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RESUMO

Uma das aplicacdes de grande destaque de complexos metélicos € na terapia do cancer.
Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados doze complexos metélicos com
potencial antitumoral: dez de cobre(Il), um de gdlio(IIl) e um peroxocomplexo de
niébio(V). Os complexos de cobre(Il) apresentam as seguintes férmulas: [Cu(HL1)2] (1),
[Cuz(phen)2(L1)(ClO4):] (), [Cu2(bpy)2(L1)(C104)2(H20)2] 3),
[Cu2(dmp)2(L1)(CI1O04)2(H20)2] (4), [Cu(L2)2(H20)2] (5), [Cu(phen)(L2)](ClO4) (6),
[Cu(bpy)(L2)(H20)](C104) (7), [Cu(dmp)(L2)](CIO4) (8), [Cu(aap)(phen)(ClO4)2] (9) e
[Cu(aap)(bpy)(ClO4)2] (10); onde HoL1 = 1,4-diidroxiantraceno-9,10-diona; HL2 = 1-
hidroxiantraceno-9,10-diona; aap = 4-aminoantipirina; phen = 1,10-fenantrolina; bpy =
2,2’bipiridina e dmp = 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina. Os complexos foram caracterizados
por andlise elementar, medidas condutimétricas, espectroscopia vibracional na regido do
IV e eletronica naregidao do UV—Vis, RPE e ESI-MS. A evaporacao lenta de uma solugao
do complexo 2, em DMSO e élcool isopropilico, levou a formacao do complexo 2.1,
[Cuz(phen)>(L1)(DMSO),](PF¢),. Os complexos 2.1 e 6 tiveram suas estruturas
determinadas por difracdo de raios X de monocristais. Os complexos 2, 3 e 4 sdo
dinucleares, com o ligante L1% em ponte. J4 os complexos 1, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 sdo
mononucleares. Todos os complexos de cobre sintetizados sdo significativamente
citotoxicos em células de leucemia mieldide cronica, linhagem K562, com valores de Clso
de 1,0; 1,13; 10,0; 0,078; 0,945; 1,84; 12,7; 0,099; 1,8 € 26 umol L! para os complexos
1,2,3,4,5,6,7, 8,9 ¢ 10, respectivamente. Estes complexos interagem com o DNA e
apresentam constantes de afinidade da ordem de 10*. Interacdes com o DNA também
foram estudadas por espectroscopia de fluorescéncia, usando brometo de etidio (Eb)
como sonda fluorescente. Os complexos 2, 3, 4, 6, 7 e 8 sdo capazes de substituir o Eb
entre os pares de base do DNA. A habilidade dos complexos 2, 3,4, 6,9 e 10 em promover
a clivagem oxidativa de DNA de plasmideo foi estudada por eletroforese, em gel de
agarose, na presenga e na auséncia de sequestradores de espécies reativas de oxigénio
(ERO’s). Diferentes ERO’s sdao geradas no processo de clivagem do DNA pelos
complexos e foi verificado que a atividade nucledsica segue a ordem 2 > 4 [16 [J9 > 10
> 3. Além disto, foi demonstrado que estes complexos sdo capazes de inibir a atividade
da topoisomerase. O complexo [Gax(phen)>(L1)(NO3)2(H20)2](NOs3)2-4H,O (11) foi

sintetizado e caracterizado por andlise elementar, medidas condutimétricas,
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espectroscopias vibracional na regido do 1V, eletronica na regiao do UV—-Vis e de
fluorescéncia (Aexcitacio = 520 nm), ESI-MS ¢ RMN. Na regido do IV, o espectro mostrou
deslocamento das principais bandas de ambos os ligantes, evidenciando a coordenacao
do fon metalico. J4 o deslocamento batocromico observado na regido do UV-vis
evidenciou a presenga do complexo em solucio. O complexo 11, que é fluorescente, com
a intensidade da fluorescéncia afetada pela natureza do solvente, € ativo na linhagem
K562 com Clsp = 1,0 umol L! e é capaz de interagir com o DNA. Como proposta
alternativa ao tratamento do cancer, a terapia fotodindmica (TFD) vem ganhando
crescente interesse. A atividade citotéxica de um peroxocomplexo de nidbio(V), aqui
identificado por 12, NbO2(OH)O;" 7, foi estudada na auséncia e na presenga de luz UV-A.
A atividade citotoxica de 12 aumenta 5 vezes quando o complexo € irradiado, com valor
de Clso igual a 6,2 umol L. O efeito de 12 na atividade do azul de metileno (AM), um
agente fotossensibilizador utilizado na TFD, também foi estudado. A adi¢do de 12 duplica
o efeito fotocitotoxico do AM. Portanto, 12 € um candidato promissor para TFD, sozinho

ou combinado com outros agentes sensibilizadores, tal como o corante AM.

Palavras-chave: Complexos Metalicos, Antraquinonas, Citotoxicidade,

Fotocitotoxicidade, Interacdo com DNA, Clivagem oxidativa, Topoisomerase.
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ABSTRACT

One of the most important uses of metal compounds is in the treatment of cancer. In this
work, twelve metal complexes with anticancer potential were synthesized and
characterized: ten with copper(Il), one with gallium(Ill), and a peroxocomplex of
niobium(V). The copper complexes exhibit the following formula: [Cu(HL1)2] (1),
[Cuz(phen)2(L1)(ClO04)2] (), [Cu2(bpy)2(L1)(C104)2(H20)2] 3),
[Cu2(dmp)2(L1)(CI1O04)2(H20)2] (4), [Cu(L2)2(H20)2] (5), [Cu(phen)(L2)](ClO4) (6),
[Cu(bpy)(L2)(H20)](C104) (7), [Cu(dmp)(L2)](CIO4) (8), [Cu(aap)(phen)(ClO4)2] (9) e
[Cu(aap)(bpy)(ClO4)2] (10); in which HoL1 = 1,4-dihydroxyanthracene-9,10-dione; HL2
= 1-hydroxyanthracene-9,10-dione; aap = 4-aminoantipyrine; phen = 1,10-
phenanthroline; bpy = 2,2’-bipyridine e dmp = 2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline. The
complexes were characterized by elemental and conductivity analyses, FTIR, electronic,
EPR and ESI-MS spectrometries. Slow evaporation of a solution of complex 2, in DMSO
and isopropyl alcohol, yielded complex 2.1, Cuz(phen)>(L1)(dmso)2](PFes)>. The
structures of complexes 2.1 and 6 were determined by single-crystal X ray diffraction.
Complexes 2, 3, and 4 are dinuclear, with a bridgind L1* ligand, whereas complexes 6,
7, 8, 9 and 10 are mononuclear. All copper complexes are significantly cytotoxic in
myelogenous leukemia cells, K562 line, with the ICso values of 1.0; 1.13; 10.0; 0.078;
0.945; 1.84; 12.7; 0.099; 1.8 and 26 pmol L!'for1,2 3 45,6, 7,8, 9 and 10,
respectively. The copper complexes interact with DNA with binding constants around
10*. Interactions with DNA were also studied by spectrofluorimetry with the help of a
fluorescent probe, the ethidium bromide (Eb). Complexes 2, 3, 4, 6, 7 and 8 are capable
of displacing Eb from DNA base pairs. The ability of complexes 2, 3, 4, 6, 9 and 10 to
oxidatively cleave plasmid DNA was investigated by agarose gel electrophoresis, in the
absence and presence of reactive oxygen species (ROS) scavengers. Different ROS are
generated in the DNA cleavage process and the nuclease activity follows the order 2 > 4
U6 U9 > 10 > 3. In addition, it was demonstrated that the complexes are capable of
inhibiting topoisomerase-I activity. The complex [Gaz(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)a.
4H,0 (11) was characterized by elemental and conductivity analyses, FTIR, UV—-Vis and
fluorescence spectroscopies (Aexcitation = 520 nm), ESI-MS and 'H and 'C NMR. In the
FTIR spectrum of 11 the main absorptions are shifted in comparison to the free ligand

spectra, evidencing the formation of a complex. In the UV—-Vis spectrum, a bathocromic
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shift evidences the presence of the complexes in solution. The complex is fluorescent,
and the fluorescence intensity is affected by the nature of the solvent. Complex 11 inhibits
the growth of K562 cells with the ICso = 1.0 pmol L' and interacts with DNA. An
alternative form of cancer treatment, the photodynamic therapy (PDT), has gained
increasing interest. The cytotoxic and photocytotoxic activities of the peroxoniobium
complex, NbO2(OH)O;" ~ (12), was studied. The cytotoxic activity of 12 increases by 5
times upon 5 min of UV—A irradiation, with an ICso value of 6,2 umol L!. The effect of
12 on the activity of methylene blue, a photosensitizing agent used in PDT, was also
studied. The addition of the peroxoniobate doubles the photocytotoxic effect of methylene
blue. Therefore, the peroxoniobium compound prepared is a promising candidate for

PDT, alone or in combination with other sensitizing agents, such as methylene blue dye.

Keywords: Metallo-antitumorals, Anthraquinones, Cytotoxicity, Photocytotoxicity,

DNA interaction, Oxidative cleavage, Topoisomerase.
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1 INTRODUCAO

O cancer é um problema mundial de saide publica, sendo a segunda maior causa
de 6bitos por doencas em varios paises. De acordo com Instituto Nacional do Cancer José
Alencar Gomes da Silva, INCA, € previsto que até 2025 ocorra 20 milhdes de novos casos
e que até 2020 ele se torne a primeira causa de morte por doencgas (INCA, 2015). Para o
Brasil, a estimativa para o biénio 2018-2019 aponta a ocorréncia de cerca de 640 mil
novos casos anuais de cancer, sendo cerca de 460 mil do tipo ndo melanoma (Figura 1).
O cancer de prostata, com quase 70 mil novos casos, estd entre os mais frequentes em

homens, e o de mama, com cerca de 60 mil novos casos, entre as mulheres (INCA, 2018a).

Loc?lhz/a.gao Casos % Loc?hz/a.gao Casos %
primdria primaria
Préstata 68.220 31,7 Mama 59.700 29,5
. Homens Mulheres
Traqueia,
bronquio e 18.740 8,7 Colon e reto 18.980 9,4
pulmao
Colon e reto 17.380 8,1 Colo do utero 16.370 8,1
Traqueia,
Estomago 13.540 6,3 bronquio e 12.530 6,2
pulmdo
Cavidade oral | 11200 | 52 Glandulade ) "¢ 015 | 40
tireoide
Eso6fago 8.240 3,8 Estomago 7.750 3,8
Bexiga 6.690 3,1 Corpo do ttero 6.600 3,3
Laringe 6.360 3,0 Ovario 6.150 3,0
Sistema
Leucemia 5.940 2,8 nervoso 5.510 2,7
central
Sistema
Nervoso 5.810 2,7 Leucemias 4.860 2,4
central

* Numeros arredondados para multiplos de 10

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil,

estimados para 2018 por sexo, exceto pele nao melanoma (INCA, 2018a).



1.1 AS CELULAS E O DESENVOLVIMENTO DE UM TUMOR

As células sdo as unidades funcionais e estruturais dos seres vivos. Nos animais,

elas sdo formadas por duas partes fundamentais: o citoplasma e o nicleo.

O constituinte mais externo do citoplasma é a membrana plasmadtica — limite entre
os meios intra e extracelulares (Figura 2). Ela é formada por uma bicamada fosfolipidica,
na qual os grupamentos apolares (hidrofébicos) se orientam para o centro da membrana,
enquanto os grupamentos polares (hidrofilicos) ficam nas duas superficies. Algumas
moléculas protéicas encontram-se inseridas parcialmente ou totalmente na membrana e
atuam como receptores ou sinalizadores. Dentre as fun¢des da membrana plasmatica
destaca-se a de manter constante a composi¢ao e concentracao intracelular (GARTNER;

HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Cadeia glicoproteica Cadeia glicoproteica

Proteina periférica « ,
Ambiente extracelular

) « Grupamentos polares

Bicamada

« Grupamentos apolares - -
fosfolipidica

Grupamentos polares

Proteina transmembrana Proteina transmembrana

Figura 2: Representacdo esquemadtica da estrutura molecular da membrana plasmatica

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008)

As trocas de substancias entre as células e o meio no qual elas se encontram
inseridas, ocorrem através da membrana. Moléculas pequenas e alguns fons, tais como
Nat, K™ e Ca*", podem atravessar a membrana plasmatica através de canais constituidos
por proteinas. Quando essa travessia ndo consome energia, fala-se em transporte passivo.
Este, por sua vez, pode ocorrer na auséncia de proteinas carreadoras (difusao passiva) ou
em sua presenca (transporte facilitado). Quando a travessia consome energia, fala-se em

transporte ativo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).



No citoplasma se localizam o citoesqueleto, as organelas e os depdsitos ou
inclusdes, geralmente temporérios, de carboidratos, proteinas, lipideos ou pigmentos. O
citoesqueleto € responsdvel por contracdo celular, movimentaciao das células, além de
influenciar na forma das células e movimento das organelas. As organelas desempenham
diversas fungdes, dentre elas, a disponibilizacao de energia, sintese de proteinas, digestao
intracitoplasmatica, oxidacdo de substratos organicos especificos, entre outros

(GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Ja o nucleo, € o centro de controle de todas as atividades celulares, uma vez que
contém, nos cromossomos, todo o genoma das células. Chama-se de genoma o conjunto
de informagdes genéticas codificadas no 4cido desoxirribonucleico (DNA). Além de
conter toda a maquinaria necessaria para a duplicac@o de seu DNA, o ntcleo € responsdvel
pela sintese e processamento de todos os tipos de dcidos ribonucleicos (RNA). Estes, por
sua vez, sao os responsaveis pela sintese protéica que ocorre no citoplasma (GARTNER;

HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Mitose € o processo de divisdo celular, no qual, uma célula-mae se divide em duas
novas células (células-filhas) com conjunto cromossomico idéntico ao da célula-mae. A
maioria dos tecidos estd em constante renovacdo celular JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008). Alguns fendmenos, podem fazer com que, no processo de duplicagdo do DNA,
ocorram erros. Nos organismos vivos existem “detectores” naturais capazes de identificar
o dano no bloco de DNA replicado. Isso possibilita que a célula tenha um tempo de reparo
antes da préxima divisdo celular. Caso o reparo ndo seja possivel ocorre o processo de
apoptose, ou seja, a “morte programada” da célula. Caso esses ‘“detectores” sejam

suprimidos, uma mutacio celular pode ocorrer (PATRICK, 2009).

As células do cancer sdo resultantes de mutagdes genéticas, ou seja, sao formadas
quando as células normais perdem o mecanismo de regulacdo que controla o seu
crescimento e multiplicagdo. Fala-se em perda das caracteristicas de especializacdo que
as distinguem de outros tipos de células, em outras palavras, elas perdem sua
diferenciacdo. Um crescimento anormal € verificado — fala-se em neoplasia, cancer ou
tumor. Se o cancer é localizado, o tumor ¢ classificado como benigno. Se as células
tumorais invadem outras partes do corpo e assumem tumores secundarios, o processo &
conhecido como metdstase e o cancer € denominado maligno. Um dos maiores problemas

no tratamento € que o cancer ndo ¢ uma doenga Unica. Ha mais de 200 tipos de canceres



e o tratamento que € eficaz no controle de um tipo ndao o é no controle de outro

(PATRICK, 2009).

1.2  CAUSAS DO CANCER

Qualquer pessoa, independentemente de sua classe social ou raga, € passivel de
desenvolver algum tipo de cincer. As causas do desenvolvimento de um tumor ndo sao
completamente claras, embora muitos esforcos tenham sido despendidos no sentido de

elucida-los.

