.70(10)
N2-Rel-Cl1 82.39(7) 81.61(5) 81.47(10)

metals through the tridentate Np,-N-O system,”'>***” the

facial arrangement of the [Re(CO);]" core prevents tridentate
coordination, as observed in the crystal and molecular struc-
tures of other tricarbonylrhenium(i) complexes with related
hydrazones.?%3"33

Hence, the Re atom of each compound (1, 2a and 3a) is
coordinated to three CO groups, one chlorine atom and two
nitrogen atoms of the hydrazone ligand while the carbonyl
oxygen does not bind to the metal. The octahedral coordination
sphere of the metal is similar to previously reported Re-hydrazone
complexes. The Re-CO bond distances are very close to each other
in 1, 2a and 3a. Concerning the Re-N bond distances, it is
observed that d[Re-N1] and d[Re-N2] are close to each other for
complex (1). These features had been previously observed for
fac[Re(CO);L'Cl] (L' = 2-formylpyridine-phenylhydrazone)*°
and [Re(CO) Br(Hapbhyd)] (Hapbhyd = 2-acetylpyridine-phenyl-
hydrazone).? Complexes (2a) and (3a), on the other hand, show
d[Re-N1] around 2.15 A and d[Re-N2] somehow longer (around
2.21 A).

The crystal packing of each complex is stabilized by hydrogen
bonds involving nitrogen N3 as the donor (Table 3). Complexes
(2a) and (3a), which have a DMSO molecule in the crystal
structure, present medium-strength hydrogen bonds between
nitrogen N3 and the DMSO oxygen, with d[N3-O(DMSO)] equal
to 2.750(3) A and 2.734(5) A, respectively. These hydrogen
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Biological activity

Tricarbonylrhenium(1) complexes with hydrazones are
cytotoxic to NCI-H460 cells. In order to evaluate the effect of
coordination to tricarbonylrhenium(i) on the antiproliferative
activity of the hydrazones, the antiproliferative effect of
complexes (1-3), the corresponding hydrazone ligands and
the rhenium(i) precursor [ReCl(CO)s] were tested in vitro against
non-small lung cancer (NSCLC) NCI-H460 cells and against
human umbilical vein endothelial cells, HUVECs.

After 24 h treatment, all complexes (1-3) proved to be more
cytotoxic to NCI-H460 cells than the free hydrazone ligands and
than pentacarbonylchlororhenium(i) used as a precursor in
syntheses. Complex (3) revealed to be the most cytotoxic.
However, upon coordination to tricarbonylrhenium(i), cytotoxicity
against non-malignant HUVECs also increased (see Table 4).
Hence, complexation with tricarbonylrhenium(i) resulted in higher
cytotoxicity with no specificity.

Tricarbonylrhenium(1) complexes with hydrazones induce
apoptosis and mitochondrial damage on NCI-H460 cells. After
the initial evaluation of the rhenium complexes activity against
cell lines, a study on their mechanisms of action was carried
out for the most cytotoxic complexes (2 and 3). We performed a
flow cytometric analysis of apoptotic cells double stained with
Annexin V-FITC and propidium iodide (PI) after 3 and 6 hours
treatment with complexes (2) and (3) on NCI-H460 cells. Both
compounds induced apoptosis on NCI-H460 cells at 10 uM
after 3 or 6 hour treatments (Fig. 4A and B). Complex (2) already

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2016
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Table 4 1Csq (uM) values for 2-acetylpyridine-derived hydrazones, their
complexes (1-3) and the [ReCl({CO)s] precursor against NCI-H460 cells
and HUVECs

Compound NCI-H460 HUVEC
H2AcPh >200 >200
[ReCl(CO);(H2AcPh)] (1) 58.51 (+£7.18)  32.16 (+7.03)
H2AcpCIPh 74.65 (£2.91) >200
[ReCI(CO);(H2AcpCIPh)]-0.5C,H;g (2) 20.51 (+£0.38)  22.55 (£6.00)
H2AcpNO,Ph 26.95 (+£5.19)  20.58 (£1.57)
[ReCI(CO);(H2AcpNO,Ph)]-0.5C,Hg (3)  16.15 (£1.45) 22.48 (+5.38)
[ReC](CO)5] >200 >200

Data are presented as mean =+ standard deviation (SD) of three
independent experiments.

shows its maximum effect after 3 hour treatment. On the other
hand, 3 has a later response. Mitochondria shelter key regulators
that trigger apoptosis when released. Therefore, the evaluation
of its membrane integrity by the alteration on mitochondrial
membrane potential is important.***" Next, we evaluated if the
compounds could induce apoptosis by a mitochondrial pathway.
Interestingly, only the highest concentration of 2 was able to
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reduce mitochondrial membrane potential; the other conditions
even resulted in a slight increase of mitochondrial membrane
potential (Fig. 4C). These data indicate that probably the mito-
chondrial damage induced by 2 is a consequence of apoptosis.
Treatment with complex (3) showed a later response, as seen
in the Annexin V/PI assay, then, probably the same effect would
be observed at higher concentrations or longer treatments.
Therefore, the tricarbonylrhenium(i) complexes induce apoptosis
with subsequent mitochondrial disruption.

Tricarbonylrhenium(i) complexes with hydrazones reduce ROS
production on NCI-H460. Oxidative stress driven by unbalance
between antioxidant mechanisms and ROS production is related
to several cellular responses, leading to cell proliferation, differ-
entiation, and apoptosis.**™** Furthermore, oxidative stress could
trigger apoptosis via both the mitochondria-dependent and
mitochondria-independent pathways.”® Given the relation of
these phenomena and cellular survival, ROS production after
overnight treatment with 5, 10 or 20 uM of complex (2) or (3) on
NCI-H460 cells was analysed by DHE probe staining (Fig. 5).
Notably, both complexes (2) and (3) show a high antioxidant

Complex (3)
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Fig. 4 Tricarbonylrhenium(i) complexes with hydrazones trigger apoptosis on NCI-H460 cells with later mitochondrial disruption. (A) Flow-cytometry
staining using Annexin V/PI of NCI-H460 cells after 3 or 6 hour treatment with complexes (2) and (3) at 10 uM. (B) Apoptotic cells, Annexin V+, of lung
cancer cells treated with 2 or 3 were quantified. (C) The mean fluorescence of positive cells stained with TMRE was used to assess changes in the
mitochondrial membrane potential observed in apoptotic cells by flow-cytometry after overnight treatment with 2 and 3 at 5, 10 or 20 pM. The data
shown are the means + SD from three independent experiments. *o < 0.05 versus control and ***p < 0.001 versus control.
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Fig. 5 Tricarbonylrhenium() complexes with hydrazones induce ROS
scavenge. NCI-H460 cells were treated overnight with complexes (2)
and (3) at 5, 10 or 20 uM and stained with DHE to assess changes in
ROS production observed in apoptotic cells by flow-cytometry. The results
are represented as the mean fluorescence of positive cells stained with
DHE. The data shown are the means + SD from three independent
experiments. ***p < 0.001 versus control.

activity in a dose-dependent manner. However, 2 proved to be
more potent as an antioxidant on NCI-H460 cells, reducing ROS
production even at 5 UM concentration. These data show that the
reduction of ROS production induced by 2 may be mainly related
to an antioxidant property of the complex, since it was not able to
induce mitochondrial damage at the same concentration.

Conclusions

Coordination of 2-acetylpyridine-phenylhydrazone (H2AcPh) and
its para-chlorophenylhydrazone (H2AcpClIPh) and para-nitrophenyl-
hydrazone (H2AcpNO,Ph) analogues to tricarbonylrhenium(i)
resulted in a higher antiproliferative activity against human lung
carcinoma NCI-H460 cells. The mechanism of action of complexes
(2) and (3) probably involves apoptosis induction and intracellular
ROS scavenge.

Although complexes (2) and (3) did not show selectivity to
NCI-H460 cells under the experimental conditions, the in vitro
cell viability study in HUVECs in the presence of the complexes
suggested the inhibition of endothelial cell proliferation, which
is a key step of angiogenesis.’®*” The effect of complexes (2)
and (3) on angiogenesis, which is beyond the scope of the
present work, will be investigated in a forthcoming study.

The literature reports that both small cell and non-small cell
lung cancer overexpress somatostatin receptors (SSTRs). A phase I
trial revealed that the '**Re-labelled P2045 peptide, a somatostatin
analogue, was promising for treating advanced lung cancer.*®
These results, together with those obtained in the present work,
suggest that future investigation on the antiproliferative activity of
88Re(1)-tricarbonyl complexes with the hydrazones under study or
their analogues could be of utmost relevance.

The present work constitutes an important contribution to the
knowledge of the antineoplastic properties of tricarbonylrhenium(i)
complexes and provided preliminary information on their mode of
action.

Acknowledgements

The authors are grateful to CNPq, CAPES, INCT-INOFAR (Proc.
CNPq 573.364/2008-6) and FAPESP (Brazil).

7386 | New J. Chem., 2016, 40, 7379-7387

View Article Online

NJC

References

1 A. Jemal, F. Bray, M. M. Center, ]J. Ferlay, E. Ward and
D. Forman, Ca-Cancer J. Clin., 2011, 61, 69-90.

2 X. Chen, Y. Wu, H. Dong, C.-Y. Zhang and Y. Zhang, Curr.
Mol. Med., 2013, 13, 1603-1612.

3 C. Nardon, G. Boscutti and D. Fregona, Anticancer Res.,
2014, 34, 487-492.

4 P. Vicini, F. Zani, P. Cozzini and I. Doytchinova, Eur. J. Med.
Chem., 2002, 37, 553-564.

5 A. A. R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. da Costa,
N. L. Speziali and H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc., 2010, 21,
1247-1257.

6 ].Jain, Y. Kumar, R. Sinha, R. Kumar and ]. Stables, J. Med.
Chem., 2011, 7, 56-61.

7 S. K. Sridhar, S. N. Pandeya, J. P. Stables and A. Ramesh,
Eur. J. Pharm. Sci., 2002, 16, 129-132.

8 C. M. Moldovan, O. Oniga, A. Parvu, B. Tiperciuc, P. Verite,
A. Pirndu, O. Crian, M. Bojitd and R. Pop, Eur. J. Med. Chem.,
2011, 46, 526-534.

9 A. A. M. Eissa, N. A. H. Farag and G. A. H. Soliman, Bioorg.
Med. Chem., 2009, 17, 5059-5070.

10 R. S. Hoonur, B. R. Patil, D. S. Badiger, R. S. Vadavi, K. B.
Gudasi, P. R. Dandawate, M. M. Ghaisas, S. B. Padhye and
M. Nethaji, Eur. J. Med. Chem., 2010, 45, 2277-2282.

11 D. B. Lovejoy and D. R. Richardson, Blood, 2002, 100,
666-676.

12 D. R. Richardson, E. H. Tran and P. Ponka, Blood, 1995, 86,
4295-4306.

13 L. Savini, L. Chiasserini, V. Travagli, C. Pellerano, E. Novellino,
S. Cosentino and M. B. Pisano, Eur. . Med. Chem., 2004, 39,
113-122.

14 A. A. R. Despaigne, ]J. G. Da Silva, P. R. da Costa, R. G. dos
Santos and H. Beraldo, Molecules, 2014, 19, 17202-17220.

15 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 and H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem., 2012, 50,
163-172.

16 J.Zhang, J.]. Vittal, W. Henderson, J. R. Wheaton, I. H. Hall,
T. S. A. Hor and Y. K. Yan, J. Organomet. Chem., 2002, 650,
123-132.

17 W. Wang, Y. K. Yan, T. S. A. Hor, J. J. Vittal, J. R. Wheaton
and 1. H. Hall, Polyhedron, 2002, 21, 1991-1999.

18 J. Ho, W. Y. Lee, K. J. T. Koh, P. P. F. Lee and Y.-K. Yan,
J. Inorg. Biochem., 2013, 119, 10-20.

19 R. Alberto, R. Schibli, R. Waibel, U. Abram and A. P.
Schubiger, Coord. Chem. Rev., 1999, 190-192, 901-919.

20 R. Huang, G. Langille, R. K. Gill, C. M. J. Li, Y. Mikata,
M. Q. Wong, D. T. Yapp and T. Storr, JBIC, J. Biol. Inorg.
Chem., 2013, 18, 831-844.

21 R. Foresti, M. G. Bani-Hani and R. Motterlini, Intensive Care
Med., 2008, 34, 649-658.

22 E. Kianfar, C. Schifer, M. R. Lornejad-Schifer, E. Portenkirchner
and G. Knor, Inorg. Chim. Acta, 2015, 435, 174-177.

23 1. Kitanovic, S. Can, H. Alborzinia, A. Kitanovic, V. Pierroz,
A. Leonidova, A. Pinto, B. Spingler, S. Ferrari, R. Molteni,

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2016


http://dx.doi.org/10.1039/c6nj00050a

Published on 15 June 2016. Downloaded by Simon Fraser University on 12/10/2016 15:07:30.

NJC

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2016

A. Steffen, N. Metzler-Nolte, S. Wolfl and G. Gasser,
Chem. - Eur. J., 2014, 20, 2496-2507.

S. Choudhary and J. R. Morrow, Angew. Chem., Int. Ed., 2002,
41, 4096-4098.

A. A. R. Despaigne, ]J. G. Da Silva, A. C. M. do Carmo, O. E.
Piro, E. E. Castellano and H. Beraldo, J. Mol. Struct., 2009,
920, 97-102.

A. A. R. Despaigne, J. G. da Silva, A. C. M. do Carmo, F. Sives,
O. E. Piro, E. E. Castellano and H. Beraldo, Polyhedron, 2009,
28, 3797-3803.

A. A. R. Despaigne, ]J. G. Da Silva, A. C. M. do Carmo, O. E.
Piro, E. E. Castellano and H. Beraldo, Inorg. Chim. Acta,
2009, 362, 2117-2122.

G. L. Parrilha, R. P. Vieira, A. P. Rebolledo, 1. C. Mendes,
L. M. Lima, E. J. Barreiro, O. E. Piro, E. E. Castellano and
H. Beraldo, Polyhedron, 2011, 30, 1891-1898.

N. Lazarova, J. Babich, ]J. Valliant, P. Schaffer, S. James and
J. Zubieta, Inorg. Chem., 2005, 44, 6763-6770.

S. Basak, D. Chopra and K. K. Rajak, J. Organomet. Chem.,
2008, 693, 2649-2656.

J. Grewe, A. Hagenbach, B. Stromburg, R. Alberto, E. Vazquez-
Lopez and U. Abram, Z. Anorg. Allg. Chem., 2003, 629,
303-311.