Estudos apontam que os diversos tipos de canceres podem ser causados por fatores
externos ou internos que estdo inter-relacionados. Os fatores externos se relacionam ao
meio ambiente e aos hdbitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural,
enquanto as causas internas estdo associadas a fatores genéticos. Estima-se que 80% a
90% dos casos de canceres estejam associados a fatores externos. Ainda assim, vale
ressaltar que o surgimento do cancer depende da intensidade e duracdo da exposicao das

células aos seus agentes causadores (INCA, 2018b).

Alguns produtos quimicos, infec¢des virais ou fatores ambientais, como
exemplos, podem produzir mutagdes nos proto-oncogenes, 0s quais contém informacoes
essenciais para o controle da vida das células normais. Os genes mutados em sua forma
sequencial e multifidsica convertem-se em oncogenes. Estes podem superexpressar ou

suprimir reguladores bioquimicos (LEMKE et al., 2008).

Os fatores internos ou externos, isolados ou combinados, tem permitido o
estabelecimento de causa—efeito sobre determinados tipos de cancer. Os fumantes, por
exemplo, t€ém um risco relativo 10 vezes maior de desenvolver cancer de pulmao quando
comparados aos nao fumantes. O cancer de es6fago pode ser associado ao consumo
combinado de alcool e tabaco. Ja o cancer na cavidade bucal pode ser favorecido pelo
consumo combinado de bebidas alcodlicas, tabaco, chimarrio, churrasco e cozimento de
alimentos em fogdo a lenha. Por outro lado, a ingestao de frutas citricas e vegetais ricos

em caroteno parece ser um fator de protec@o contra essas neoplasias (INCA, 2018b).



Alguns tipos de virus também parecem estar relacionados com no minimo seis
tipos de canceres em seres humanos e constituem cerca de 15% dos casos de canceres no
mundo. Hepatite B, por exemplo, pode causar 80% dos casos de cancer de figado. A
bactéria Helicobacter pylori € responsavel por muitas dlceras estomacais e também

implica em céncer de estdmago (PATRICK, 2009).

O envelhecimento também se mostra como fator relevante ao aumento da
suscetibilidade maligna, pois traz mudancas nas células, além do fato das células de

pessoas idosas terem sido expostas aos diferentes fatores de risco por mais tempo.

E importante ressaltar, entretanto, que a identificacdo dos fatores de risco ndo é
facilmente reconhecivel. Para as doencas cronicas, as primeiras manifestacdes podem

surgir muitos anos apds as exposicoes aos fatores de risco.

1.3 PREVENCAO E TRATAMENTO CONTRA O CANCER

O cendrio do cancer no Brasil e no mundo revela a imensa importincia de
tratamentos preventivos para combaté-lo. A prevencao engloba acdes realizadas com o
objetivo de reduzir os riscos de se ter a doenga, bem como a diminuicdo da mortandade
ocasionada pelo cancer. Tal tratamento preventivo atua no sentido de impedir que o
cancer se desenvolva ou de tratd-lo precocemente uma vez que ele tenha sido detectado

(INCA, 2018b).

Embora fatores genéticos tenham sido associados ao desenvolvimento de um
tumor, acredita-se que a diminuicdo aos fatores de risco contribua sensivelmente para a
diminui¢ao do surgimento de novos casos. Nesse contexto, algumas praticas consideradas
sauddveis incluem ndo fumar, realizar atividades fisicas regularmente € manter uma
alimentacdo balanceada. Em alguns casos especificos, tal como prevencdo de cancer no
colo do utero, também se recomendam a vacina contra o HPV, principalmente para

meninas de 9 a 13 anos, e a realizacdo do exame preventivo Papanicolau (INCA, 2015).

Uma vez detectado um tumor, o paciente deve ser tratado. De acordo com o INCA,

os tratamentos convencionais disponiveis envolvem cirurgia, radioterapia, quimioterapia



ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, € necessario combinar mais de uma

modalidade.
A cirurgia tem como objetivo remocao do tecido canceroso.

A radioterapia, muitas vezes recomendada em combinacio com outro tratamento,
consiste na utilizacio de radia¢des direcionadas ao tecido canceroso com o objetivo de
destruir um tumor ou impedir o seu crescimento. De acordo com os dados do INCA,
metade dos pacientes com cancer no Brasil, € tratada com radioterapia e é cada vez maior
o numero de pessoas que ficam curadas com este tratamento. Ainda nos casos em que nao
ha cura do paciente, o tratamento leva a diminui¢do no tamanho do tumor, o que reduz
hemorragias, dores e outros sintomas, €, por conseguinte, proporciona alivio aos pacientes

(INCA, 2018b).

A quimioterapia consiste na utilizacdo de medicamentos capazes de destruir as
células tumorais. Os farmacos utilizados podem ser administrados via oral, intravenosa,
intramuscular, subcutinea ou tdpico e, muitos agentes quimioterdpicos sao especificos,
ou seja, o agente quimioterdpico eficaz no combate de um tumor nao o é no combate de

outro (INCA, 2018b).

O transplante de medula torna-se necessario quando doengas malignas afetam as
células do sangue. Ele consiste na substituicdo de uma medula 6ssea doente, ou
deficitaria, por células normais de medula 6ssea, e tem como objetivo a reconstituicdo da

medula (INCA, 2018b).

Com rédpido crescimento nos ultimos anos € como proposta alternativa no
tratamento contra o cancer tem-se a terapia fotodinamica (TFD). Trata-se de uma técnica
menos invasiva, segura e que tem mostrado bons resultados. Um composto fotossensivel
¢ introduzido no paciente e se acumula preferencialmente em células que se reproduzem
rapidamente. Posteriormente, as células sdo irradiadas, via laser, através de um cateter. A
interacao entre luz, composto fotossensivel e oxigénio gera espécies reativas de oxigénio
(ERO’s) que causam a morte das células seja por necrose ou apoptose. A TFD vem sendo
amplamente divulgada em tratamentos dermatoldgicos, além de ser uma terapia adjuvante

no tratamento pulmonar, neural, mucosa oral e tumores urindrios (ALLISON;

MOGHISSI, 2013; RKEIN; OZOG, 2014; JAYME; CALORI; TEDESCO, 2016)



1.4 O CANCERE A QUIMICA INORGANICA

A Quimica Bioinorginica estudo tanto os ions metdlicos que ocorrem
naturalmente nos sistemas bioldgicos quanto aqueles que s@o introduzidos para
diagnéstico ou como farmacos, € vem ganhando crescente destaque em virtude do papel
desempenhado pelos compostos metdlicos como agentes terapéuticos. Os complexos
metélicos oferecem uma série de vantagens frente aos ligantes organicos tradicionais.
Caracteristicas inerentes aos centros metdalicos, como estados de oxida¢do e nimero e
geometria de coordenagao, permitem projetar e sintetizar uma variedade de complexos
que podem variar entre si quanto a carga, geometria e propriedades cinéticas e
termodindmicas. Assim, é possivel alterar as propriedades farmacoldgicas dos farmacos
de base organica e, até, obter farmacos que sejam menos téxicos e/ou possuam um
espectro de atividade mais amplo (BARRA; NETTO, 2015; ZAKI; ARJIMAND;
TABASSUM, 2016).

Espera-se que o DNA seja o alvo intracelular primario dos agentes antitumorais.
As interacdes farmaco—DNA levam a alteracOes na estrutura helicoidal desse acido
nucléico, podendo bloquear os processos de divisdo celular e, assim, levar a morte das
células. Tais interagdes podem ocorrer pelo estabelecimento de ligacdes covalentes ou
interacdes ndo-covalentes. As ligacdes covalentes ocorrem entre o ion metédlico do
complexo e as nucleobases. J4 as interagdes nao covalentes podem envolver intercalagao,

ligacdo ao sulco ou efeitos eletrostiticos (ZAKI; ARIMAND; TABASSUM, 2016).

A pesquisa de complexos metdlicos com propriedades antitumorais iniciou-se
com a descoberta da a¢@o antitumoral da cisplatina, cis-diaminodicloroplatina(Il), no fim
da década de 1960, por Rosenberg e Van Camp e tem sido estimulada com a descoberta
da atividade citotoxica de diversos outros complexos de platina e de outros metais, tais
como cobre e gilio (ROSENBERG, BARNETT; VANCAMP, LORETTA; TROSKO,
JAMES; MOUSOUR, 1969; COLLERY et al., 2002; SANTINI et al., 2014; TRUDU et
al., 2015).

Diaminodicloroplatina(Il) foi descrita pela primeira vez em 1844 por Reiset e, um

ano mais tarde, Peyrone descreveu um outro composto com a mesma férmula molecular.



Em 1893, Werner propds que esses complexos fossem isdmeros, sendo o de Reiset a

forma trans (Figura 3, a) e o de Peyrone, o isdmero cis (Figura 3, b) (REEDUK, 2003).

Cl NH,4 Cl NH;
N\ / N/
/Pt\ Pt\
H,N Cl Cl/ NH;
trans-diaminodicloroplatina(Il)  cis-diaminodicloroplatina(Il)

(@ (b)

Figura 3: Estrutura dos isomeros de diaminodicloroplatina(Il) descobertos por Reiset (a)

e Peyrone (b).

Entretanto, foi apenas a partir de 1964 que Rosenberg, ao estudar a acdo do campo
elétrico alternado em uma coldnia de bactérias Escherichia coli, observou que a divisao
celular dessas bactérias era inibida. Com persisténcia do crescimento depois de
interrompida a corrente elétrica, tornou-se possivel localizar o verdadeiro agente inibidor,
a cisplatina. Esta era formada eletroliticamente pela reacdo entre a platina desprendida

dos eletrodos e o cloreto de amdnio presente no meio nutriente (WILTSHAW, 1979).

A partir desses resultados, Rosenberg administrou diaminodicloroplatina(Il) a
camundongos portadores de sarcoma—180, um modelo de tumor usado em ensaios
farmacoldgicos. O isdmero frans ndo mostrou resultados satisfatdrios. Ja para o isdbmero
cis (cisplatina), o resultado foi surpreendente. Este promoveu a regressao completa do
tumor em 36 dias (ROSENBERG, BARNETT; VANCAMP, LORETTA; TROSKO,
JAMES; MOUSOUR, 1969; WILTSHAW, 1979).

Ja no inicio da década de 70, a cisplatina foi submetida a testes clinicos e
demonstrou eficicia contra canceres soOlidos, genitourindrios, ginecoldgicos,
broncogénicos, da cabeca e do pescoco. Sua utilizacdo como agente quimioterdpico foi
aprovado pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos (FDA) em 1978.
Apenas como exemplo, este farmaco possibilita 90% dos casos de cura em pacientes com
cancer testicular e, aproximadamente 100%, quando diagnosticado precocemente
(WILTSHAW, 1979; REEDIK, 2003; JOHNSTONE; SUNTHARALINGAM;
LIPPARD, 2016).

Pode-se dizer que a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina abriu uma
nova perspectiva, incluindo os complexos metélicos como possiveis agentes antitumorais.
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Desde entao, muitos esfor¢os tém sido despendidos no sentido de elucidar o mecanismo
de acdo da cisplatina e outros compostos de coordenagdo. Um grande empecilho, no
entanto, deve-se a complexidade dos equilibrios quimicos estabelecidos nos sistemas
bioldgicos, tais como, reagdes de substitui¢des de ligantes, hidrdlise, oxirreducdes, entre

outras.

1.4.1 MECANISMO DE ACAO DA CISPLATINA

Os primeiros passos que desencadeiam a morte celular por compostos de platina
envolvem quatro processos sequenciais distintos: entrada e acumulagcdo nas células;
equilibrios em condi¢des fisioldgicas que levam a ativagdo dos complexos; ligacdo com
os acidos nucléicos formando uma variedade de adutos Pt—DNA; e, finalmente, os danos

ao DNA (JOHNSTONE; SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2015).

Durante muitos anos acreditava-se que a cisplatina entrava nas células pelo
mecanismo de difusdo passiva (BINKS; DOBROTA, 1990; WANG, D.; LIPPARD,
2005). A alta concentra¢ido de fons cloreto (aproximadamente 100 mmol L) no meio
extracelular dificultaria a ocorréncia de reacdes de substituicdo na cisplatina. J4 no
interior da célula, a baixa concentracdo de Cl~ (aproximadamente 4 mmol L) favoreceria
a substituicao de C1™ da cisplatina por moléculas de dgua, levando a formacao de espécies
mais reativas (JOHNSTONE; SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2015). A Figura 4
ilustra o equilibrio da cisplatina em solu¢do aquosa. Basu e colaboradores sugeriram que
o influxo de cisplatina nas células estava relacionado a atividade da enzima Na*/K*
ATPase, pois eles verificaram que a inibicdo do funcionamento desta enzima diminuia a
incorporacdo de cisplatina pelas células tumorais (BASU; TEICHER; LAZO, 1990).
Atualmente, no entanto, aceita-se que a entrada da cisplatina nas células ocorre por
transporte ativo mediado pela proteina CTR1(transportadora de cobre), uma vez que a
delecao do gene CTR1 aumenta a resisténcia a cisplatina e reduz os niveis de platina nas
células (ISHIDA et al., 2002; LIN et al., 2002; IVY; KAPLAN, 2013). Safaei e
colaboradores mostraram o papel regulador dessa proteina na acumulagdo de diversas

drogas de platina em leveduras (SAFAEI, 2006).
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Figura 4: Equilibrio quimico da cisplatina em meio aquoso

Uma vez dentro das células, muitas evidéncias apontam que o principal alvo da
cisplatina seja 0 DNA. De fato, diversas classes de adutos sdo isoladas quando se adiciona
cisplatina a esse acido nucléico. A nucleofilicidade do DNA faz com que as espécies
positivamente carregadas do complexo sejam mais reativas. Estas se ligam ao DNA na
posicdo N7 de bases purinas (adenina e/ou guanina) para formar adutos em que cada
atomo de platina se liga, principalmente, a duas posicoes do DNA (JOHNSTONE,;
SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2015). A Figura 5 representa a interagao entre as
bases nitrogenadas, guanina e adenina, e espécies provenientes da cisplatina (TODD;
LIPPARD, 2010). As interacdes do tipo ligagdes de hidrogénio formadas entre o grupo
—NH3 do complexo e a carbonila (C6) da guanina (Figura 5, (a)) contribuem para maior

estabilidade da espécie complexo—adenina frente a complexo—guanina (Figura 5, (b)).
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(a) (b)

Figura 5: Interacdo entre espécies provenientes do equilibrio existente no meio

intracelular para a cisplatina e bases puricas (a) guanina e (b) adenina.

Fichtinger-Schepman e colaboradores mostraram que 47-50% dos adutos sdo do
tipo 1,2-intrafitas envolvendo guaninas adjacentes, cis[Pt(NH3)2{d(GpG}](cisGG),
enquanto 23-28%, também sdo do tipo 1,2-intrafita, envolvendo guanina e adenina
adjacentes, cis[Pt(NH3)2{d(ApG}](cisAG). Além desses, 8—10% dos produtos contém
adutos 1,3-intrafitas envolvendo guaninas ndo adjacentes, cis-GNG e adutos interfitas.
Outros 2—3% sao resultantes de produtos monofuncionais com a guanina (FICHTINGER-
SCHEPMAN et al., 1985; JAMIESON; LIPPARD, 1999). Adutos intrafitas (Figura 6
(a)) sdo aqueles formados entre espécies provenientes da cisplatina e uma unica fita do
DNA; eles podem envolver duas guaninas adjacentes (cis-GG), duas guaninas nao
adjacentes (cis-GNG), ou ainda, uma guanina adjacente a uma adenina (cis-GA). Adutos
interfitas (Figura 6 (b)) sdo aqueles formados por bases de diferentes fitas do DNA. Ja
os adutos monofuncionais (Figura 6 (c¢)) sao aqueles nos quais o complexo metdlico se

liga a apenas uma base nitrogenada do DNA.