I. G. Santos, U. Abram, R. Alberto, E. V. Lopez and A. Sanches,
Inorg. Chem., 2004, 43, 1834-1836.

P. Barbazan, R. Carballo, 1. Prieto, M. Turnes and E. M.
Vazquez-Lopez, J. Organomet. Chem., 2009, 694, 3102-3111.

34

35

36

37

38
39

40
41

42

43

44

45

46

47

48

View Article Online

Paper

C. K. Johnson, ORTEP-II. Report ORNL-5318, Oak Ridge
National Laboratory, TN, USA, 1976.

G. M. Sheldrick, Acta Crystallogr., 2015, C71, 3-8.

A. A. R. Despaigne, F. B. Da Costa, O. E. Piro, E. E.
Castellano, S. R. W. Louro and H. Beraldo, Polyhedron,
2012, 38, 285-290.

E. D. L. Pil, A. A. Recio-Despaigne, J. G. Da Silva, I. P. Ferreira,
J. A. Takahashi and H. Beraldo, Polyhedron, 2015, 97, 30-38.
R. A. Gottlieb, FEBS Lett., 2000, 482, 6-12.

P. Parone, M. Priault, D. James, S. F. Nothwehr and ].-C.
Martinou, Essays Biochem., 2003, 39, 41-51.

M. O. Hengartner, Nature, 2000, 407, 770-776.

C. Adrain and S. J. Martin, Trends Biochem. Sci., 2001, 26,
390-397.

L. J. Yan, Redox Biol., 2014, 2, 165-169.

V. 1. Lushchak, Chem.-Biol. Interact., 2014, 224, 164-175.

P. V. Raninga, G. D. Trapani and K. F. Tonissen,
Oncoscience, 2014, 1, 95-110.

K. Sinha, J. Das, P. B Pal and P. C. Sil, Arch. Toxicol., 2013,
87, 1157-1180.

P. Nagababu, A. K. Barui, B. Thulasiram, C. S. Devi,
S. Satyanarayana, C. R. Patra and B. Sreedhar, J. Med. Chem.,
2015, 58, 5226-5241.

H. Lai, Z. Zhao, L. Li, W. Zheng and T. Chen, Metallomics,
2015, 7, 439-447.

M. J. Edelman, G. Clamon, D. Kahn, M. Magram, J. Lister-James
and B. R. Line, J. Thorac. Oncol., 2009, 4, 1550-1554.

New J. Chem., 2016, 40, 7379-7387 | 7387


http://dx.doi.org/10.1039/c6nj00050a

Polyhedron 124 (2017) 86-95

Contents lists available at ScienceDirect

Polyhedron

journal homepage: www.elsevier.com/locate/poly

Cobalt(IIT) complexes with 2-acetylpyridine-derived Schiff bases: Studies
investigating ligand release upon reduction

@ CrossMark

Camila V. Garcia®, Gabrieli L. Parrilha?, Bernardo L. Rodrigues ?, Paulo ].S. Barbeira ?, Ryan M. Clarke?,
Tim Storr ®, Heloisa Beraldo **

2 Departamento de Quimica, Universidade Federal de Minas Gerais, 31270-901 Belo Horizonte, MG, Brazil
b Department of Chemistry, Simon Fraser University, V5A-1S6 Burnaby, BC, Canada

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 16 October 2016
Accepted 18 December 2016
Available online 28 December 2016

Cobalt(IIT) complexes [Co(L1),]Cl-CH30H-0.5H,0 (1), [Co(L2),]Cl-1.5H,0 (2), [Co(L3),]CI-2H,0 (3) and [Co
(L4),]C1-3.5H,0 (4) were obtained with 2-acetylpyridine-N(4)-phenylthiosemicarbazone (HL1), 2-acetyl-
pyridine-N(4)-para-chlorophenylthiosemicarbazone (HL2), 2-acetylpyridine-phenylhydrazone (HL3) and
2-acetylpyridine-para-chlorophenylhydrazone (HL4). The complexes were characterized by means of
microanalyses, molar conductivities and their infrared and 'H and '>C NMR spectra. Electrochemical
studies showed that the Co"/Co" reduction potential of complexes (3) and (4) but not of complexes
(1) and (2) are suitable for the compounds to be reduced by cellular reductants. Reactivity assays showed
that complex (3) undergoes reduction by sodium dithionite with subsequent ligand release. The results
suggested that coordination of 2-acetylpyridine-derived hydrazones with cytotoxic activity to cobalt(III)
results in compounds which are able to release the bioactive ligand upon reduction. In addition, the
cobalt(Ill) complexes under study interacted with human serum albumin (HSA), indicating that they
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Hydrazones
Thiosemicarbazones
Cobalt(Ill) complexes
Reduction

Ligand release

could be transported by this protein.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Thiosemicarbazones and hydrazones are compounds possessing
a wide range of pharmacological applications as antimicrobial,
antiparasitic and antitumor agents [1-4]. Coordination of these
compounds to metal ions in some cases results in improvement
of their bioactivities [5].

In a previous work we demonstrated that upon complexation of
N(4)-tolyl-2-acetylpyridine-derived thiosemicarbazones to gold
(1), platinum(Il) and platinum(IV) the cytotoxic activity against
glioma tumor cells increased [6]. We also showed that bismuth
(111), antimony(III), gallium(III), palladium(Il), platinum(Il) and tin
(IV) complexes with 2-acetylpyridine-N(4)-ortho-chlorophenylth-
iosemicarbazone are cytotoxic to MCF-7 and HT-29 solid tumor
cells [7], and that gallium(III) [8], bismuth(III) [9] and rhenium(I)
[10] complexes with 2-acetylpyridine- and 2-benzoylpyridine-
derived hydrazones present cytotoxic effects against solid tumor
and leukemia cells.

* Corresponding author.
E-mail addresses:
(H. Beraldo).

hberaldo@ufmg.br, heloisaberaldoufmg@gmail.com

http://dx.doi.org/10.1016/j.poly.2016.12.024
0277-5387/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Cobalt(Ill) complexes have attracted much attention as anti-
cancer drug candidates. Cobalt(Ill) complexes with 2-furfural
thiosemicarbazone and semicarbazone showed potent cytotoxicity
against the growth of suspended leukemia and lymphomas, as well
as against human lung MB9812, colon SW480, ovary 1-A9 and
HeLa-S3 uterine carcinoma cells [11]. Cobalt(Ill) complexes with
pyridoxal-derived thiosemicarbazones also demonstrated cyto-
toxic activity against MCF-7 human breast carcinoma and human
cervix HeLa carcinoma cell lines [12].

Recently cobalt(Ill) complexes have been investigated as poten-
tial hypoxia-activated prodrugs [13-18]. The cobalt(Ill) complexes
are designed to undergo bio-reduction to the more labile cobalt(II)
species by ubiquitous one-electron reductases in cells. The original
concept was that the cobalt(Il) species would dissociate in hypoxic
solid tumor cells to release a bioactive ligand [19]. Several families
of cobalt(Ill) complexes with anticancer ligands such as hydrox-
amic acids [20] and nitrogen mustards [21] have been investigated
as hypoxia-selective prodrug candidates.

In previous work we demonstrated that 2-acetylpyridine-N(4)-
phenylthiosemicarbazone  (HL1), 2-acetylpyridine-N(4)-para-
chlorophenylthiosemicarbazone (HL2), 2-acetylpyridine-phenyl-
hydrazone (HL3), and 2-acetylpyridine-para-chlorophenylhydra-
zone (HL4) were highly cytotoxic against human solid tumor
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cells [8,22]. In the present work, their cobalt(Ill) complexes were
obtained (see Fig. 1) and the ability of the complexes to undergo
reduction with subsequent release of the cytotoxic ligand was
evaluated.

2. Experimental
2.1. Materials and measurements

All common chemicals were purchased from Aldrich and were
used without further purification. Partial elemental analyses were
performed on a Perkin Elmer CHN 2400 analyzer. A Quimis model
Q405M conductivity bridge was employed for molar conductivity
measurements. Infrared spectra were recorded on a Perkin Elmer
FT-IR 1000 spectrometer using KBr pellets (4000-400 cm™'). Ther-
mogravimetric curves were obtained with a TGA50H thermobal-
ance (Shimadzu) in the 25-750°C temperature range, under
dynamic nitrogen atmosphere, at a heating rate of 5°C min .
Magnetic susceptibility measurements were carried out at room
temperature on a Johnson Matthey JM/AUTO balance (Alfa Aesar,
serial number 13693). NMR spectra were obtained with a Bruker
DPX-200 Advance (200 MHz) spectrometer using DMSO-dg as the
solvent and tetramethylsilane (Me4Si) as internal reference. Elec-
tronic spectra were recorded on a Shimadzu UV-2401PC UV-Vis
spectrophotometer using a 1cm beam path quartz cuvette.

9
14 10
13 11
12 I
R=H-HL1 R
Cl-HL2

8 10
16) 2 1
14 =
13 =
R=H-HL3
Cl-HL4

I ~
N/ CH3
=] ]
H3C \N/CO \
) Q! N cl
NY S
e
NH
R
R —]

| ~
= CHj
HaC ___—Co \

Electrochemical studies were performed on a p-Autolab Type II
potentiostat, under nitrogen atmosphere at room temperature.
The electrochemical cell employed a standard three electrode con-
figuration: a glassy carbon working electrode, a platinum-wire
auxiliary electrode and a Ag/AgCl electrode immersed in a salt
bridge containing saturated LiCl in ethanol. Cyclic voltammograms
were recorded in the 2.00 to —2.00 V potential range at 100 mV s~
scan rate. The ferrocenium/ferrocene (Fc*/Fc) couple (0.400 V ver-
sus NHE) was used as an internal standard. Solutions of compounds
(0.5 mM) were prepared in acetonitrile containing 0.1 M "Bu4ClO,.
Fluorescence spectra were recorded on a Varian Cary Eclipse Fluo-
rescence Spectrophotometer — L1006m016 (Agilent Technologies),
using a 1 cm quartz cell. Correction for the filter effect was per-
formed. Mass spectra were recorded on a LCMS-IT-TOF (225-
07100-34) liquid chromatograph mass spectrometer equipped
with an electrospray ionization (ESI) source, operating in the neg-
ative and positive modes. The spectra were acquired by scanning
over the 100-1000 m/z range.

Crystallographic analysis on a single-crystal of [Co(L2),]Cl-CHs-
OH (2a) was carried out on a Bruker APEX II Duo diffractometer
(Simon Fraser University, Burnaby, Canada) with graphite
monochromated Cu Ko radiation. A red block crystal was mounted
on a MiteGen sample holder. The data were collected at 293 K to a
maximum 20 value of 145°. Data were collected in a series of ¢ and
o in 1.00° widths with 10.0-20.0 s exposures. The crystal-to-

R =H - Complex (1)
Cl - Complex (2)

R =H - Complex (3)
Cl - Complex (4)

Fig. 1. Structural representations of 2-acetylpyridine-N(4)-phenylthiosemicarbazone (HL1), 2-acetylpyridine-N(4)-para-chlorophenylthiosemicarbazone (HL2), 2-acetylpyr-
idine-phenylhydrazone (HL3), 2-acetylpyridine-para-chlorophenylhydrazone (HL4) and their Co(Ill) complexes (1-4).
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Table 1
Crystal data and structure refinement for [Co(L2),]Cl-CH30H (2a) and [Co(L3),]Cl04:0.5H,0-0.5DMSO (3a).
2a 3a

Empirical formula Co9H,3NgS,Cls0Co Cs8H56C1,C0,N12014S
Formula weight (g mol~1) 733.99 1365.96
T (K) 293 190
2 (A) 1.54178 0.71070
Crystal system, space group monoclinic, P2,/n monoclinic, P2,/n
Unit cell dimensions a(A) 9.8288(2) 15.5298(6)

b (A) 25.1779(4) 22.7645(6)

c(A) 13.2495(2) 17.6442(6)

o (°) 90 90

B(°) 99.124(1) 107.315(4)

y(°) 90 90
V(A3 3237.4(10) 5955.0(4)
Z, Calculated density (mg m~3) 4,1.506 4,1.524
Absorption coefficient (mm!) 0.80 0.76
F(000) 1504 2816
Theta range for data collection 3.5-68.6° 2.1-29.6°
Limiting indices —-11<h<11,-30<k<30,-15<1<15 -19<h<21, -30<k<27, -18<1<24
Reflections collected/unique [Rin] 54007/5951 34592/14385

[Rine = 0.091] [Rine = 0.029]

Completeness

Absorption correction
Data/restraints/parameters
Refinement method
Goodness-of-fit on F? 1.02
Final R indices [I > 2sigma(I)]

R indices (all data)

Largest difference peak and hole (e A~3)

0.997 (0 =29.45°)

4507/0/411

0.36 and —0.40

Multi-scan (empirical)
Full-matrix least-squares on F?

Ry = 0.0410, wR; = 0.0897
R, = 0.0628, wR, = 0.1002

0.999 (0 = 26.32°)

Multi-scan (empirical)
11151/0/847

Full-matrix least-squares on F?
1.03

Ry =0.042, wR, =0.110
R;=0.0615, wR, =0.1103

0.85 and —0.50

detector distance was 50 mm. The structure was solved by intrinsic
phasing [23] and subsequent refinements were performed using
ShelXle [24].

The complex crystallized with one molecule of CH30H solvent
in the asymmetric unit. All non-hydrogen atoms were refined
anisotropically. All C-H hydrogen atoms were placed in calculated
positions but were not refined.

Crystallographic analysis on a single-crystal of [Co(L3),]Cl04-
-0.5H,0-0.5DMSO (3a) was carried out on an Oxford-Diffraction
GEMINI-Ultra diffractometer (LabCri-UFMG, Brazil) using a gra-
phite-enhance source Mo Ko radiation (=0.71070A) at 190 K.
Data collection, cell refinements and data reduction were per-
formed using the CrysAlisPro software package [25]. An absorption
correction based on the multi-scan method was applied. The struc-
tures were solved by direct methods using sHeixs-97 [26]. Full-
matrix least-squares refinement procedure on F? with anisotropic
thermal parameters was carried on using the sHeLx package [27].
Positional and anisotropic atomic displacement parameters were
refined for all non-hydrogen atoms. Hydrogen atoms were placed
geometrically and the positional parameters were refined using a
riding model. Molecular graphics were prepared using ORTEP
[28]. During the refinement, a disordered dimethylsulfoxide mole-
cule was found and refined anisotropically. The introduction of the
disordered model for this solvent molecule clearly improves the
residual maps and the geometric bond parameters. The two neigh-
bor sites for this solvent have occupancies of 0.7 and 0.3.

A summary of the crystal data, data collection details and
refinement results for complexes (2a) and (3a) is listed in Table 1.

2.2. Syntheses of the Schiff base-derived ligands

The thiosemicarbazones and hydrazones were prepared as pre-
viously reported [29-31].