As ligagdes cruzadas complexo—DNA, seja interfita ou intrafita, apresentam forte
carater covalente, o que causa uma significativa distor¢ao na estrutura helicoidal do DNA
e, portanto, danos. Estes danos levam a ruptura de diversos processos celulares, incluindo
transcrigdo e replicacdo e, desencadeiam a morte celular. Outros estudos demonstram que
compostos de platina influenciam ndao somente a estrutura de dupla hélice do DNA como
também a dos nucleossomos (SAAD; NATILE; MARZILLI, 2009; TODD; LIPPARD,
2010).
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Figura 6: Adutos (a) intrafitas do tipo cis-GG, cis-GNG e cis-GA e cis-GNG (b) interfita
e (¢) monofuncional formados entre espécies provenientes da cisplatina e bases

nitrogenadas do DNA.

A morte celular induzida pelo uso da cisplatina pode ser via apoptose ou necrose.
Na primeira, a cromatina sofre condensacao e se concentra junto a membrana nuclear, o
que faz com que ela se mantenha intacta. Esta sofre prolongamentos levando a
desintegracdo do nucleo. Nesse processo também ocorre a fragmentagcdo
internucleossdmica que leva a fragmentacao do DNA. Ja na necrose, ocorre aumento do
volume celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da
integridade da membrana plasmadtica e consequente ruptura celular. Dessa forma, o
conteddo da célula tumoral € liberado, podendo danificar as células vizinhas e até causar
uma inflamacao local. O modo pelo qual a cisplatina promove a morte celular depende
da dose aplicada, e o efeito desse farmaco e seus derivados sobre o DNA ¢é controlado
pela hidrélise e transporte intracelular e pela ligagdo que ocorre entre 0 composto € o
dcido nucléico (WANG, D.; LIPPARD, 2005; GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA,
2007).

1.4.2 ASPECTOS CLINICOS E DESENVOLVIMENTO DE NOVvoOoSs
QUIMIOTERAPICOS

A utilizacdo de cisplatina como agente antitumoral possibilitou o aumento da

sobrevida de pacientes com diversos tipos de canceres. No entanto, a resisténcia intrinseca
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de alguns tipos de canceres a esse antitumoral ou desenvolvida pela sua utilizacdo, aliada
aos seus efeitos colaterais, sdo fatores limitantes no tratamento de pacientes acometidos

pelo céncer.

Os efeitos colaterais incluem nduseas, vOmitos, hipomagnesia, supressdo da
medula éssea, toxicidade no trato intestinal e nefrotoxicidade e sdo atribuidos a interacdes
da cisplatina com outros alvos, tais como proteinas e peptideos. Glutationa como
exemplo, pode se complexar a cisplatina, o que leva a redu¢do da concentragdo
intracelular do fairmaco disponivel para atingir os alvos celulares de interesse (BRABEC;
KASPARKOVA, 2002; REEDIJK, 2003). E importante ressaltar que os efeitos colaterais
podem ser minimizados por medidas complementares, tais como a pré e pds-hidratagcdes
intravenosas por manitol ou dimetiltiouréia (ANTUNES; BIANCHI, 2004; REEDIJK,
2003). Entretanto, a resisténcia intrinseca e/ou desenvolvida por pacientes em tratamento

constitui um entrave no processo, requerendo, portanto, outros agentes quimioterapicos

para evolugdo do tratamento.

Muitos esforcos tém sido despendidos na busca por agentes antitumorais mais
eficazes e menos toxicos, seja pela coordenacdo de outros ligantes a platina, seja pelo

desenvolvimento de complexos de outros ions metalicos.

Durante muitos anos acreditava-se que a geometria quadrdtica aliada a
estereoquimica cis eram pré-requisitos para a atividade antitumoral de compostos de
platina(Il), ou seja, espécies do tipo cis-Xo2LoPt, nos quais a platina apresentava estado de
oxidagdo 2+. Nesses complexos, os ligantes substituiveis X deveriam apresentar uma
labilidade moderada, tais como Cl~ ou dicarboxilatos. Por outro lado, os ligantes L
manteriam a identidade do fragmento [L,Pt**] para a interacio com os nucleéfilos das
células tumorais, ou seja, ndo poderiam dissociar-se do centro metélico, devendo,
portanto, serem razoavelmente inertes, tais como aminas. De fato, diamino(ciclobutan-
1,1-dicarboxilato)platina(Il) ou carboplatina (Figura 7 (a)) e (ciclohexan-1,2-diamino)
(etanodiato)platina(Il) ou oxaloplatina (Figura 7 (b)), complexos dessa classe, também

apresentam utilizacdo clinica (REEDIJK, 2003).

A carboplatina apresenta basicamente o mesmo espectro de atividade que a
cisplatina e apresenta menos efeitos colaterais, entretanto, ndo € eficiente no combate as
células tumorais resistentes a cisplatina. J4 a oxaloplatina, apresenta menor efeito

nefrot6xico, no entanto, também apresenta menor espectro de atividade. Carboplatina é
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utilizada no tratamento de cancer de ovario e pequenas células de cancer de pulmao
(DUNTON, 2002; HERZOG, 2004; ZAKI; ARIMAND; TABASSUM, 2016), enquanto
oxaloplatina € efetiva no tratamento de cancer de c6lon e canceres gastrointestinais, nos
quais a cisplatina e a carboplatina tém eficidcia minima (COMELLA et al., 2009; SHEN
etal.,2012; CAl et al., 2018).

O H,
H3N/,, \\\O N/”, s\\\O ©
Pl P I
N’ Yo N Yoo
3 O Hz
(a) diamino(ciclobutan-1,1-dicarboxilato)  (b) (cicloexan-1,2-diamino)(etanodiato)
platina(Il) ou carboplatina platina(Il) ou oxaloplatina

Figura 7: Estruturas quimicas da (a) carboplatina e da (b) oxaloplatina, andlogos da
cisplatina, aprovados pela FDA e utilizados mundialmente como antitumorais na clinica

médica.

Mais de 3000 compostos de platina ja foram estudados quanto as suas atividades
citotoxicas. Diversos grupos de pesquisa tém se dedicado ao estudo de complexos de
platina(Il) com estruturas diferentes de cis-XoL,Pt. Estes trabalhos visam superar as
limitacdes mencionadas acima, associados com a aplicacdo dos complexos de platina
classicos. Complexos de platina multinucleares constituem bons exemplos de estruturas

nao-cldssicas (FARRELL et al., 1995; QU et al., 2003; SHAHSAVANI et al., 2016).

Farrell e colaboradores descreveram uma familia de complexos dinucleares
contendo duas esferas monofuncionais de platina ligadas por cadeias diaminas
(FARRELL et al., 1995; QU et al., 2003). Nitrato de 1,1/cis,cis P-hexan-1,6-diamino-
(bis-diaminocloroplatina(Il) ou 1,1/c,c (Figura 8 (a)) e nitrato de [,l/trans,trans -
hexan-1,6-diamino-(bis-diaminocloroplatina(Il)) ou /,//t,t (Figura 8 (b)) receberam
especial atencdo por apresentarem estruturas diferentes dos complexos classicos de
platina(Il), cis-X>L>Pt, e exibirem citotoxicidade, in vitro e in vivo, nas células sensiveis
comparavel a da cisplatina, porém muito mais alta nas células resistentes a cisplatina. Ja
o complexo triplatina, nitrato de trans-(bis(diaminocloroplatina(Il))-trans-(bis(H-
hexanodiamino))(diaminoplatina(Il)), (Figura 8 (c¢)), apresentou maior toxicidade que a
cisplatina e seus derivados, além de exibir atividade antitumoral contra células resistentes

a cisplatina, tanto in vitro quanto in vivo. Triplatina foi submetida a ensaios clinicos, fase
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I e II, mas ainda ndo apresenta aprovacao para utilizagao clinica (JODRELL et al., 2004;

NOVAKOVA; FARRELL; BRABEC, 2018).

Cl NH, H3;N Cl
H3N\ NH, \Pt/ Cl\ NH, \Pt/
Pt/ / AN (NO3), Pt/ / \ (NO;3),
/ \ NH; / \ NH;
Cl NH,(CH,)sH,N H,N NH,(CH,)sH,N
Nitrato de 1,1/cis p-hexan-1,6-diamino-(bis- Nitrato de 1,1/trans p-hexan-1,6-diamino-(bis-
diaminocloroplatina(Il)) - 1,1/c,c diaminocloroplatina(Il)) - 1,1/t,t
(@) (b)
H3;N NH,(CH,)sH,N NH
Cl NH, \ / 20 LH)eH) \ 3

\_/ Pi p
/Pt\ / \NH y t\ (NO3),4
H;N NH,(CH,)H,N } H;N cl

trans-(bis(diaminocloroplatina(Il)-¢rans-(bis(u-hexanodiamino))diaminoplatina(Il)

()
Figura 8: Complexos polinucleares de platina(Il): (a) ,1/c,c; (b) I,1/t,t e (¢) triplatina

Compostos de platina(IV) com atividades citotoxicas também té€m sido descritos
(WEXSELBLATT; GIBSON, 2012; LOZANO-PEREZ et al., 2015; WANG, Q. et al.,
2016). Eles podem ser mais soliveis em dgua e estaveis em meio dcido que seus analogos
de platina(Il). Iproplatina (Figura 9 (a)), tetraplatina (Figura 9 (b)) e IM216 (Figura 9
(c)) entraram em triagem clinica. Iproplatina ndo apresentou vantagens em relacdo a
cisplatina ou oxaloplatina, enquanto tetraplatina foi abandonada devido a neurotoxicidade
cumulativa (GALANSKI; JAKUPEC; KEPPLER, 2005). J4 JM216 pode ser utilizado em
linhagens resistentes a cisplatina e, combinado com prednisona, parece ser bem tolerado

no tratamento contra cancer de prostata (FOKKEMA et al., 2002).

OH Cl OCOCH;

(H3C),(HOH,N,, P|t‘\\\\\c1 Cl ,,,,,P| WNH» Cly, Plt‘\\\\NH3
t

(H;3C),(HO)H,NY | I c1” | YNH, c1” | YNH,

OH Cl OCOCH;

diclorodihidroxo-bis tetracloro(cicloexan-1,6 bis(acetato)aminodicloro
(propan-2-amino)platina(I'V) -diamino)platina(I'V) (cicloexanamino)platina(I'V)
Iproplatina - (a) Tetraplatina - (b) IM216 - (¢)

Figura 9: Estrutura quimica de alguns compostos de platina(IV) que entraram em triagem

clinica
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Muito se tem avangado no entendimento sobre o mecanismo de acdo e resisténcia
dos compostos de platina utilizados na clinica médica. No entanto, os efeitos colaterais
severos € a resisténcia intrinseca ou desenvolvida ainda ndo foram superados. Isso tem
motivado diversos grupos de pesquisa na busca por metalofarmacos baseados em outros
centros metélicos. Essa alteragdo representa, principalmente, um novo mecanismo de
acdo no processo de morte das células cancerigenas (ZAKI, ARIMAND e TABASSUM,
2016).

1.4.3 COMPLEXOS DE COBRE(IT) COMO AGENTES QUIMIOTERAPICOS

O cobre € um micronutriente essencial a todos os organismos. Ele participa de
funcdes bioldgicas como atividade enzimaética e sinalizacdo celular, além de desempenhar
importantes papéis em reacdes bioldgicas de oxirreducdo. Ele também pode desencadear
processos de produgdo de radicais livres e causar danos em lipideos, proteinas, DNA,

entre outras biomoléculas (DENOYER et al., 2015).

O envolvimento do cobre com o cancer tem sido estudado hd varias décadas e
inimeros complexos deste elemento com atividade antitumoral tém sido descritos. De
fato, compostos de cobre sdo menos téxicos para as células normais em relacdo as
respectivas células tumorais (SANTINI ez al., 2014; DENOYER et al., 2015). A baixa
oxigenacdo das células tumorais, frente as células saudaveis, favorece a reducdo de
cobre(I) a cobre(I). Cobre(I) pode catalisar a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO’s) e induzir a peroxidagao lipidica. Além do mais, cobre(I) € um 4cido de Lewis
mais macio que cobre(Il), apresentando, portanto, alta afinidade por ligantes sulfurados,
enquanto cobre(Il) se coordena, preferencialmente, a nitrogé€nio ou oxigénio em proteinas

e ao DNA (KUZUYA et al., 1992; KIM; NEVITT; THIELE, 2008; TABTI et al., 2017).

Os estudos reportados sobre a atividade antitumoral dos complexos de cobre
apontam para mais de um mecanismo de acdo. Importancia maior tem sido dada aos
processos envolvendo danos ao DNA, uma vez que este desempenha um papel essencial
nos processos de divisdo celular. De fato, complexos de cobre podem clivar o DNA e esse

processo pode ocorrer pelo estabelecimento de interacdes nao covalentes, seja interagdes
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intermoleculares seja intercalacio DNA—complexo e/ou ligacdo ao do complexo ao sulco

do DNA (MAHESWARI et al., 2008; CHEN et al., 2009; KUMAR, 2015).

A pesquisa pioneira desenvolvida por Sigman conduziu substancial interesse por
complexos de cobre com fenantrolina e seus derivados como possiveis agentes
antitumorais (SIGMAN et al., 1979). O complexo bis(1,10-fenantrolina)cobre(II),
[Cu(phen)2]** (Figura 10 (a)) , liga-se ao DNA, com reducdo in situ, para formar
[Cu(phen)2]*, o qual cliva o sulco menor do DNA, combina com oxigénio molecular,
conduzindo a formagao de ERO’s. Estas, por sua vez, induzem a degradacao do DNA
(THEDERAHN et al., 1989; SIGMAN; MAZUMDER; PERRIN, 1993; CHEN, CHI-
HONG B; MILNE, LISA; LANDGRAF, RALF; PERRIN, DAVID M; SIGMAN, 2001;
LU, L. P.; ZHU; YANG, 2003). O complexo [Cu(N9-ABS)(phen).] (Figura 10 (b)), onde
N9-ABS = N(9Hpurin-6-il)benzenosulfanamida, intercala com DNA, cliva-o na presenca
de ascorbato e é mais ativo que [Cu(phen)2]** nas células Caco-2 e linfécitos Jurkat T

(LUIS GARCIA-GIMENEZ et al., 2009).
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I7;
O
bis(1,10-fenantrolina)cobre(IT) . . . .
(a) bis(1,10-fenantrolina)(N-(9H-purin-6-il)
benzenosulfanamida)cobre(1])

(b)
Figura 10: Complexos de cobre(II) contendo fenantrolina como ligante

Molphy e colaboradores reportaram complexos de cobre(Il) com fenantrolina-
fenazina que exibem alta constante de ligacdo com o DNA, sdo capazes de intercalar
DNA e se ligam ao sulco menor através da completa degradacdo do DNA de plasmideo
(pUCI19). Esses compostos também sdo ativos contra linhagens de cancer de ovdrio

(MOLPHY et al., 2014; MOLPHY et al., 2015).

Pereira-Maia e colaboradores sintetizaram complexos terndrios de cobre(1l)

contendo ligantes N,N-heterociclicos e antibidticos que sdo capazes de inibir o
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crescimento de células tumorais a baixas concentragdes e estdo entre 0s agentes mais
potentes capazes de fragmentar o DNA pelo mecanismo oxidativo (BORTOLOTTO, T.
et al., 2016; GUERRA et al., 2016)

A atividade antitumoral de uma ampla variedade de complexos de cobre(Il) tem
sido estudada. Complexos mono e binucleares de cobre(Il) e tiossemicarbazonas com
diferentes nimeros de coordenagdo t€ém sido reportados e suas atividades antitumorais
demonstradas (CHUMAKOV er al., 2008, MURALI KRISHNA et al, 2008;
HANCOCK et al., 2011; GARCIA-TOJAL et al., 2018). Complexos de cobre(Il) com
ligantes O-O-doadores em sistemas aromdticos também tém sido descritos. Eles sdo
capazes de se ligar de forma nao covalente ao DNA, pela intercalagdo com os pares de
bases, e inibir a atividade da topoisomerase-I (CHEN et al., 2009). Complexos de
cobre(Il) e hidrazonas sdo capazes de interagir com o DNA e cliva-lo seja por processos
oxidadivos ou hidroliticos. Seus sistemas planares com anéis aromaticos podem intercalar
pares de bases nitrogenadas por interacdes Testacking, no qual ha acoplamento de orbitais
p nos sistemas aromadticos, possibilitando um arranjo empilhado de moléculas. Essas
interacdes sao mais intensas quando o complexo intercalador apresenta carga positiva, o
que pode ser atribuido a sua maior facilidade de ativar e liberar o anion fosfato durante
os processos de clivagem do DNA e estabilizacdo do estado de pré-transicdo com os

nucleotideos e a dupla fita de DNA (ZAKI; ARIMAND; TABASSUM, 2016).

Especial atencdo tem sido dada aos farmacos que entraram em triagem clinica —
elesclomol e casiopeinas. Elesclomol (Figura 11 (a)), N',N3-dimetil-N'N3-
di(penilcarbonotiol) malonohidrazida, ¢ um composto que entrou em estudos de fase
clinica para o tratamento de leucemia mieldide aguda. O mecanismo proposto € de que o
elesclomol coordene-se a ions cobre(Il) no plasma sanguineo. Dentro das células
cancerosas, ocorre reducdo do centro metalico (Cu" a Cu') aumentando, assim, o nivel de
ERO’s que desencadeariam o processo de apoptose celular. Infelizmente, doses de até
400 mg/m? de elesclomol nio foram suficientes para resultados clinicos (HEDLEY et al.,
2016). Esse composto também entrou em fase II de triagem contra canceres de ovdrio,
falopio e peritoneal (CLINICALTRIALS.GOV, 2017) e fase III para tratamento contra
melanoma avangado (HASINOFF et al., 2014).

Compostos da classe das casiopeinas também t€m sido sintetizados e patenteados

(AZUARA, LENA R.; CORTES, 1992; RUIZ-AZUARA, LENA, CORTES, 1997).
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Trata-se de complexos terndrios de cobre(Il), que apresentam foérmula geral
[Cu(N-N)(A—-A)]NOs3, onde N—-N representa ligantes diamina doadores; e A—A ligantes
N-O ou O-0O doadores. As casiopeinas demonstraram atividades in vitro e in vivo, as
quais sdo dependentes do ligante orgénico (DE VIZCAYA-RUIZ et al., 2003; ALEMON-
MEDINA et al., 2007; RUIZ-AZUARA; E. BRAVO-GOMEZ, 2010). Elas conduzem a
morte celular por apoptose em vdrias linhagens de tumores humanos, em um processo
promovido pelo aumento de ERO’s que levam a danos mitocondriais (DE VIZCAYA-
RUIZ et al., 2003; TREJO-SOLIS et al., 2005; ALEMON-MEDINA et al., 2007;
GRIZETT et al., 2013). Casiopeina III-ia (Figura 11 (b)) encontra-se em fase I de triagem
clinica contra leucemia de mieloide aguda (TABTI et al., 2017). Outros complexos
similares as casiopeinas também tém demonstrado atividade antitumoral. Eles sao
capazes de inibir a atividade da topoisomerase-I, além de estabelecer interacdes nao
covalentes com o DNA, seja por intercalacdo, seja por interagdes eletrostéticas (SENG et

al., 2012).

N I N_ N\

~. N Ne o~ —N N=—
N"\ / °N
/Cu\ \Cu/
NS =
)\/l\
( (N’!,N’2-dimetil-N’! N’3-di(fenilcarbonotiol) (4-hidroxipent-3-em-2-onato)(4,7-dimetil-
malonohidrazida)cobre(II) 1,10-fenantrolina)cobre(II)
Cu-elesclomol — (a) Casiopeina III-ia — (b)

Figura 11: Compostos em triagem clinica: (a) elesclomol coordenado ao ion cobre(Il), e

(b) casiopeina Ill-ia

1.4.4 COMPLEXOS DE GALIO(IIT) COMO AGENTES QUIMIOTERAPICOS

Outro ion metélico de grande interesse na clinica médica € o gdlio. Compostos de

gdlio apresentam eficdcia no tratamento de distirbios na reabsorcdo dssea, atividade
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antitumoral, antimicrobiana, imunossupressora, anti-inflamatéria, entre outras
(CHITAMBAR, 2017). Ja inicio da década de 1930, Levaditi e colaboradores reportaram
que tartarato de gdalio erradicava sifilis em coelhos e trypanosoma evansi em
camundongos (LEVADITI; TCHERTKOFF; VAISMAN, 1931). Estudos envolvendo o
potencial antitumoral de compostos de gélio, entretanto, ganharam importancia apenas na
década de 1970, quando ficou demonstrada a acumulagdo de galio em células tumorais e
a eficdcia do nitrato de gélio contra tumores em camundongos (EDWARDS; HAYES,
1969; JOHNSTON, 1981; CHITAMBAR, 2017). Desde entdo, sais de gélio e seus

complexos, t€ém avancado em ensaios clinicos e pré-clinicos.

Nitrato de gdlio e cloreto de galio sdo efetivos no tratamento de alguns linfomas e
cancer de bexiga, nao sdo mielosupressores € ndo provocam resisténcia cruzada, o que os
habilita a serem utilizados quando outros quimioterdpicos falharem ou quando a
contagem sanguinea for baixa (BERNSTEIN, 1998; TRUDU et al., 2015; CHITAMBAR,
2017).

Galio(IIT) ndo apresenta fungdes fisiologicas e algumas de suas propriedades
fisico-quimicas, tais como raio idnico, afinidade eletronica, eletronegatividade, geometria
de coordenacdo e afinidade por bases de Lewis, se assemelham muito as do ferro(III).
Essa similaridade confere ao galio(Ill) a capacidade em mimetizar o ferro(Ill) em
sistemas bioldgicos. Isto, aliadas a impossibilidade de galio(Ill) em se envolver em
reacoes redox, parecem ser a chave para o entendimento do mecanismo de acdo envolvido
na atividade antitumoral dos compostos desse elemento (BERNSTEIN, 1998;
CHITAMBAR, 2010; ELLAHIOUI; PRASHAR; GOMEZ-RUIZ, 2017).

Muitas evidéncias indicam que o principal mecanismo de transporte envolvido na
atividade antitumoral dos compostos de gélio € dependente dos processos celulares do
ferro. Estudos envolvendo administracdo intravenosa de citrato de %’Ga, adicdo de
transferrina ao meio de cultura e administracdo anticorpos monoclonados contra
transferrina, evidenciam que a entrada celular do galio(III) ocorre por endocitose mediada
pelo receptor de tranferrina (LARSON et al., 1980; CHITAMBAR; ZIVKOVIC, 1987;
COLLERY et al., 2002; JAKUPEC; KEPPLER, 2004). Trasferrina (Tr) € uma beta-
globumina nao-heme, mediadora do transporte de ferro no plasma que apresenta dois
dominios independentes de ferro. Embora as constantes de ligacdo Fe—Tr sejam um pouco

mais altas em relagdo as Ga—Tr, apenas 25-50% da transferrina encontra-se saturada em
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ferro(Ill), permitindo que ocorra a ligagdo Ga—Tr (HARRIS; PECORARO, 1983;
BERNSTEIN, 1998; JAKUPEC; KEPPLER, 2004). A acumulagdo de gilio em células

tumorais € justificada pela superexpressdo de receptores de transferrina em virtude da

maior demanda de ferro nestas células (NEJMEDDINE et al., 1999).

No interior das células, o gdlio bloqueia a atividade da ribonucleotideo-redutase,
uma enzima essencial para a sintese do DNA (CHITAMBAR et al., 1988). Esse bloqueio,
que € decorrente da perturbacdo da homeostase celular do ferro e, assim, da limitacdo na
disponibilidade do ferro para a subunidade R2 da riboncleotideo-redutase, resulta na
inibi¢cdo da sintese do DNA e, consequentemente, da proliferacio celular (CHITAMBAR,
2010; TRUDU et al., 2015).

E inquestiondvel a importancia dos sais de gilio na clinica médica, entretanto,
suas toxicidades intrinsecas, aliado as suas baixas disponibilidades em condicdes
fisiolégicas constituem limitagcdes no tratamento a base desses quimioterdpicos e a
justificativa para a busca de complexos de gilio em detrimento de seus sais. Isso porque,
em condigdes fisiolégicas, o fon livre Ga'! é prontamente hidrolisado, de forma que a
concentracdo maxima de galio no plasma sanguineo € cerca de 1 M. A maior parte desse
gdlio encontra-se na forma de tetrahidroxigalato(III) e acredita-se que essa espécie seja a
responsavel pela nefrotoxicidade dos sais desse elemento (BERNSTEIN, 1998).

Diversos complexos de galio tém sido sintetizados e avaliados quanto as suas
atividades antitumorais. Dois complexos de gilio, que entraram em fase de triagem
clinica, merecem especial atencdo — tris(3-hidroxi-2-metil-4-piranonato)galio(IIl) ou

maltolato de gélio, e tris(8-hidroxiquinolinato)galio(Ill) ou KP46 (Figura 12).
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(a) Maltolato de galio (b) KP46

Figura 12: (a) Maltolato de gélio e (b) KP46 — complexos de galio(IIl) em triagem clinica
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Maltolato de gélio (Figura 12 (a)) € ativo contra linhagens de linfoma, incluindo
c€lulas resistentes ao nitrato de gilio e pode ser administrado oralmente (BERNSTEIN et
al., 2000). Esse complexo é degradado depois de ser administrado e o galio livre pode se
ligar a transferrina na corrente sanguinea (BERNSTEIN; VAN DER HOEVEN; BOER,
2011). Chitambar demonstrou que nitrato de galio e maltolato de gdlio induzem a
apoptose em linhagens celulares de linfoma humano através da inibi¢do do potencial da

membrana mitocondrial e ativagcdo da caspase-3 (CHITAMBAR et al., 2007).

KP46 (Figura 12 (b)) também pode ser administrado oralmente e mostrou
estabilidade cinética e termodindmica, ndo sendo degradado na corrente sanguinea
(HOFHEINZ et al., 2005; ENYEDY et al., 2012). Em testes pré-clinicos, KP46 mostrou-
se mais ativo em relagd@o ao nitrato de gélio e avancou para testes de triagem clinica, em

fase II, com promissores resultados no tratamento de cancer renal (TIMERBAEV, 2009).

Complexos de gilio com tiossemicarbazonas também t€ém sido amplamente
estudados. Alguns desses complexos, cuja estrutura geral é mostrada na Figura 13 (a),
tiveram suas atividades antitumorais demonstradas em diversas linhagens celulares
(KRATZ et al., 1991; KOWOL et al., 2007). Além disso, ficou demonstrada a relagao
entre a atividade antitumoral e a entrada dos complexos nas células (ISMAIL ez al., 2013).
Complexos de gilio com tiossemicarbazonas, cuja estrutura geral estd representada na
Figura 13 (b), capazes de causar alteragdes morfoldgicas caracteristicas de morte celular

por apoptose também foram reportados (LESSA et al., 2013).
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Figura 13: Complexos de gélio(Ill) com tiossemicarbazonas (a e b) ou corrdis (¢), com

elevada citotoxicidade
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Galio(IIT) também se coordena aos corrdis, estrutura geral representada na Figura
13 (¢), formando complexos com alta atividade citotoxica contra vérias linhagens de
células tumorais. A relacdo entre a acumulacdo de gdlio intracelular e a lipofilia, bem
como a fluorescéncia exibida por esses complexos, também foi demonstrada (WEAVER

et al., 2004; AGADJANIAN et al., 2009; PRIBISKO et al., 2016).

1.5 APLICACOES BIOLOGICAS DOS DERIVADOS DAS ANTRAQUINONAS

Moléculas da familia das antraquinonas também tém atraido grande interesse
devido a suas potencialidades como agentes quimioterdpicos. S@o descritos varios
agentes, com potencial antitumoral, que apresentam quinonas em sua estrutura. O
composto 2-((4-aminofenoxi)metil)-1,4-bis(dimetilamino)antracen-9,10-diona (Figura
14 (a)), como exemplo, apresenta elevada citotoxicidade em camundongos portadores do
tumor p388 (JIN; JIN; JIN, 2011), enquanto cloreto de 3-metil-4,9-dioxo-1-fenil-4,9-
diidroxo-1H-nafto[2,3-d][1,2,3]trianol-3-ium (Figura 14 (b)) apresenta atividade contra
varias linhagens de células tumorais, incluindo melanoma e céancer de pulmao

(SHRESTHA et al., 2014).

A citotoxicidade das antraquinonas parecem estar associados as suas estruturas
planas que permitem a intercalacdo ao DNA e inibi¢dao da topoisomerase (MUELLER;
STOPPER, 1999; CICHEWICZ et al., 2004). Estudos mostraram que compostos da
familia das hidroxiantraquinonas, tal como 1,8-diidroxiantracen-9,10-diona, (Figura 14
(¢)), reduzem a peroxida¢do da membrana induzindo a danos neuronais pela delecdo da
glutationa, além de exibirem atividade antitumoral pela indugao da apoptose em células
tumorais de cérebro humano (KWON et al., 2004; LU, H. F. ef al., 2010). Ja a 1,4-
diidroxiantracen-9,10-diona (Figura 14 (d)), reduz a proliferacdo celular de melanoma
B16-F10, induzindo a diferenciacdo de células tumorais e exercendo forte atividade
antimetastasica (ROSSI et al., 2010), enquanto a 1,2-diidroxiantracen-9,10-diona
(Figura 14 (e)), inibe o crescimento celular de carcinoma no célon, mama e tumor nos

ossos (FOTIA et al., 2012).
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6,8,11-triidroxi-8-(2-hidroxiacetil)- 1-metoxi-

7,8,9,10-tetraidrotetracen-5,12-diona

Figura 14: Alguns compostos da familia das antraquinonas que exibem atividade

antitumoral

Adriamicina (Figura 14 (f)), outro composto da familia das hidroxiantraquinonas,

também apresenta amplo espectro de atividade em células tumorais. Rapidamente, esse

composto € absorvido para o interior das células e se liga ao DNA por intercalacio entre

os pares de bases. Entretanto, sua utilizacdio como agente quimioterdpico apresenta

limitagdo em virtude de sua cardiotoxicidade (GEWIRTZ, 1999; CUTTS et al., 2005).

Também sdo descritos complexos metdlicos contendo adriamicina. Aluminio, como

exemplo, pode se coordenar a adriamicina pelos oxigénios doadores, e formar complexos

cuja estabilidade € dependente do pH (PEREIRA et al., 1993).
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Enormes esforcos t€ém sido despendidos no desenvolvimento de derivados de
antraquinonas menos téxicas e com amplo espectro de atividade antitumoral. Uma
estratégia interessante consiste em coordenar quinonas especificas a fons metalicos que
exibem atividade antitumoral, tais como o cobre(Il) e o galio(IIl), formando complexos
com alta capacidade de intercalacio ao DNA e, com isso, significativa atividade

citotoxica.