2.3. Syntheses of cobalt(1ll) complexes (1-4)

Cobalt(Ill) complexes (1-4) were prepared by stirring under
reflux a methanol solution of the desired thiosemicarbazone or

hydrazone (2.0 mmol) with CoCl,-6H,0 (1.0 mmol) for 3 h under
oxygen supply. The obtained solids were washed with methanol
followed by ethanol and diethyl ether and then dried in vacuo.

Crystals of [Co(L2),]Cl-CH30H (2a) were obtained upon recrys-
tallization of complex (2) in CH30H solution.

Aiming to evaluate the influence of co-ligands on the electro-
chemical behavior of the cobalt(Ill) complexes and their ability to
release the cytotoxic ligand, attempts to obtain complexes of the
[Co(TPA)(L)]?** type (TPA = tris(2-pyridylmethyl)amine; L = anionic
thiosemicarbazone or hydrazone) were performed by reacting
the desired ligand with [Co(TPA)CI(H,0)]-(Cl04),-3.5H,0 in metha-
nol. However, characterization of the products revealed the pres-
ence of [Co(L),;]Cl04 complexes. Recrystallization of the complex
with HL3 in DMSO-dg gave rise to crystals of [Co(L3),]Cl04-0.5H,-
0.0.5DMSO (3a). Caution! Complexes containing perchlorate as
counter-ion are explosive.

2.3.1. Bis(2-acetylpyridine-N(4)-phenylthiosemicarbazonato )cobalt
(1) chloride, [Co(L1),]Cl-CH;0H-0.5H,0 (1)

This complex has been published before by other authors [32].
It was obtained again in the present paper, in order for us to inves-
tigate its ability to release the thiosemicarbazone ligand upon
reduction.

2.3.2. Bis(2-acetylpyridine-N(4)-para-chlorophenylthiosemicarbazonato)
cobalt(1ll) chloride, [Co(L2),]Cl-1.5H50 (2)

Brown solid. Anal. Calc. for CygH»4Cl3CoNgS,-1.5H,0
(FW=728.99gmol™'): C, 46.13; H, 3.73; N, 15.37. Found: C,
46.16; H, 3.98; N, 15.28 %. Thermogravimetry: calculated weight
loss of water (30-200 °C range): 7.41%. Found: 7.74%. Molar con-
ductivity (1 x 1073 M, DMF): 55.72 Q! cm? mol~!. Decomposi-
tion: 264.2 °C. IR (KBr, cm™'): W(CN) 1552, ¥(CS) 772, p(py) 654. &
'H NMR (200 MHz, DMSO-dg): 10.54 (s, 1H, N(4)H), 8.22-8.10
(m, 2H, H3 and H4), 8.02 (d, 1H, H6), 7.55-7.47 (m, 1H, H5), 3.00
(s, 3H, H15). & 13C NMR (50 MHz, DMSO-dg): 175.4 (C8), 159.6
(C2), 156.6 (C7), 149.4 (C6), 140.4 (C4), 127.7 (C5), 125.8 (C3),
15.9 (C15). Yield: 70%.
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2.3.3. Bis(2-acetylpyridinephenylhydrazonato )cobalt(Ill) chloride,
[Co(L3),]Cl-2H,0 (3)

Brown solid. Anal. Calc. for CygHy4ClCoNgO5-2H,0
(FW =606.95 gmol™!): C, 55.41; H, 4.65; N, 13.85. Found: C,
55.63; H, 4.74; N, 14.01%. Thermogravimetry: calculated weight
loss of water (30-200 °C range): 5.94%. Found: 5.66%. Molar con-
ductivity (1 x 107> M, DMF): 71.80 Q™' cm? mol~'. Melting point:
210-211 °C. IR (KBr, cm~'): v(CN) 1602 and 1498, p(py) 662. 5 'H
NMR (200 MHz, DMSO-dg): 8.24-8.22 (m, 2H, H3 and H4), 7.99-
7.94 (m, 1H, H6), 7.57-7.47 (m, 1H, H5), 3.36 (s, 3H, H15). s 13C
NMR (50 MHz, DMSO-dg): 181.2 (C8), 160.1 (C2), 162.2 (C7),
152.1 (C6), 141.9 (C4), 129.9 (C5), 126.2 (C3), 15.0 (C15). Yield:
33%.

2.3.4. Bis(2-acetylpyridine-para-chlorophenylhydrazonato )cobalt(III)
chloride, [Co(L4),]Cl-3.5H,0 (4)

Brown solid. Anal. Calc. for CygH;,Cl3CoNgO,-3.5H,0
(FW =702.86 gmol~!): C, 47.85; H, 4.16; N, 11.96. Found: C,
47.95; H, 4.51; N, 12.05%. Thermogravimetry: calculated weight
loss of water (30-200 °C range): 8.97%. Found: 9.44%. Molar con-
ductivity (1 x 103 M, DMF): 65.33 Q' cm? mol . Melting point:
218-219°C. IR (KBr, cm™!): v(CN) 1602 and 1498, p(py) 662. 6 'H
NMR (200 MHz, DMSO-dg): 8.25-8.23 (m, 2H, H3 and H4), 7.99-
7.94 (m, 1H, H6), 7.57-7.51 (m, 1H, H5), 3.34 (s, 3H, H15). 5 13C
NMR (50 MHz, DMSO-dg): 180.1 (C8), 160.0 (C2), 163.0 (C7),
152.2 (C6), 142.0 (C4), 129.0 (C5), 126.5 (C3), 15.1 (C15). Yield:
43%.

2.4. Studies on the interactions of complexes (1) and (3) with sodium
dithionite reducing agent

Reduction of the complexes in the presence of sodium dithion-
ite (Na,S,04, DTN) was monitored by electronic spectroscopy.
Solutions of complexes (1) and (3) (2.5 x 10~> M) in Tris-HCI buf-
fer (NaCl 50 mM, Tris-HCl 5 mM, pH 7.2) 5% DMSO in the presence
of 10 or 3 equivalents of DTN were prepared and used to record the
electronic spectra as a function of time.

Reduction of complex (3) in the presence of DTN was also mon-
itored by mass spectrometry. Mass spectra of complex (3) and of
the ligand HL3 (2.5 x 107> M) in Tris-HCl buffer 5% DMSO were
recorded. Then, solutions of complex (3) in Tris-HCl buffer 5%
DMSO containing 3 or 10 equivalents of DTN were monitored as
a function of time (t=10min, t=1h and t=2h) by mass
spectroscopy.

2.5. Studies on the interaction of complexes (1-4) with human serum
albumin (HSA)

The interaction of complexes (1-4) with human serum albumin
(HSA) was studied in buffer (5 mM Tris-HCI/50 mM NacCl) at pH
7.4. A stock solution of HSA was prepared in Tris-HCl buffer and
stored in the dark in the refrigerator for further use. The HSA con-
centration (2 pM) was determined by the UV absorbance at
280 nm (£=35,353Lmol ' cm™!). The stock solutions of com-
plexes (1-4) (0.5 mM) were freshly prepared by first dissolving
the compounds in DMSO and then making the dilutions with
Tris—-HCl buffer. The amount of DMSO was kept less than 5% (by
volume) for each set of experiments and had no effect on any
experimental results.

The binding of the complexes to HSA was studied using fluores-
cence spectroscopy. The emission spectra were recorded in the
310-600 nm range with excitation at 295 nm. HSA solution was
titrated by successive additions of a stock solution of the com-
plexes using a micropipette. All experiments were performed at
298 K.