1.6 COMPLEXOS DE NIOBIO E SEUS POTENCIAIS BIOLOGICOS

Nidbio, metal de transicdo encontrado associado ao tantalo, é bastante abundante
no Brasil, especialmente no Amazonas, Goids e Minas Gerais, com cerca de 98% das
reservas mundiais (FILHO; RIBEIRO; PAIXAO, 2014). Ele apresenta diversas
aplicacdes, das quais se destacam fabricagdo de acos especiais, ferramentas de corte,
materiais resistentes a elevadas temperaturas, catalisadores, proteses dentdrias e ligas
supercondutoras (VAITSMAN; AFONSO; DUTRA, 2001).

O nidbio ndo apresenta fungdes bioldgicas e sdo raros os trabalhos de compostos
desse elemento com estudo de atividades bioldgicas. Zhang e colaboradores sintetizaram
e caracterizaram polioxometalatos contendo ni6bio(V) que exibiram atividade viral
satisfatoria (ZHANG, H. et al., 2012).

Peroxocomplexos também tém despertado interesse. O peroxido de hidrogénio €
produzido naturalmente em processos biolégicos e desempenha importantes papeis na
regulacdo de fungdes imunoldgicas. Entretanto, trata-se de uma ERO capaz de causar
danos ao DNA, oxidac@o de proteinas e peroxidagao lipidica, que pode levar a morte
celular. H,O, pode ser decomposto pela acdo da catalase e glutationa peroxidase
(GIORGIO et al., 2007). Esse conhecimento tem motivado pesquisadores na busca por
derivados de H»>O», tais como os peroxocomplexos, menos susceptiveis a degradagao e,
assim, mais eficientes em sua acdo (HAZARIKA et al., 2008).

Gogoi e colaboradores sintetizaram peroxocomplexos de niébio com aminoacidos
que além de serem potentes inibidores de uma enzima modelo também apresentam

significativa resisténcia a degradacao sob acdo da catalase (GOGOI et al., 2017).
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Thomadaki e colaboradores sintetizaram e caracterizaram um peroxo complexo
de niébio, K3[Nb(Asc)(02)3].4H,0, onde Asc = anion ascorbato — CsHeOs>", que mostrou
atividade citotéxica em células de leucemia humana, HL60 (THOMADAKI et al., 2011).

Peroxo complexos podem ser intermedidrios favoraveis na presenca de radiacao
UV-Vis. Essa propriedade € de grande interesse na TFD. Muitos complexos metalicos
com atividade fotocitotdxica tém sido descritos (BORTOLOTTO, TIAGO et al., 2011;
BORTOLOTTO, T. et al., 2016; DE MELO et al., 2017), entretanto, ndo ha relatos da
utilizacdo de peroxocomplexos de niébio na TFD.

Uma proposta alternativa a TFD seria aliar a atividade antitumoral de alguns
compostos de niébio com o fato do grupo peroxo ser uma ERO e, com isso, produzir um
farmaco fotoativo. A ativagao seletiva da luz permitiria a destrui¢ao preferencial do tumor

em detrimento dos tecidos saudaveis.
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2 OBJETIVOS ALCANCADOS

Partindo-se da premissa que ligantes que possuem propriedades bioldgica podem
formar compostos mais ativos € menos téxicos ao se coordenarem a um centro metélico,
foram sintetizados e caracterizados complexos ternarios de cobre(Il) e galio(Ill) com
ligantes que possuem propriedades citotoxicas. A atividade citotoxica de todos os ligantes
e seus complexos foi determinada. As interagdes com o DNA, importante alvo de
medicamentos antitumorais, também foram estudadas por diferentes métodos, e as
constantes de afinidade dos compostos pelo DNA determinadas. Visando propor um
mecanismo de agdo para a atividade dos compostos, experimentos envolvendo relacao

estrutura-atividade também foram realizados.

A investigagdo da atividade cito e fotocitotoxica de um peroxocomplexo de niébio

também foi avaliada.
Mais especificamente foi realizado(a)

1- a sintese e caracterizagdo de dois complexos de cobre(Il) contendo a 1,4-

diidroxiantraceno-9,10-diona (H2LL1) ou 1-hidroxiantraceno-9,10-diona (HL2).

2- a sintese e caracterizacdo de trés complexos terndrio de cobre(Il) contendo HzLL1
e 1,10-fenantrolina (phen) ou 2,2’-bipiridina (bpy) ou 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina
(dmp).

3- a sintese e caracterizacdo de trés complexos terndrio de cobre(Il) contendo HL2 e

phen, ou bpy ou dmp.

4- a sintese e caracterizacao de um complexo terndrio de gélio(Ill) contendo H2LL1 e
phen.
5- o estudo do efeito citotéxico dos compostos de cobre, gélio e niébio em linhagens

de células tumorais.

6- o estudo do efeito fotocitotéxico dos compostos de cobre, gilio e nidbio em

linhagens de células tumorais.

7- o estudo, por espectroscopia eletronica da interagao dos compostos sintetizados

com o DNA.
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8- o estudo da atividade nucledasica de complexos de cobre(Il) em DNA de
plasmideo, bem como a investigacdo das espécies reativas de oxigénio (ERQO’s)

produzidas nesse processo.

9- a investigacdo dos efeitos de complexos terndrios de cobre(Il) na atividade da

enzima topoisomerase (topo).

28



3 MATERIAIS E REAGENTES

3.1 CELULAS E CULTURA

A linhagem celular K562 (nimero CR083 acervo BCRJ) foi adquirida no banco
de células do Rio de Janeiro. Esta linhagem foi obtida a partir de efusdo pleural de um

paciente com leucemia miel6ide cronica em fase blastica terminal.

A linhagem de células foi cultivada em meio de cultura, RPMI 1640, contendo L-
glutamina e suplemento com 10% de soro fetal bovino a 37°C, em atmosfera umidificada,

contendo 5% de CO». O meio RPMI e o soro fetal foram adquiridos da Sigma.

3.2 REAGENTES E SOLVENTES

A dgua utilizada nas sinteses e no preparo de solucgdes foi bidestilada e tratada em
aparelho desionizador da marca Millipore, SinPak®.

Todos os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram de grau analitico,
adquirido da Aldrich®, Fluka Anaytical, Merck®, Neon, Sigma®, Synth ou Vetec® e
nenhum deles passou por purificacio prévia. A Tabela 1 apresenta informacdes sobre os
reagentes e solventes utilizados neste trabalho.

Tabela 1: Alguns dados dos reagentes e solventes utilizados nos procedimentos e
preparagdes.

Reagente / Solvente Férmula Quimica Marca / Lote
Ci2HsN»
1,10-fenantrolina Aldrich / STBD7735V
MM = 180,21 g mol!
s ] ) C14HsOq4
1"1‘ Odzqm’“antraceno Fluka / BCBJ2456V
9,10-diona MM = 240,21 g mol”
: : Ci4Hs03
1-h -9,10-
‘ idroxiantraceno-9,10 Sigma / SPBB1801V
diona MM = 224,21 g mol’!
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CioHsN2

2,2’-bipiridina Vetec / DCBD2031V

MM = 156,18 g mol!
. . Ci14H12N>.xH-O
2.9-dimetil-1,10- )
; lm‘i.l Aldrich / STBE0314V
enantrolina MM = 208,26 g mol-l

(CH»)CO

Acetona Synth / A1017.01.BJ
MM = 58,08 g mol™!
CH3CN

Acetonitrila Neon / CAS N° 75-05-8

MM = 41,05 g mol!

Bicarbonato de sédio

NaHCOs3

MM = 84,01 g mol’!

Neon / CAS N° 144-55-8

C21H2oN3Br . .
Brometo de etidio g;g,jng %ﬁiiwh /
MM = 394,32 g mol'!
KBr
Brometo de potéssio Sigma / 034K0203
MM = 119,01 g mol!
CHCl3
Cloroférmio Synth / C1062.BJ

MM = 119,38 g mol’!

Dimetilsulféxido — d6

(CD3).S0O

MM = 84,13 g mol’!

CIL / CAS #2206-27-1

(CH3).SO
Dimetilsulfoxido Neon / CAS N° 67-68-5
MM = 78,13 g mol!
DNA de timo de vitelo - Sigma / SLBI8916V
DNA de plasmideo, )
- BioLab
pUC19, NEB, N3041 1oLabs
C,HsOH
Etanol Synth / A1084.01BJ
MM = 46,07
(C2H5)20

Eter etilico

MM = 74,12 g mol’!

Neon / CAS N° 60-29-7
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Hexafluorofosfato de
potdssio

KPF¢

MM = 184,06 g mol!

Sigma Aldrich /
SHBH0429V

Hidréxido de sédio

NaOH

MM = 40,00 g mol’!

Neon / CAS N° 1310-73-2

CH;0OH
Metanol Neon / CAS N° 67-56-1
MM = 32,04 g mol’!
. A1 Ga(NO3)3.xH20
Nitrato de gdlio(IID Aldrich / MK8C3825
hidratado

MM = 255,74 g mol!

N,N-dimetilformamida

HCON(CHs3)2

MM = 73,09 g mol’!

Neon / CAS N° 68-12-2

Perclorato de cobre(II) Cu(Cl04)2.6H0 Aldrich / MKBPS381V
hexaidratado MM = 370.54 g mol-l

Proteina cinase - Sigma Aldrich
Topoisomerase I (E. coli), B BioLabs

NEB, M0301
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4 INSTRUMENTOS E METODOS

4.1 ANALISE ELEMENTAR - CHN

Os compostos foram caracterizados por anédlise elementar de carbono, hidrogénio
e nitrogénio. A dosagem do teor desses elementos nos complexos e ligantes preparados
foi realizada no equipamento Perkin—Elmer — modelo 2400, seja na central analitica da
Universidade de Sao Paulo (USP), seja no Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.2 ABSORCAO ATOMICA

A porcentagem de cobre e gdlio em cada um dos complexos foi determinada com
auxilio do espectrofotometro de absor¢dao atdmica Hitachi — modelo Z8200 do

Departamento de Quimica da UFMG.

4.3 ANALISES CONDUTIMETRICAS

A condutividade dos complexos foi obtida com auxilio de um aparelho da marca
Digimed, modelo DM 31, usando uma constante de célula 1,03 cm’'. Foram feitas
solucdes 107 mol L' dos complexos, em DMF (A = 1,42 uS/cm) de grau espectroscépico.
As andlises foram realizadas apds a calibragdo do equipamento com soluc¢do padrdo de

cloreto de potéssio (A = 1412 yuS/cm) da Digimed® a temperatura de 25 °C.
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4.4 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

As amostras foram preparadas na forma de pastilhas com brometo de potdssio em
grau espectroscopico. Estas pastilhas foram introduzidas diretamente no caminho 6ptico
do equipamento para leitura do percentual de transmitancia. O aparelho usado foi um
Perkin-Elmer 283B, na regido de 4000 a 400 cm’™', do Departamento de Quimica da
UFMG.

4.5 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

Os espectros eletronicos foram registrados em um espectrofotdometro duplo feixe
Cary 100 Varian no Departamento de Quimica da UFMG. As andlises foram realizadas
em cubetas de quartzo com 1,0 centimetro de caminho 6ptico. Os complexos de cobre(II)
foram dissolvidos em uma mistura de solventes contendo DMSO:H»O, na propor¢ao de

1:1, e o complexo de gélio foi dissolvido em MeOH.

4.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS - ESI

Os espectros de massas foram feitos no modo positivo a 180°C a partir de solugdes
dos complexos em MeOH ou MeOH:ACN. As amostras foram injetadas no aparelho por

infusao direta.

4.7 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os experimentos foram realizados em um espectrometro de RMN Bruker
Advance DRX 200 com frequéncia de 400 MHz. A amostra foi solubilizada em DMSO

— dg e acondicionada em tubo de 5 mm.
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4.8 ESPECTROSCOPIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

Os espectros de ressonancia paramagnética eletronica, RPE, foram registrados na
fase solida e em solu¢do congelada de DMSO, a 77 K e 298 K. O espectrofotometro
utilizado foi BRUKER, mod. EMX, operando em banda X (frequéncia, v = 9,59 GHz),
20,17 mW de poténcia e 100 kHz de modulagdo de frequéncia. O ganho usado foi
usualmente de 3,99 x 10 e a modulacio de amplitude de 15 Gauss. Cada espectro foi
registrado com 4 varreduras acumuladas. Foi usado DPPH (0, a’—difenil-B-picrilhidrazil)
para calibrar a frequéncia (ou o campo magnético aplicado), com g = 2,0036. Essas
andlises foram realizadas na USP em colaboragcdo com a professora Ana Maria da Costa

Ferreira.

4.9 MEDIDAS CRISTALOGRAFICAS DE MONOCRISTAL

Os dados de raios X de monocristal do complexo 2.1 foram coletados em um
difratdmetro Bruker APEX II CCD equipado com um tubo de molibdénio (MoKa A =
0,71073 A) e monocromador de grafite. A coleta de dados foi realizada com o cristal
condicionado a temperatura de 200 K. A integracao das intensidades foi feita com base
nas imagens coletadas usando o pacote de software Bruker SAINT (BRUKER, 2009) e
as reflexdes foram corrigidas pelo efeito de absor¢do pelo método multi-scan SADABS
(BRUKER, 2009). As figuras foram criadas com os programas: PLATON (SPEK, 2009)
com elipsdides a 40% de probabilidade e MERCURY (MACRAE et al., 2006). A
estrutura cristalina foi resolvida por métodos diretos com a utiliza¢do do programa SIR97
(ALTOMARE et al., 1999) e refinada pelo método dos minimos quadrados com matriz
completa com a utilizacdo do programa SHELXIL.2018 (SHELDRICK, 2015a). As
medidas cristalograficas foram feitas em colaboracdo com o professor Adailton

Bortoluzzi na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Os dados de raios X de monocristal do complexo 6 foram coletados a 100(2) K
em um difratdmetro Dualflex Atlas S2 usando tubo de cobre (CuKa A = 1,54184 A) €eo
CrysAlis PRO 1.171.39.27b adaptado (CRYS ALIS PRO 1.171.38.43, 2015). Usando
SHELXLE (HUBSCHLE; SHELDRICK; DITTRICH, 2011) e Olex2 (DOLOMANOV
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et al., 2009) a estrutura foi resolvida por métodos espaciais (SHELDRICK, 2015a) e
refinada usando todas as reflexdes (SHELDRICK, 2015b). As medidas cristalograficas
foram feitas em colabora¢@o com a professora Vickie McKee na Universidade do Sul da

Dinamarca.

4.10 MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

Para verificar o efeito da intercalagdo dos complexos de cobre(Il) com o DNA
foram realizadas medidas de fluorescéncia em um espectrofotdmetro Varian Cary Eclipse
no Departamento de Quimica da UFMG. As anélises foram realizadas em cubetas de
quartzo com 1,0 centimetro de caminho 6ptico, Aexcitacio = 546 nm e fendas de excita¢do

e emissdo de 10 nm.

O espectro de fluorescéncia do complexo 11 também foi registrado, no mesmo
aparelho, na regido de 500 a 800 nm, em cubetas de quartzo com 1,0 centimetro de

caminho Optico, Aexcitacio = 520, 490 e 470 nm e fendas de excitacdo e emissao de 10 nm.

4.11 INTERACOES COM DNA DE PLASMIDEO

Para a clivagem do DNA de plasmideo e efeito da relaxacdo do DNA frente a
topoisomerase I foram realizados experimentos por eletroforese em gel de agarose
utilizando uma cuba GT Cell Mini-Sub Wide GT da Bio-Rad e uma fonte de alimentacdo
basica Bio-Rad PowerPac. Os géis de agarose foram visualizados e fotografados usando

um transiluminador UVP Epi Chemis II Darkroom.
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5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1 SINTESES

a) [Cu(C14H704)2] — Complexo 1

O complexo 1, [Cu(HL1):], foi previamente descrito (MERRELL, 1979). Nesse trabalho,
a sintese foi similar, substituindo-se o reagente Cu(OAc)2.4H20 por Cu(ClO4)2.6H20.
Adicionou-se lentamente e sob agitacdo, uma solucdo de Cu(ClO4)2.6H>0O (0,778 g, 2,1
mmol, dissolvidos em 50 mL de EtOH) a uma solu¢dao de HzL1, (1,009 g, 4,2 mmol,
dissolvidos em 50 mL de CHCI3). A mistura foi mantida sob agitacdo e refluxo por quatro
horas. O precipitado preto foi resfriado, filtrado, lavado com CHCI3 e seco na pistola de

secagem com vapor de THF. Rendimento: 78%.

O OH

(I

O OH |

O O
\_./

Cu(ClOy)rEon) + 2 > Cu ) T 2HCIO4g0n)
(CHCI3) O/ \O

o OH I

(I

o OH

Figura 15: Representagdo para a sintese do complexo 1, [Cu(HL1)2], em EtOH e CHCI3

b) [Cu2(Ci12HsN2)2(C14H604)(ClO4)2] — Complexo 2

O complexo 2, [Cuz(phen)2(L.1)(Cl04):], foi preparado pela adi¢do lenta e sob agitagao,
de uma solucdo de Cu(ClOs4)2.6H20 (0,222 g, 0,6 mmol, dissolvidos em 5 mL de EtOH)
a uma soluc@o de phen (0,108 g, 0,6 mmol, dissolvidos em 6 mL de EtOH). A mistura
foi mantida sob agitacdo e refluxo por 4 horas, seguida da adicdo lenta e sob agitacao de
uma solu¢do de HzLL1 (0,072 g, 0,3 mmol, dissolvidos em 6 mL de CHCI3). A mistura

resultante foi mantida sob agitacdo e refluxo por mais quatro horas. O precipitado roxo
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foi filtrado, lavado com EtOH e CHCl3, seco na pistola de secagem com vapor de THF.

Rendimento: 84%.

O OH

ZCU(CIO4)2(EIOH) —+ 2 / \ + O‘O
< ; 2 > (CHCI3)
=N N= (EtOH)

o OH

\’ 7 + 2 HCIO4(EtOH)
N (s)
|

Figura 16: Representacdo para a sintese do complexo 2, [Cuz(phen)2(L1)(Cl04)2], em
EtOH e CHCI3

b.1) [Cuz2(C12HsN2)2(C14H60O4)(dmso)2](PFs)2 — Complexo 2.1

A partir da evaporagdo lenta da mistura formada por uma solu¢do contendo
aproximadamente 3 mg do complexo 2, em 1 mL DMSO, com uma solucdo contendo
cerca de 6 mg de KPFs, em 2 mL H>O, acrescido de 1 mL de CH3CH(OH)CHs;, foi
possivel obter monocristais, similares ao complexo 2.

0ClO;,

N
(@) /N =
CU + 2 KPF6 (H20)
=0 N (DMSO)
=

OS(CHy),

\ /

(DMSO)

> (PFg), * 2KClOy4 pmso)

Figura 17: Representacdo para a obtencdo de monocristais do complexo 2.1,

[Cuz(phen)2(L1)(DMSO)2](PFs)2
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¢) [Cu2(Ci10HsN2)2(C14H604)(ClO04)2(H20)2] — Complexo 3

Os procedimentos utilizados na sintese do complexo 3, [Cuz(bpy)2(LL1)(Cl04)2(H20)2],
foram similares aos utilizados na preparacdo do complexo 2, apenas substituindo a
solucdo etandlica de phen pela solugdo etandlica de bpy (0,094 g, 0,6 mmol em 6 mL de

EtOH). Rendimento: 86%

0 OH
2Cu(ClO)yeom + 20 Nl N ; O‘O
_ _/ @om (CHCI3)
N N
O OH

+2 H,0
F + 2 HCIOyg o)

(s)

Figura 18: Representacdo para a sintese do complexo 3, [Cuz(bpy)2(L1)(Cl04)2(H20):],
em EtOH e CHCls.

d) [Cu2(C14H12N2)2(C14H604)(Cl104)2(H20)2] — Complexo 4

Os procedimentos utilizados na sintese do complexo 4, [Cuz(dmp)2(L.1)(Cl104)2(H20)2],
foram similares aos utilizados na preparacdo do complexo 2, apenas substituindo a
solucdo etandlica de phen pela solugdo etandlica de dmp (0,125 g, 0,6 mmol em 6 mL

de EtOH). Rendimento: 37%

O OH
2Cu(CIO )y omy+ 2 ¢ N\ + O‘O
= N=({ ®om (CHCI3)
O OH
7 C|>Hz 0o
+2H,0 N | o | N
’ \CU \Cu/ (s) —+ 2 HC104(EtOH)
= N/I\O_ —O/ N\
< 0cio; o,cio Il

Figura 19: Representagao para a sintese do complexo 4,

[Cuz2(dpm)2(L1)(Cl04)2(H20)2], em EtOH e CHCls.
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e) [Cu(C14H703)2].2H20 - Complexo 5

O complexo 5, [Cu(L2)2].2H20, foi previamente descrito (WALKER, 1971). Entretanto,
os procedimentos experimentais € o rendimento reacional aqui utilizados foram
diferentes. Adicionou-se lentamente e sob agitacdo, uma solucdo de Cu(ClO4)2.6H,0O
(0,222 g, 0,6 mmol, dissolvidos em 5 mL de EtOH) a uma solucao de HL.2 (0,269 g, 1,2
mmol, dissolvidos em 150 mL de EtOH, acrescidos de 1,2 mmol de NaHCO3 dissolvidos
em 2,5 mL de H,0O). A mistura foi mantida sob agitacdo e refluxo por quatro horas. O
precipitado vermelho-terra foi filtrado, lavado com CHCI3; e EtOH e seco na pistola de

secagem com vapor de THF. Rendimento: 72%

0

2 + CU(C104)2(E10H) + 2NaHCO3(aq)
(EtOH)

O OH

Cu
_> (@) _O/ \O_ O + 2NaClO4(EtOH) + 2H20

o OF

Figura 20: Representacio para a sintese do complexo 5, [Cu(L2)2(H20)z], em EtOH.

f) [Cu(C12HsN2)(C14H703)]2(Cl104)2 — Complexo 6

O complexo 6, [Cu(phen)(L2)]2(ClO4)2, foi preparado pela adi¢cdo lenta e sob agitagdo,
de uma solucdo de Cu(Cl0O4)2.6H>0 (0,222 g, 0,6 mmol, dissolvidos em 3 mL de EtOH)
a uma solucado de phen (0,072 g, 0,4 mmol, dissolvidos em 6 mL de EtOH). A mistura
foi mantida sob agitacdo e refluxo por 4 horas, seguida da adicdo lenta e sob agitacao de
uma solu¢do de HL2 (0,090 g, 0,4 mmol, dissolvidos em 8§ mL de CHCl3). A mistura
resultante foi mantida sob agitacdo e refluxo por mais quatro horas. O precipitado roxo
foi filtrado, lavado com EtOH e CHCl3 e seco na pistola de secagem com vapor de THF

e recristalizado em uma mistura contendo DMSO e (CH3)2CO. Rendimento: 82%.
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0]
2CU(CIO4)2(EtOH) + 2 / \ +2
(EtOH) (CHCI3)
O OH

(ClOg)y) + 2HCIO4Ei0m)

— -2

Figura 21: Representacdo para a sintese do complexo 6, [Cu(phen)(L2)]2(Cl04)2, em
EtOH e CHCls.

g) [Cu(C10HsN2)(C14H703)(H20)]2(Cl104)2 — Complexo 7

Os procedimentos utilizados na sintese do complexo 7, [Cu(bpy)(L2)(H20)]2(ClO4)z2,
foram similares aos utilizados na preparacdo do complexo 6, apenas substituindo a
solucdo etandlica de phen pela solugdo etandlica de bpy (0,063 g, 0,6 mmol em 6 mL de

EtOH). Rendimento: 83%

O
2 CU(CIO4)2(EtOH) + 2 / \ / \ + 2 O‘O
=N N= (EtOH) (CHCI3)
O OH

“

O NN AP Q

— Cu
V N/ \O_ e} (C104)2(S) + 2HCIO4(EtOH)
> o 7

2

Figura 22: Representagdo para a sintese do complexo 7, [Cu(bpy)(L2)(H20)]2(Cl104)2,
em EtOH e CHCls.
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h) [Cu(C14H12N2)(C14H703)]2(ClO4)2 — Complexo 8

Os procedimentos utilizados na sintese do complexo 8, [Cu(dmp)(L2)]2(ClQ4)2, foram
similares aos utilizados na preparacdo do complexo 6, apenas substituindo a solugdo
etandlica de phen pela solucdo etandlica de dmp (0,083 g, 0,4 mmol em 6 mL de EtOH).
Rendimento: 80%

(@)
Y4 +
2 CulClOzgom * 2 (EtOH) 2 O‘O (CHCI3)

(@) OH

=z

0
— et
PN o— 0 | (€104, + 2 HCIOygom,
N0
L - 2

Figura 23: Representacdo para a sintese do complexo 8, [Cu(dmp)(L2)]2(Cl04)2, em
EtOH e CHCls.

i) [Cu(C12HsN2)(C11H13N30)(Cl104)2] — Complexo 9 — e
[Cu(C10HsN2)(C11H13N30)(Cl104)2] — Complexo 10

Os complexos 9, [Cu(phen)(aap)(ClO4)2], e 10, [Cu(bpy)(aap)(ClO4)2], foram
sintetizados e caracterizados em parceria com a Professora Priscila Pereira Silva Caldeira,
do Centro Federal de Educagdo Tecnolégica de Minas Gerais — CEFET-MG.
Brevemente, 9 e 10 foram sintetizados a partir de uma solucdo etandlica contendo
Cu(Cl0O4)2.6H20 (0,185 g; 0,5 mmol) e 4-aminoantipirina, aap, (0,102 g; 0,5 mmol) que
foi agitada por 20 minutos seguida pela adi¢do de 3 mL de uma solug¢do etandlica
contendo phen, (0,010 g; 0,5 mmol), para o complexo 9, ou bpy, (0,078 g, 0,5 mmol)
para o complexo 10. A sintese prosseguiu pela agitacao da mistura reacional por mais 30
minutos. O precipitado verde foi filtrado, lavado com EtOH resfriado e seco na pistola de

secagem com vapor de THF.
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P _~_  OCIO; @

0,5 mmol em EtOH ~ SN\CIu'O\iN\{\I’
- N/ N —
Cu(ClOy), - | 02
OCIO
0,5 mmol em EtOH 3
Complexo 9

+ S—

aap _ 0ClO; @
0,5 mmol em EtOH N I
S ~ ’O\ N\
> /Cu\ __N—
—="~N | N

bpy - H,
0,5 mmol em EtOH OCIO;,

Complexo 10

Figura 24: Representacdo para a sintese dos complexos 9, [Cu(phen)(aap)(ClOs)2], e 10,
[Cu(bpy)(aap)(ClO4)2], em EtOH.

J) [Gaz(C12HsN2)2(C14H604)(H20)2(NO3)2](NO3)2.4H20 — Complexo 11

O complexo 11 foi preparado pela adi¢do lenta e sob agitacdo, de uma solu¢do de
Ga(NO3)3.nH>0 (0,205 g, 0,8 mmol, dissolvidos em 5 mL de etanol) a uma solugdo de
phen.H20 (0,158 g, 0,8 mmol, dissolvidos em 10 mL de etanol). A mistura foi mantida
sob agitacdo e refluxo por 3 horas, seguida da adi¢ao lenta e sob agita¢cdo de uma solugao
de H2LL1 (0,096 g, 0,4 mmol, dissolvidos em 10 mL de cloroférmio). A mistura resultante
foi mantida sob agitacao e refluxo por mais 4 horas. O precipitado vermelho carmim foi
filtrado, lavado com EtOH e CHCI; e seco na pistola de secagem com vapor de THF.

Rendimento: 49%.
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O OH

2Ga(NO3)3Eiom) + 2 </ : \> + O‘O
( ) _ —/ @om (CHCI3)

N N

+6 Hy0
(NO3)2 .4 HQO ) + 2 HNO3(EIOH)

Figura 25: Representacao para a sintese do complexo 11,

[Gaz(phen)2(L2)(NO3)2(H20)2](NO3)2 . 4H20, em EtOH e CHCls.

k) NbO2(OH)O:* ~ — Complexo 12

O grupo de pesquisa do Professor Luiz Carlos Alves de Oliveira, do Departamento de
Quimica da UFMG sintetizou e caracterizou um complexo fotossensivel de nidbio. Ele
foi obtido pela reacdo de oxalato de ni6bio e amdnio com hidréxido de amodnio até pH =
7. O material obtido, oxohidroxido de niébio, NbO2(OH), foi entdo tratado com H2O»
para gerar um sélido amarelo — NbO2(OH)O>" ~ (OLIVEIRA et al., 2007; PEREIRA-
MAIA et al., 2018).

5.2 TESTES DE CITOTOXICIDADE NA LINHAGEM CELULAR K562

A sensibilidade das células de leucemia mieloide cronica, linhagem K562, aos
compostos, foi avaliada pela concentra¢io necessaria para inibir o crescimento celular em
50%, parametro este designado como Clso. Para isto, 1,0 % 10° células mL"! foram
incubadas durante 72 horas na auséncia e na presenga de varias concentragdes dos ligantes
e complexos testados. Apds este periodo, as células foram contadas e o valor de Clso foi
determinado com o auxilio do programa computacional OriginPro8, sendo os dados
analisados com ajuste sigmoidal (Boltzmann). A viabilidade das células foi verificada por

exclusdo com azul de tripan e o nimero de células foi determinado por andlise na camara
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de Newbauer. Solucdes estoque dos complexos foram preparadas em DMSO. Para os
ensaios, estas solucdes foram diluidas em dgua desionizada de modo que a concentragao
de solvente organico nos ensaios com células ndo ultrapassasse 0,5%. Testes controle
foram realizados incubando-se as células com o solvente organico na maior concentragao
utilizada e foi verificado que ele nao afeta o crescimento nem a viabilidade celular nas
condi¢Oes destes estudos. As faixas de concentracdo utilizadas para ligantes e complexos

sdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Faixas de concentragdo dos compostos utilizada nos testes de citotoxicidade.

Faixa de concentracao Faixa de concentracao
Composto Composto

/ pmol L! / pmol L!
H>L1 0,50 - 3,00 Complexo § 0,30 - 2,00
HL2 1,00 - 6,00 Complexo 6 0,50 — 3,00
dmp 0,10-1,00 Complexo 7 5,00 - 30,0
aap 20,0 —200,0 Complexo 8 0,05-0,24
Complexo 1 0,50 - 2,00 Complexo 9 0,50 - 4,00
Complexo 2 0,50 - 3,00 Complexo 10 5,00 - 50,0
Complexo 3 3,00 -15,0 Complexo 11 0,50 -2,50
Complexo 4 0,05 -0,50 Complexo 12 5,00 - 50,0

5.3 TESTES DE FOTOCITOTOXICIDADE NA LINHAGEM CELULAR K562

O complexo 12 e o azul de metileno (AM) também foram avaliados quanto ao
efeito da radiacao, em 365 nm, 610 upW cm’2, em suas citotoxicidades. Para isso, 1 x 10°
células mL! foram incubadas durante 4 horas na auséncia e na presenca de concentracdes
crescentes do composto testado. Apds este periodo, as células foram lavadas trés vezes
com tampao isotonico gelado e, ressuspendidas no mesmo tampao para serem submetidas

A irradiagdo por cinco minutos com luz UV-A (365 nm, 610 UW cm™) em uma cabine de
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fluorescéncia Spectroline modelo CX-20. Entdo, o tampao isotdnico foi substituido pelo
meio de cultura RPMI 1640 contendo L-glutamina e suplementado com 10% de soro fetal
bovino, e as células foram incubadas por 72 horas, a 37°C em atmosfera umidificada,
contendo 5% de CO.. A sensibilidade ao composto foi medida pela concentragao

necessdria para inibir 50% do crescimento celular (Clso).