3. Results and discussion
3.1. Formation of the cobalt(1ll) complexes

Microanalyses and molar conductivity data are compatible with
the formation of [Co(L1),]Cl-CH30H-0.5H,0 (1), [Co(L2);]CI-1.5H,0
(2), [Co(L3),]Cl-2H,0 (3) and [Co(L4),]C1-3.5H,0 (4).

In complexes (1-4) two anionic ligands are attached to the
metal center and a chloride acts as the counter-ion. The presence
of crystallization water molecules in all complexes and of a crystal-
lization methanol molecule in complex (1) were confirmed by the
thermogravimetric curves of the complexes, which showed weight
losses of 5.84% (calcd. 6.09% corresponding to CH30H + 0.5 H,0)
(1), 7.74% (calcd. 7.41%) (2), 5.66% (calcd. 5.94%) (3) and 9.44%
(calcd. 8.97%) (4). All complexes showed magnetic moment values
close to 0 BM, indicating the presence of low spin Co(III).

3.2. Spectroscopic characterization

In the infrared spectra of complexes (1-4), a broad absorption
at 3408-3390 cm™! was assigned to the v(O-H) vibration of water
[33]. The vibrations attributed to v(N3-H) at 3300-3181cm™! in
the spectra of the free ligands disappear in the spectra of com-
plexes (1-4) in agreement with deprotonation at N3 [34-36].
The v(C=N) absorption observed in the 1606-1582 cm™! range
in the spectra of the ligands shifts to 1602-1552 cm™! in the spec-
tra of the complexes, in accordance with coordination of the
azomethine nitrogen [8,35,37,38]. The v(C=S) absorption which
is found at 800 and 802 cm ! in the infrared spectra of the uncom-
plexed thiosemicarbazones (HL1 and HL2) shifts to 756 and
772 cm™~! in the spectra of 1 and 2, respectively, suggesting coor-
dination of the sulfur. The 44-30 cm™! shift is compatible with
complexation of a thiolate sulfur [6,39]. The absorptions attributed
to ¥(C=0) at 1655 and 1659 cm~! in the spectra of the free hydra-
zones (HL3 and HL4) disappear in those of complexes (3-4), indi-
cating coordination of the enolate oxygen [8,40]. The in-plane
deformation mode of the pyridine ring at 623-620cm™! in the
spectra of the ligands shifts to 662-654 cm™! in the spectra of
complexes (1-4), suggesting coordination of the hetero-aromatic
nitrogen [34,35,39,41].

The NMR spectra of the ligands and their cobalt(Ill) complexes
were recorded in DMSO-dg. The 'H resonances were assigned on
the basis of chemical shifts and multiplicities. The carbon type
(C, CH) was determined by using distortionless enhancement by
polarization transfer (DEPT 135) experiments. The assignments of
the protonated carbons were made by 2D hetero-nuclear multiple
quantum coherence experiments (HMQC) (see Fig. 1).

The signals of the hydrogens are duplicated in the '"H NMR spec-
tra of HL1-HL3, indicating the presence of the E and Z configura-
tional isomers in the DMSO-dg solution (Fig. 2). In the first, N(3)-
H is hydrogen bonded to the solvent, while in the second N(3)-H
is hydrogen bonded to the hetero-aromatic nitrogen [8,42]. The
signals of N(3)-H were observed at 10.68 (95%) and 10.82 (94%)
(E isomer) and at 14.44 (5%) and 14.65 (6%) (Z isomer) in the spec-
tra of HL1 and HL2, respectively, while in the spectrum of HL3
these signals were found at 10.93 (E isomer, 99%) and at 15.83 (Z
isomer, 1%). Only one signal was found in the spectrum of HL4 at
11.00 (E isomer). In the '3C NMR spectrum of HL3 the signals of
the carbons are also duplicated. Duplicated signals were not
observed in the '*C NMR spectra of the other ligands due to their
low solubility.

Only one signal was observed for all hydrogens and carbons in
the NMR spectra of complexes (1-4). The signals of N(3)-H were
absent in the spectra of the complexes, in agreement with deproto-
nation upon coordination. In addition, the signals of all hydrogens
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Fig. 2. Structural representations of 2-acetylpyridine-phenylhydrazone (HL3)
(E and Z) configurational isomers.

undergo significant shifts in relation to their positions in the free
ligands. Similarly, variations occur in the signals of the pyridine
carbons, C=N and C=S or C=0, in accordance with coordination
through the N,,—N-S chelating system for the thiosemicarbazone
ligands or through the Npy—N-O chelating system for the hydra-
zone ligands [8,34,39,41]. Thus, in complexes (1-4) the ligands
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Fig. 3. ORTEP plot of complex (2a) (50% probability) using POV-ray, showing the
labelling scheme, excluding hydrogen atoms and solvent. The Cl counter-ion is also
omitted.

adopt the E configuration in relation to the C(7)-N(2) bond, as con-
firmed by the crystal structures of 2a and 3a.
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Fig. 4. ORTEP drawings of (A) molecule [1], (B) molecule [2], and (C) the asymmetric unit of [Co(L3),]Cl04-0.5H,0-0.5DMSO (3a), with displacement ellipsoids at the 20%

probability level.
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3.3. X-ray crystallography

Crystal data, data collection details and refinement results for
complexes (2a) and (3a) are listed in Table 1. The crystal structure
of HL2 had been previously determined by our group [43] and the
crystal structure of HL3 had been previously determined by other
authors [44].

Compound (2a) (Fig. 3) crystallizes in the centrosymmetric
group P2;/n with a single molecule of 2a in the asymmetric unit,
along with one MeOH crystallization molecule. The MeOH solvent
molecule forms a hydrogen bonding interaction between the
MeOH oxygen and the hydrogen atom on N(4) (1.970 A). The Co
center is in a distorted octahedral environment, as evidenced by
the near 90 degree angles to the two ligands.

Complex (3a) crystallizes in the centrosymmetric group P24/n,
with two [Co(L3),]Cl04 species in the asymmetric unit. The asym-
metric unit of the crystal shows, in addition, one water molecule
and one disordered dimethylsulfoxide (Fig. 4). The metal presents
octahedral coordination in both [Co(L3),]* complexes, with Co
bond angles varying from 82° to 98¢ either in Co(1) and in Co(51).

Despite the similar octahedral coordination, the L3 ligands in
the two [Co(L3),] molecules are slightly different. For molecule
[1], containing Co(1), the two L3 ligands are almost planar, with
the angle between the least-squares planes through the phenyl
ring and the hydrazone scaffold equal to 3.42(4)° and 5.39(9)°.
For molecule [2], containing Co(51), on the other hand, the phenyl
rings and the hydrazone framework are not in the same plane, with
angles between the least-squares planes being equal to 18.93(7)°
and 9.93(5)°. This is related to the presence of two crystallograph-

ically independent [Co(L3),]ClO4 complexes in the asymmetric unit
of the crystal (Fig. 4C).

Table 2 presents selected intramolecular bond distances and
angles for 2a and 3a. Data for molecule [2] of complex (3a) were
omitted to simplify the presentation. The complete data are avail-
able on Supplementary material.