Para efeito de comparagdo, ensaios de citotoxicidade foram realizados com
protocolo idéntico, mas sem exposi¢dao das células a radiacdo. Apds este periodo, as
células foram contadas e a Cls foi determinada com o auxilio do programa computacional
OriginPro8, sendo os dados analisados com ajuste sigmoidal (Boltzmann). A viabilidade
das células foi verificada por exclusao com azul de Tripan e o nimero de células foi

determinado por andlise na cAmara de Newbauer.

Testes controle foram realizados irradiando as células, em tampao isotonico, por
5 minutos com luz UV-A (365 nm, 610 pW cm™), e foi verificado que nessa condi¢do, a

irradiacdo ndo afeta o crescimento nem a viabilidade celular nas condi¢des destes estudos.

A fim de verificar o efeito de 12 na fotocitotoxicidade do AM foram realizados
experimentos similares aos descritos acima. Nesse caso, 1 X 10° células mL! foram
incubadas durante 4 horas, na presenca de 6,5 umol L' de 12, e na auséncia e na presenca
de concentragdes crescentes de AM. As demais condi¢des reacionais e o teste controle

foram idénticos. As faixas de concentracdo utilizadas em cada caso sdo descritas na

Tabela 3.

Tabela 3: Faixas de concentracio dos compostos utilizadas nos testes de

fotocitotoxicidade.
L . Faixa de concentraciao
Composto Condicao Experimental .
/ pmol L~
4 h de incubacio - Fotoirradiada 2,50 — 30,0
Complexo 12
4 h de incubacdo — Teste controle 10,0 — 50,0
4 h de incubacio - Fotoirradiada 1,00 — 15,0
AM

4 h de incubacdo — Teste controle 1,00 - 15,0

12 (6,5 pumol L'l) 4 h de incubagio - Fotoirradiada
’ 1,00 - 15,0

+ AM 4 h de incubagdo — Teste controle
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54 DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE LIGACAO DNA-COMPLEXO

As interacdoes dos complexos com DNA de timo de vitelo, ct-—=DNA, foram

estudadas por espectroscopia de absor¢do na regiao do UV—Vis.

Solugdes estoques dos complexos foram preparadas em DMSO e, estas, foram
ressuspendidas em tampdo TRIS-HCI ou DMSO:TRIS 1:2, a 50 mmol L, pH = 7,2,
contendo KCI a 50 mmol L!. A solu¢do de ct~DNA, também preparada em tampao
TRIS-HCI, teve sua concentracdo determinada, em DNA por nucleotideo, a partir dos
espectros registrados na regidao do UV-Vis e da Lei de Lambert-Beer, em A = 260 nm, €

= 6600 L mol! cm™!.

A solugio de cada um dos complexos foram adicionadas concentracdes crescentes
de ct—DNA e os espectros registrados. A Tabela 4 descreve as concentragdes de cada um
dos complexos e a maior razdo molar [ct-~DNA]:[complexo] atingida em cada caso. A
faixa de concentracdo de DNA usada para cada composto serd indicada na discussao dos
resultados. A absorvancia do DNA foi subtraida pela adi¢do de quantidades iguais de

ct—DNA na soluc@o do complexo e na solugdo referéncia.

Tabela 4: Concentracdo das solu¢des usadas para cada um dos complexos, na interagdao

com o DNA, e a maior razdo molar [ct-—DNA]:[complexo] atingida em cada caso

Complexo Concentracao d({ Razio maxima entre
complexo / mol L-! [ct—DNA]:[complexo]

2 1,0 x 10 21

3 1,0 x 10°* 71

6 2,0 x 10 21

7 2,0 x 10 21

8 2,0 x 10* 2:1

? 2,0 x 107 41

10 4,0 x 107 12

1 6,3 x 107 10:1
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5.5 MEDIACAO DA TOPOISOMERASE I NA RELAXACAO DO DNA

A fim de verificar o efeito intercalador dos complexos frente ao DNA, foram
realizados ensaios de relaxacdo com a topoisomerase I (topo). 400 ng de pUC19 foram
expostos a concentracdes varidveis de cada um dos complexos (0,01 — 400 umol L) por
30 minutos a, aproximadamente, 20°C, em um volume final de 20 uL. contendo tampao
HEPES 80 mmol L, 10 x tampdo CutSmart® (NEB, B7204) e 100 x BSA (NEB,
B9000). 1 unidade de topo foi adicionada a mistura reacional e o sistema incubado por
20 min a 37 ° C. A reacgdo foi interrompida através da adi¢ao de dodecil sulfato de sédio
e proteina cinase, nas concentracdes finais de 0,25 % e 250 mg mL!, respectivamente.
Objetivando remover a proteina do DNA, as amostras foram incubadas por 30 minutos a
50°C. A mistura reacional foi carreada em gel de agarose, 1,2 %, na auséncia de EtBr.
Topoisdmeros do DNA foram separados por eletroforese em tampao Tris/borato/EDTA,
TBE, a temperatura ambiente, por 180 minutos a 40 V seguido de 150 minutos a 50 V. O
gel de agarose foi entdo, submetido a um banho de Eb e fotografado usando o

transiluminador UV.

5.6 MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

O efeito intercalador dos complexos também foi estudado a partir de medidas

fluorescentes.

Solucdes estoque de Eb e ct+—DNA foram preparadas pela dissolu¢do dos
compostos em tampao TRIS-HCI, 50 mmol L, for¢a i6nica KC1 50 mmol L pH="72.
Solugdes estoque dos complexos, na concentragdo 0,010 mol L', foram preparadas em
DMSO e ressuspendidas em DMSO/TRIS, de forma a obter solu¢des 0,50 mmol L' ou

1,0 mmol L.

Em uma solugio contendo 10 umol L' de c+~DNA e 8 umol L' de Eb, foram
adicionadas concentracdes crescentes do complexo testado e os espectros de emissao

registrados na faixa de 555 nm a 750 nm, com Aexcitagao = 546 nm e fendas de excitagdo e
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emissdo de 10 nm. As faixas de concentragdo de cada um dos complexos, bem como a

razdo molar mdxima entre [complexo] e [ct—~DNA] estdo representados na Tabela S.

Tabela 5: Concentracdo das solu¢des usadas para cada um dos complexos, na

intercalacdo com o DNA usando Eb como sonda, e a maior razdo molar

[complexo]:[ct-—DNA] atingida em cada caso

Complexo Faixa de concentracao do Razao maxima entre
complexo / mol L1 [complexo]:[ct-—DNA]

) 0,00 - 5,15 x 10 0,52

3 0,00 - 5,93 x 10°° 0,60

4 0,00 — 2,88 x 107 2,96

6 0,00 — 8,83 x 107 9,68

7 0,00 — 1,14 x 10 12,8

8 0,00 - 1,38 x 10°* 16,0

5.7 CLIVAGEM OXIDATIVA DE DNA DE PLASMIDEO

Os complexos foram analisados quanto as suas capacidades em promover a
clivagem do DNA de plasmideo, pUC19, frente a um agente redutor, L-ascorbato de
sddio, por eletroforese em gel de agarose. Os ensaios foram realizados em volume total
de 20 uL de tampao HEPES a 80 mmol L', pH = 7,2, contendo 25 mmol L' de NaCl; 25
mmol L' de L-ascorbato de sédio; 400 ng de DNA de plasmideo super-helicoidal
(pUC19); e concentracdes variadas do complexo testado. As solu¢des dos complexos
foram inicialmente preparadas em DMSO e ressuspendidas em tampao HEPES, pH =7,2.
As amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos. O corante de DNA
(ThermoScientific, R0611) contendo 10 mmol L' de tampao TRIS-HCI; 0,03% azul de
bromofenol; 0,03% xileno cianol FF; 60% glicerol; e 60 mmol L' EDTA foi adicionado
a cada amostra e carreadas num gel de agarose (1,2%) contendo 3 pL. de brometo de etidio

(Eb). A eletroforese foi realizada a 70 V por 1 hora em tampao TRIS acetato-EDTA
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(1XTAE). O gel de agarose foi fotografado com o auxilio de UV-transiluminador, UVP

laboratory products Epi Chemis II Darkroom.

A presenca de sequestradores especificos de ERO’s também foi empregada para
determinar seus efeitos na habilidade de cada complexo em clivar o DNA. Os ensaios
foram realizados de forma semelhante a descrita para a clivagem do pUCI19, acrescido o
sequestrador especifico. Nesse trabalho foram utilizados KI (10 mmol L), NaN3 (10

mmol L), Tiron (10 mmol L") e DMSO (10%).
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6 CARACTERIZACAO Fis1cOo-QuiMICA DE COMPLEXOS TERNARIOS DE
COBRE(II) COM 0S LIGANTES DA CLASSE DAS ANTRAQUINONAS E N-

N HETEROCICLICOS DOADORES

Os complexos 1 e 5, previamente descritos (WALKER, 1971; MERRELL, 1979),
foram caracterizados por andlise elementar, espectroscopia vibracional e medidas
condutimétricas. Algumas mudancas nos procedimentos experimentais de suas sinteses
foram realizadas, o que levou ao aumento do rendimento reacional. As sinteses tiveram
como objetivo o estudo biolégico e a comparagdo de suas atividades com complexos

ternarios de cobre(Il) contendo antraquinonas e ligantes heterociclicos N,N—doadores.

O complexo [Cuz(bpy)2(L1)](PFs)2, similar a 3, [Cuz(bpy)2(L2)(Cl04)2(H20)2],
também j4 foi previamente descrito (MERRELL, 1979). Mudancas na rota sintética, bem
como no sal de cobre utilizado como material de partida, implicaram em aumento no

rendimento reacional.

Os complexos inéditos 2, 3, 4, 6, 7 e 8 foram caracterizados por absor¢ao atdomica,
andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio, medidas condutimétricas,
espectroscopia vibracional, espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis,
espectroscopia paramagnética eletronica e espectrometria de massas. Um complexo
similar ao 2, complexo 2.1, e 6 tiveram suas estruturas determinadas por difra¢do de raios

X de monocristais.

As estruturas propostas para os complexos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 e 8 estdo representadas

na Figura 26.

6.1 ANALISE ELEMENTAR E MEDIDAS DE CONDUTIMETRIA

A Tabela 6 apresenta os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e cobre, bem
como os valores de condutividades das solucdes 1,0 X 107 mol L'!, em DMF, para os
complexos. Os teores de C, H, N e Cu obtidos experimentalmente para 1, 2, 3,4, 5, 6, 7

e 8 estdo de acordo, respectivamente, com as férmulas minimas CuC2s8H140s,

Cu2C38H22N4O12Cl2,  Cu2C3sH26N4014Cl2,  Cu2C42H34N4014Cl2, CuC2sHisOs,
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CuCz6H15N207Cl, CuC24H17N20sCl e CuC2sH19N207Cl e apresentam desvios
inferiores a 1%. Os valores obtidos para as condutividades das solucdes indicam que 1 e
5 sdo ndo eletroliticos, 2, 3 e 4 sdo eletrdlitos 2:1, enquanto 6, 7 e 8 sdo eletrolitos 1:1
(GEARY, 1971). Estes resultados indicam que ClO4~ atua como contra-ion nas solucdes

dos complexos 2, 3,4, 6,7 ¢ 8.

HO OH
u
o —

Complexo 1 - [Cu(HL1),]

\(‘)/

Complexo 3 - [Cuy(bpy)o(L1)(Cl04),(H,0),]

OH2
0 —o 0;’:

(C104),
L 2
Complexo 5 - [Cu(L2),(H,0),] Complexo 6 - [Cu(phen)(L2)],(ClO,),
7]
S AN /0
Cu
=z N/ “o= 0 | (ClOy), (ClOy),
A ! OH,
L 2 L 2
Complexo 7 - [Cu(bpy )(L2)(H,0)],(ClO,), Complexo 8 - [Cu(dmp)(L2)],(ClO,),

Figura 26: Estruturas propostas para os complexos 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8.
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Tabela 6: Dados obtidos para as andlises elementares e condutimétricas dos complexos

de cobre(Il) contendo antraquinonas e ligantes N,N—heterociclicos e antraquinonas.

% C % H 9% N % Cu
N/
Exp Exp Exp Exp
uS cm’!
(Calc.) | (Calc.) | (Calc.) | (Calc.)
1- [Cu(HL1),] 62,06 2,40 - 11,70
2,00
MM = 541,92 g mol’! (62,05) | (2,60) (-) (11,72)
2- [Cua(phen)2(L1)(Cl04)2] 49,31 2,54 5,99 13,70
155,09
MM = 924,60 g mol! (49,36) | (2,40) (6,06) | (13,75)
3- [Cuz(bpy)2(L1)(Cl04)2(H20)2] 45,17 2,71 6,06 14,09
166,29
MM = 912,59 g mol™! (44,75) | (2,87) (6,14) | (13,93)
4- [Cuz(dmp)2(L1)(ClO4)2(H20):] 49,62 3,08 5,49 12,47
132,53
MM = 1016,73 g mol! (49,61) | (3,37) (5,51) | (12,50)
5- [Cu(L2)2(H20)2] 61,55 3,06 - 11,10
0,07
MM = 545,96 g mol! (61,59) | (3,32) (-) (11,64)
6- [Cu(phen)(LL2)](ClO4) 55,26 2,50 5,00 11,30
56,73
MM = 566,40 g mol™! (55,13) | (2,67) (4,95) | (11,22)
7- [Cu(bpy)(L2)(H20)](Cl04) 51,48 2,40 4,56 11,28
60,14
MM = 560,40 g mol! (51,43) | (3,03) (5,00) | (11,34)
8- [Cu(dmp)(L.2)](ClO4) 56,30 2,97 4,65 10,10
57,63
MM = 594,46 g mol! (56,56) | (3,22) 4,71) | (10,69)

6.2 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

As antraquinonas (HoL1 e HL2) e os ligantes heterociclicos N,N—doadores (bpy,

dmp e phen) utilizados nesse trabalho, apresentam varias possibilidades de coordenagao
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ao fon metdlico. Objetivando identificar os sitios de coordenagio, os complexos 1-8, bem
como seus ligantes, foram estudados por espectroscopia vibracional na regido do

infravermelho.

As Figuras 27 e 28 apresentam os espectros de absorcio na regido de 4000 cm’!
2400 cm™! para os complexos 1 e 2. Os espectros vibracionais no IV de Hz2LL1 e phen sio
mostrados nas Figuras 29 e 30. Os espectros do demais complexos e ligantes sdo
mostrados no Anexo 1, Figuras A1-A9. Na Tabela 7 estdo apresentadas as atribuicdes
de algumas frequéncias, em cm’', referentes s bandas caracteristicas e importantes
envolvendo os ligantes livres e os complexos metélicos. As atribui¢des foram feitas com
base em trabalhos publicados previamente (WALKER, 1971; DUTTA; HUTT, 1987;
NEVES, 2008; XUAN; WANG; WANG, 2011; SADEEK; EL-HAMID, 2016).