The N(1)-Co(1)-S(10) [168.74(8)°] and N(1)-Co(1)-0(10)
[164.67(7)°] angles of complexes (2a) and (3a), respectively, devi-
ate from the ideal value of 180°, probably due to the spatial
requirements of the ligand chelating system. The expected length-
ening of the C(8)—S(10) bond from 1.671(2) A in HL2 to 1.739(3) A
in 2a and of the C(8)-0(10) bond from 1.219(2) A in HL3 to 1.299
(2) A in 3a, together with the shortening of the N(3)-C(8) bond
from 1.352(2) A in HL2 to 1.309(4) A in 2a, and from 1.347(3) A
in HL3 to 1.325(3) A in 3a were observed (Table 2). This occurs
because the C(8)-0(10) and C(8)-S(10) bonds change from a dou-
ble to a predominantly single bond whereas N(3)-C(8) acquires
some double bond character due to deprotonation at N(3) and for-
mation of a highly delocalized system. The bond distances between
the cobalt center and the imine nitrogen (1.882(2) A in 2a and
1.8542(16) A in 3a) are slightly shorter than the bond distances
between the cobalt center and the hetero-aromatic nitrogen
(1.950(2) A in 2a and 1.9183(18) A in 3a).

3.4. Electrochemical studies
Since hypoxia-activated prodrugs commonly present a reduc-

tion potential in the —0.1 to —0.5 V versus NHE range for activation
by cellular reductants [18], the electrochemical behavior of the

Table 2
Selected bond distances (A) and angles (°) for [Co(L2),]CI-CH30H (2a) and [Co(L3),]Cl04-0.5H,0-0.5DMSO (3a).
HL2 [43] (2a) HL3 [44] (3a)
C(7)-N(2)/C(27)-N(22) 1.283(2) 1.300(4)/1.303(4) 1.264(3) 1.292(3)/1.291(3)

N(2)-N(3)/N(22)-N(23) 1.374(2) 1.380(3)/1.377(3) 1.375(2) 1.369(2)/1.371(2)

N(3)- C(8 /N(23)-C(28) 1.352(2) 1.309(4)/1.322(4) 1.347(3) 1.325(3)/1.319(3)
C(8)-0(10)/C(28)-0(20) - - 1.219(2) 1.299(2)/1.299(2)
C(8)- S(lO)/C(28) S(20) 1.671(2) 1.739(3)/1.737(3) - -
Co(1)-N(1)/Co(1)-N(21) - 1.950(2)/1.962(3) - 1.9183(18)/1.9264(18)
Co(1)-N(2)/Co(1)-N(22) - 1.882(2)/1.883(2) - 1.8542(16)/1.8541(16)
Co(1)-0(10)/Co(1)-0(20) - - - 1.8995(15)/1.9025(15)
Co(1)-S(10)/Co(1)-S(20) - 2.2104(9)/2.2102(10) - -
C(2)-C(7)-N(2)/C(22)-C(27)-N(22) - 113.0(3)/113.3(3) 114.47(15) 111.41(18)/111.64(18)
C(7)—N(2)—N(3)/C(27)—N(22)—N(23) 118.86(15) 118.7(2)/119.2(2) 119.02(14) 123.15(17)/123.39(17)

N(2)-N(3 C(8 /N(22)-N(23)-C(28) 118.66(15) 111.1(2)/111.4(2) 117.02(13) 106.83(16)/107.17(16)

N(3)-C(8)-0(10)/N(23)-C(28)-0(20) - - 123.32(15) 124.2(2)/124.4(2)
N(3)-C(8)- S(lO)/N(23) C(28)-5(20) 119.99(15) 125.1(2)/124.6(2) - -

N(1)-Co(1)-N(21) - 90.93(10) - 92.13(7)
N(1)-Co(1)-N(22) - 98.14(10) - 97.82(7)
N(1)-Co(1)-0(10)/N(21)-Co(1)-0(20) - - - 164.67(7)/164.66(7)
N(1)-Co(1)-S(10)/N(21)-Co(1)-S(20) - 168.74(8)/169.03(8) - -

N(2)-Co(1)-0(20) - - - 96.74(7)
0(10)-Co(1)-0(20) - - - 90.23(7)
0(10)-Co(1)-N(21) - - - 91.62(7)
0(10)-Co(1)-N(22) - - - 97.41(7)
N(2)-Co(1)-S(20) - 91.53(8) - -

S(10)-Co(1)-S(20) - 91.49(4) - -
S(10)-Co(1)-N(21) - 90.00(7) - -
S(10)-Co(1)-N(22) - 93.10(8) - -

Table 3
Redox potential values (V vs. NHE) for the redox couples Co"/Co" and Co"/Co' of complexes (1-4) (0.5 mM complex, 0.1 M "Bu,ClO,, scan rate 100 mV s~!, CH5CN, 298 K).
Ep(Co™ — Co) Epa (Co" — Co'™) Eip Epc (Co" - Ca") Epa (Co' — Co') Eip
1 -0.73 -0.65 -0.70 -1.52 -1.41 —1.46
2 -0.70 -0.65 —0.68 -1.37 -1.30 -1.34
3 -0.32 -0.26 -0.29 -1.45 —1.40 -1.42
4 -0.28 -0.22 -0.25 —-1.43 -1.37 -1.40

" Ref. [32].
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Fig. 5. Cyclic voltammograms of complex (2) at 100 mV s~ scan rate in acetonitrile
at 298 K. Dotted line: +1.8 to —1.8 V, solid line: —0.25 to —1.8 V scan ranges.

cobalt(Ill) complexes was investigated. The reduction potentials
(Table 3) and reversibility for complexes (2-4) were determined
using cyclic voltammetry. The electrochemical behavior of com-
plex (1) was previously published [32].

One irreversible process around 1.2 V was detected in the cyclic
voltammograms of 2-4, which was assigned to an oxidation pro-
cess involving the thiosemicarbazone [32,45] or the hydrazone
[46,47] portions of the ligand. Two well-defined quasi-reversible
processes were also observed, which were attributed to the
Co'/Co™ and Co'/Co" redox couples (see Fig. 5). In the first case,
the processes were observed at E;=-0.68V (2), —0.29V (3),
and —0.25 V (4) versus NHE, while in the second the processes were
identified at Eyj = —1.34V (2), —1.42V (3), and —1.40V (4) versus
NHE. For complex (1) the reported values are E;; =—-0.70V and
Eij2 = —1.46V for the Co'/Co™ and Co'/Co" processes, respectively
[32], which are similar to the potential values obtained in the pre-
sent work for complex (2). Hence, the foregoing results indicate
that coordination of cobalt to the hydrazone ligands in complexes
(3) and (4) better stabilizes the Co" oxidation state in comparison
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to the thiosemicarbazone ligands in 1 and 2. Thus, the electro-
chemical studies suggested that complexes (3) and (4) could, in
principle, be more easily reduced with release of the cytotoxic
ligand.

3.5. Studies on the interactions of complexes (1) and (3) with sodium
dithionite reducing agent

Stability studies of the complexes were performed in buffered
solution (5% DMSO/Tris-HCl, pH=7.2) under an oxygen atmo-
sphere. The electronic spectra of the compounds did not undergo
substantial variations with time, indicating that decomplexation
did not occur under the experimental conditions.

In order to simulate the bioreduction of the complexes, reac-
tions of 1 and 3 with sodium dithionite were carried out and spec-
trophotometrically monitored. The electronic spectrum of complex
(1) in the absence of the reducing agent showed an intraligand
transition at 254 nm (& = 45,624 L mol~! cm™!) and one ligand-to-
metal charge transfer (LMCT) transition at 372nm
(¢=27,660Lmol~! cm™"). In turn, the spectrum of 3 presented
an intraligand transition at 282 nm (&= 28,460 L mol~! cm™!) and
two LMCT transition bands at 372 (¢=18,828 Lmol~'cm™') and
387 nm (¢=18,152 Lmol~! cm™).

Sodium dithionite (Na,;S,04, DTN) shows an intense absorption
at 315nm (¢=8043 Lmol~' cm™'). Upon addition of up to 10
equivalents of DTN, the LMCT transition of complex (1) is still
observable over 24 h (Fig. 6A). In contrast, when the same excess
of the reducing agent was added to a solution of complex (3), the
LMCT bands disappeared immediately, suggesting fast reduction
of cobalt(Ill). Reduction of complex (3) was also monitored in the
presence of 3 equivalents of DTN (Fig. 6B) and the electronic spec-
tra were obtained as a function of time over 1 h. A decrease in the
LMCT bands was observed, suggesting reduction with possible
release of the hydrazone ligand.

In order to verify if reduction of complex (3) by DTN was
accompanied by ligand release, the process was followed by mass
spectrometry. The mass spectrum of 2-acetylpyridine-phenylhy-
drazone (HL3) shows a peak at m/z [M+Na]" 262 whereas the spec-
trum of complex (3) shows a peak at m/z [M]* 535. In the absence
of DTN the mass spectrum of complex (3) does not show the signal
of the ligand. In the presence of 3 equivalents of DTN the peak of
the intact complex at m/z [M]" 535 and the peak of the free ligand

3+DTN,t=0h
3+DTN,t=1h

Abs

300 400 500 600

Wavelength / nm

Fig. 6. UV-Vis spectra of (A) complex (1) in the presence of 10 equivalents of Na,S,04 (DTN), (B) complex (3) in the presence of 3 equivalents of DTN. Solutions of 1 and 3
(2.5 x 107> M) in Tris-HCI buffer (pH 7.2) 5% DMSO containing 3 or 10 equivalents of DTN were employed. The UV-Vis spectra of the ligands (HL1 and HL3) and complexes
(1 and 3) in the absence of DTN were obtained at the same conditions. In (A) the absorption at 315 nm (¢ = 8,043 L mol~! cm™ ') is attributed to DTN.
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Fig. 7. Mass spectrum of complex (3) (2.5 x 10> M) in Tris—-HCl buffer (pH 7.2) 5%
DMSO in the presence of 3 equivalents of Na;S,04 (DTN), t=1h.

at m/z [M+Na]* 262 were observed, indicating that complex (3) can
be reduced by DTN with subsequent ligand release (Fig. 7).
However, even after 60 min the signal of the complex was still
noticeable, suggesting that decomplexation was not complete.
The same effect was observed in the presence of 10 equivalents
of DTN. This is possibly due to decomposition of sodium dithionite
in aqueous solution as a function of time.

The studies of reduction with DTN are in agreement with the
electrochemical data, which showed that the cobalt(Ill) complexes

with hydrazones (3 and 4) are more easily reduced than complexes
(1) and (2) containing thiosemicarbazone ligands. Hence, complex
(4) should, in principle, also be able to release the ligand upon
reduction with DTN.

3.6. Studies on the interaction of complexes (1-4) with human serum
albumin (HSA)

When excited at 295 nm, HSA shows intrinsic fluorescence due
to the tryptophan residue (Trp-214). Hence, quenching of HSA flu-
orescence was used to investigate the interaction between HSA
and complexes (1-4) [48,49]. Fig. 8 shows the effect of increasing
the concentration of 3 on the fluorescence emission of HSA.
Quenching of fluorescence emission at 340 nm suggests the forma-
tion of a HSA-complex system and alteration of the local microen-
vironment around the Trp-214 residue in HSA. A similar effect was
observed for 1, 2 and 4.

Based on fluorescence data for /., = 340 nm at 25 °C, the Stern-
Volmer quenching constant (Ks,) and the bimolecular quenching
rate constant (K,) were obtained using the classical Stern-Volmer
equation [Eq. (1)] [50,51].

Fo/F =1+Kq%[Q] = 1 +K[Q] 1)

in which Fy is the fluorescence intensity in the absence of quencher,
F is the fluorescence intensity in the presence of quencher, 7o is the
average lifetime of the fluorophore in absence of quencher
(1o =2.7 ns for Trp-214) and [Q] is the quencher concentration. Ks,
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[}
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Fig. 8. (A) Fluorescence emission spectra excited at 295 nm for HSA-3 system (Tris-HCl buffer, pH 7.4, T = 298 K); (a) 2.0 M of HSA; (b-h) 2.0 uM of HSA in the presence of
1.67, 3.33, 4.98, 6.61, 8.24, 9.85, and 11.5 uM of 3. (B) Plot of Fo/Fcorr VS. [Q], (Zem = 340 nm); (C) Plot of log [(Fo — Feorr)/Feorr] VS. 10g [Q] (Zem = 340 nm).
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is the slope, obtained from the linear fit from the plot of Fy/F versus
[Q], and K is calculated as the K,/7o ratio.

The inner filter effect may decrease the intensity of the excita-
tion at the point of observation, or decrease the observed fluores-
cence by absorption of the fluorescence. This process depends
upon the optical densities of the sample at the excitation and emis-
sion wavelengths [50]. The effect of optical density on fluorescence
intensity can be corrected using Eq. (2).

Feors = Fape x 10/(0Dex0Dem) 2] 2)
where F,;s is the observed fluorescence at 340 nm, ODey and ODgp,
are the optical densities at the excitation (295 nm) and emission
(340 nm) wavelengths, respectively.

Hence, the Stern-Volmer equation was modified to:

FO/Fcorr =1 + KqTO[Q] =1 + I<SV[Q} (3)

The determined K, values for HSA-1, HSA-2, HSA-3 and HSA-4
systems were (1.89 £ 0.02) x 10%, (3.82+£0.01) x 10%,
(2.23 £0.03) x 10* and (3.40 £ 0.03) x 10* M~!, respectively. The
calculated values of K, for the HSA-complex systems are in the
order of 10> M~'s~! which is higher than 2.0 x 10"°M~1s 1,
the maximum scatter collision quenching constant of quenchers
with HSA [50]. Hence, it may be suggested that the quenching
mechanism was not originated from dynamic collision but it might
have been caused by a specific interaction between HSA and the
complexes, a static quenching mechanism.

The values of the binding constant (K) and number of binding
sites (n) were calculated using the modified Scatchard equation
[Eq. (4)] [52]:

log[(Fo — Feorr)/Feorr] = l0g K + nlog[Q] (4)

where K is the antilog of the intercept and n is the slope obtained
from the plot of log[(Fo — Feorr)/Feorr] versus log[Q].

The obtained binding constants (K) and number of binding sites
(n) were [K=6.61x10°M~', n=0.68+004] (HSA-1),
[K=9.50 x 10°M~!, n=0.88 £ 0.03] (HSA-2), [K=4.08 x 10° M !,
n=0.85+0.03] (HSA-3) and [K=6.77 x 10°M~', n=1.06 +0.05]
(HSA-4). The K values indicate interaction between the complexes
and HSA, suggesting that they could be transported by serum albu-
min proteins.

4. Conclusions

The foregoing results indicated that coordination of 2-acetyl-
pyridine-derived hydrazones with cytotoxic activity to cobalt(III)
results in compounds which are able to release the bioactive ligand
upon reduction and encourage future studies on the cytotoxic
effects of complexes (3) and (4) under normoxia and hypoxia
conditions.
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