Nos espectros de H2LL1 (Figura 29) e HL2 (Figura A7) nio aparece a banda
intensa caracteristica do estiramento O—H, pré6ximo de 3400 cm™'. Xuan e colaboradores
(XUAN; WANG; WANG, 2011) demonstraram que a auséncia desta banda deve-se a
presenca de ligacdes de hidrogénio intramoleculares entre o grupo OH e o oxigénio
carbonilico. Para Hz2LL1 o estiramento da carbonila ocorre em 1631 cm’; enquanto o
estiramento C—O aparece em 1257 cm™. Para HL2 o estiramento da carbonila C10
aparece em 1671 cm, enquanto a carbonila do C9, em 1638 cm’™!. A menor frequéncia
de estiramento C=0 em C9 pode ser justifica pelo estabelecimento de intera¢des do tipo
ligacdes de hidrogénio com o grupo hidroxila fenélico, o que contribui para a diminui¢ao
da intensidade da ligacio C=0O, levando ao deslocamento da banda para menor

frequéncia.

No espectro de phen (Figura 30), a banda em 1422 cm’!

, apesar de conter
estiramentos CC dos anéis aromdticos, apresenta contribuicdo mais significativa do
estiramento C=N. Este estiramento ocorre em 1452 cm™ e 1415 cm™! para a bpy (Figura

A8)eem 1591 cm™ e 1494 cm™ para dmp (Figura A9)

Estes ligantes exibem bandas em torno de 3100 cm™ que sdo decorrentes do
estiramento CH. Nos espectros de phen e dmp pode-se observar ainda bandas largas e
intensas, caracteristicas do estiramento H-OH, centradas em torno de 3400 cm™'. Isso
ocorre, pois, os reagentes de partida foram Ci2HsN2.H2O e Ci14H12N2.H20.A partir da
andlise dos espectros dos complexos € possivel concluir que o fon metdlico se coordena

aos oxigénios da antraquinona (Hz2LL1 ou HL2), e aos nitrogénios do ligante N,N—doador
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(bpy, dmp ou phen). Para o complexo 1 (Figura 27), pode-se observar a presenca de
duas bandas caracteristicas do estiramento C=0 em 1631 cm! e 1542 cm™. A banda em
1631 cm! foi atribuida & vibracdo de estiramento da carbonila livre e a vibragio em 1542
cm™', & carbonila coordenada. A menor frequéncia da carbonila coordenada deve-se a
ligacdo estabelecida com o fon metdlico, que leva ao enfraquecimento da ligacdo C=0,
deslocando o estiramento para menor frequéncia. Nao foi verificada variacdo entre as
frequéncias de vibragdo da carbonila livre no espectro de 1 em relacdo a esse mesmo
grupo no ligante livre, entretanto, houve um deslocamento de 43 cm’!, para menor
frequéncia, da carbonila coordenada. Situacdo semelhante ocorre no espectro de 5
(Figura A3), na qual a banda em 1670 cm! foi atribuida & carbonila livre, enquanto a
banda em 1612 cm™, 4 coordenada. Para esta, o deslocamento em relagdo ao ligante livre

foi de 26 cm™.

Os espectros dos complexos 2 (Figura 28), 3 (Figura Al) e 4 (Figura A2) sdo
similares, excetuando pelas banda intensa centrada em torno de 3400 cm!, presente em 3
e 4, que ndo sdo importantes para o complexo 2. Considerando que bandas largas com
absorcio centrada em 3500—3400 cm™! sdo atribuidas ao estiramento H-OH de interagdes
do tipo ligacdes de hidrogénio (PERI, 1966), foi proposto que os complexos 3 e 4
apresentam moléculas de dgua na esfera de coordenacdo do fon metédlico. Uma banda fina
e intensa, caracteristica do estiramento C=0, é observada em 1548 cm™!; 1543 cm™'; 1553
cm’! nos espectros de 2, 3 e 4, respectivamente, As quais foram atribuidas a presenca do
ligante HoLL1. Nos trés casos, a banda encontra-se deslocada para menor frequéncia em
relacdo ao ligante livre corroborando com a estrutura proposta para os complexos.
Situacdo andloga foi observada para os ligantes N,N—doadores, em que a banda
caracteristica do estiramento C=N também foi deslocada para menor frequéncia. Ja as
bandas em torno de 3100 cm™! foram atribuidas ao estiramento C—H presentes nos anéis

aromaéticos, seja da quinona, seja do ligante N,N—heterociclico.

O ion ClO4™ livre apresenta simetria T4 € uma banda fina e intensa centrada em
torno de 1100 cm™. Nos complexos 2, 3 e 4, a banda intensa proxima de 1100 cm,
atribuida a presenca de ClO47, ndo € simétrica. Logo, foi proposto, que Cl1O4~ encontra-
se presente na esfera de coordenaciao do ion metalico, levando a diminui¢do da simetria

de ClO4™ e, como consequéncia, ao desdobramento da banda. Esta coordenagdo parece
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ser fraca, uma vez que a andlise condutimétrica evidenciou que a estequiometria de 2, 3

e 4 é 2:1, ou seja, em solugdo, perclorato se comporta como contra-ion.

O espectro do complexo 6 (Figura A4) mostra bandas finas e intensas em 1605
cm™! e 1583 cm™!, ambas atribuidas ao estiramento do grupo carbonila e deslocadas para
menor frequéncia em relacdo ao ligante livre. Isso sugere que as duas carbonilas estdo
presentes na esfera de coordenacdo do fon metdlico. Situagdao andloga € observada para
os complexos 7 (Figura A5) e 8 (Figura A6), onde as bandas em 1608 cm™ e 1586 cm’!
foram atribuidas a carbonila em 7, e em 1605 cm™ e 1586 cm™! & carbonila em 8. Pode-se
observar que o deslocamento, em relacao ao ligante livre, foi maior para C9, sugerindo
que a interagdo oxigénio—ion metdlico é mais intensa para a carbonila de C9 em relagao
a de C10 nos trés complexos. Em 6 e 8, a banda associada ao estiramento de ClO4™ se
apresenta fina e simétrica, sugerindo, que nestes complexos, o fon atua como contra-fon
mesmo em fase sélida. No espectro de 7, pode-se observar ainda a banda larga em 3450
cm’!, atribuida ao estiramento H-OH da molécula de 4gua presente na esfera de
coordenag¢do do fon metalico. Estas bandas nao foram muito significativas nos espectros
de 6 e 8, de forma que ndo foi proposto a existéncia de molécula de dgua na esfera de

coordenacgdo destes complexos.
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Tabela 7: Atribuicio de frequéncias (cm™) na regido do infravermelho (4000-400 cm™)

dos ligantes HoLL1, HL2, bpy, dmp, phen e dos complexos 1 ([Cu(HL1).]), 2

([Cua(phen)>(L1)(ClO4)2)),

3

([Cuz(bpy)2(L1)(Cl04)2(H20)2]),

4

([Cu2(dmp)2(L1)(C104)2(H20)2]), 5 ([Cu(L2)2(H20)2]), 6 ([Cu(phen)(L2)](CIO4)), 7
([Cu(bpy)(L2)(H20)](C104) e 8 ([Cu(dmp)(L2)](CIO4).

Frequéncias dos estiramentos em cm’!

Composto
v (OH) v (CH) V(C=0) | v(C-0) | v(C=N) | v (ClOy)
HoL1 - 3012 1631 1257 - -
3042 1671
HL2 - 1292 - -
3012 1638
b 3052 1452
by 1415
3446 3035 1494
dmp - - -
(H20) 2916 1423
3432 3060
hen - - 1422 -
P (H20) 2988
1631
1 - 3062 1260 - -
1542
1113
2 - 3071 1548 1268 1411
1090
3112 1602 1448 1150
3 3442 1267
(H20) 3073 1543 1414 1098
3440 1151
4 3068 1553 1264 1410
(H20) 1097
3076 1670
5 3432 1260 ] ]
(H20) 2928 1612
1605 1428
6 3417 3066 1274 1090
1583 1394
3450 1608 1449
7 3081 1272 1096
(H20) 1586 1397
1605 1412
8 3448 3073 1271 1088
1586 1396
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6.3 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-

VISIVEL

Para evidenciar a presenga dos complexos 2, 3, 4, 6, 7 e 8 em solugdo, foram
realizados estudos de espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV—Vis). Os
espectros de absorc¢do registrados para os complexos e seus ligantes, nas concentragdes

1,0 x 10* mol L e 1,0 x 10 mol L*! estdo representados nas Figuras 31-36.

Na Tabela 8 estao apresentadas as bandas de maior intensidade dos complexos 2,
3,4,6,7 ¢ 8¢ de seus ligantes, H21L1, HL2, bpy, dmp e phen, bem como os coeficientes

de absortividade molar.

Os ligantes nitrogenados (bpy, dmp e phen) exibem bandas muito intensas em
torno de 270 nm, atribuidas a transicoes T — T (BRATERMAN; SONG; PEACOCK,
1992; SILVA et al., 2011). Estas possuem altos coeficientes de absortividade molar por
serem completamente permitidas pelas regras de selecdo (Laporte e spin). As
antraquinonas (Hz2LL1 e HL2) apresentam quatro bandas de absor¢do na regido de 250—
500 nm devido a absor¢des de tipow — Tt e n — 0¥ (MACHATOVA et al., 2016). As
bandas sdo muito sensiveis seja a desprotonagdo do grupo fendlico, seja a coordenagio a

ions metalicos (PEREIRA et al., 1993).

Nos complexos, a banda da antraquinona livre sofreu um deslocamento
batocromico, aparecendo em torno de 533 nm (2), 532 nm (3), 525 nm (4), 495 nm (6),
492 nm (7) e 492 nm (8), e corrobora com a proposta de desprotonacdo do ligante. Para
os seis complexos estudados, a banda larga préxima de 270 nm é consequéncia da
sobreposicdo dos ligantes N,N—doadores e das antraquinonas presentes na esfera de
coordenagdo do cobre(Il). Para os complexos 2, 3 e 4, um ombro em torno de 565 nm foi

atribuido a transferéncia de carga do ligante para o ion metdlico.
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Figura 31: Espectros eletronicos de solucdes, em H>O:DMSO, do complexo 2 (== ) e

seus ligantes, HoL1 (---) e phen (— ), nas concentracdes (esquerda) 1,00 x10* mol L' e

(direita) 1,00 x 10> mol L.
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Figura 32: Espectros eletronicos de solucdes, em H>O:DMSO, do complexo 3 (== ) e

seus ligantes, HoL1 ( ---) e bpy (— ), nas concentragdes (esquerda) 1,00 x 10* mol L' e

(direita) 1,00 x 10> mol L.
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Figura 33: Espectros eletronicos de solug¢des, em H>O:DMSO, do complexo 4 (== ) &

seus ligantes, HoL1 (---) e dmp (—), nas concentracdes (esquerda) 1,00 x 10# mol L' e

(direita) 1,00 x 10" mol L™,
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Figura 34: Espectros eletronicos de solugdes, em H>O:DMSO, do complexo 6 (™= ) e

seus ligantes, HL2 (---) e phen (—), nas concentragdes (esquerda) 1,00 X 10* mol L' e

(direita)
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Figura 35: Espectros eletronicos de solugdes, em H>O:DMSO, do complexo 7 (== ) e

seus ligantes, HL2 ( ---) e bpy (—), nas concentracdes (esquerda) 1,00 x 10 mol L' e

(direita) 1,00 x 10~ mol L.
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Figura 36: Espectros eletronicos de solugdes, em H>O:DMSO, do complexo 8 (== ) e

seus ligantes, HL2 (---) e dmp (—), nas concentragdes (esquerda) 1,00 x 10* mol L' e

(direita)

1,00 x 10 mol L.
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Tabela 8: Bandas de maior intensidade, na regido do UV-Vis (250—-700 nm) dos ligantes
H:L1, HL2, bpy, dmp, phen e dos complexos 2,3,4,6,7 ¢ 8.

Amax / e/ Amax / e/
Composto Composto
nm L mol! cm! nm L mol! cm!
478 6,81 x 103 566 5,04 % 103
H,L1 341 2,79 x 10 525 6,20 x 10
250 3,52 x 10* 4 465 7,80 x 103
404 5,64 % 103 332 1,18 x 10*
HL2
252 3,33 x 10* 270 6,86 x 10*
bpy 278 1,23 x 10* 495 5,51 %103
dmp 270 3,00 x 10* 338 4,25 x 103
phen 264 3,27 x 10* ¢ 272 5,00 x 10*
566 4,52 % 103 256 5,56 x 10*
533 7,55 x 103 492 5,69 x 103
: 333 6,60 x 10 7 311 1,92 x 10*
259 6,41 x 10* 302 2,02 x 10*
564 7,47 x 103 492 3,27 x 10°
532 8,83 x 10° 424 2,92 x 10°
3 334 6,34 x 10> ° 275 3,57 x 10*
291 2,34 x 10* 259 3,06 x 10*

256 5,25 x 10*
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6.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As Figuras 37-42 apresentam os espectros de massas, no modo positivo, de
solucdes dos complexos 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 8. Fragmentos dos espectros, bem como a
distribuicao isotdpica simulada para os principais picos s@o mostrados no Anexo 2,

Figuras A10—-A23.

A massa para a unidade estrutural mais abundante proposta para o complexo 2 é
923,92 u. Considerando a fraca coordenacao dos fons ClO4~, e os dados condutimétricos
apresentados na secdo 6.1, pode-se inferir que, em solucdo, tem-se o cition bivalente
[Cuz(phen)z(Ll)]2+, cuja massa € 726,02 u. Portanto, espera-se um pico em m/z = 363,01.
A andlise do espectro de 2 (Figura 37) revela um pico de maior intensidade em m/z =
363,06, que é compativel com a estrutura proposta. Situacdo andloga pode ser observada
para os complexos 3 (Figura 38) e 4 (Figura 39), cujos espectros ESI-MS, no modo
positivo, revelam a existéncia de picos principais em m/z = 338,16 e 390,17,
respectivamente. Esses resultados confirmam as férmulas para os cations bivalentes
[Cua(bpy)2(L1)]** e [Cua(dmp)2(L1)]*, e estdo em concordincia com a distribuicio
isotépica caracteristica de *Cu/Cu e com as massas calculadas com o auxilio do
programa computacional LCMS Postrun Analysis (338,01 u e 390,04 u). Entretanto,
outros picos, também importantes, podem ser observados. Para o complexo 2, o pico em
m/z = 482,10 foi atribuido a [Cu(phen)(HL1)]*, massa calculada 482,03, sugerindo que
nas condi¢des experimentais uma pequena fracdo do complexo se dissocia, conforme

representado por:
[Cux(phen)>(L1)]** meon) + H3O* veom) —
[Cu(phen)(HL1)]* meon) + [Cu(phen)]**oveon) + HoOmeom)

O mesmo foi proposto para o complexo 3, no qual o pico em m/z = 458,04 foi atribuido a
[Cu(bpy)(HL1)]*, massa teérica 458,03 u. Ja o pico em m/z = 479,13 para o complexo 4,

foi atribuido a [Cu(dpm)>]*, massa tedrica 479,13 u.

Também € interessante notar que os espectros de 3 e 4 apresentam picos em m/z

= 776,71 e 881,47, respectivamente. Eles foram atribuidos a [Cux(bpy)2(L1)(ClO4)]" €
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[Cu2(dmp)2(L1)(Cl04)]*, corroborando com a proposta de fons ClOs~ na esfera de

coordenagdo desses complexos.

Para o complexo 6, a massa para a unidade estrutural mais abundante é 564,99 u.
Considerando que na solu¢do do complexo ClO4~ atua como contra-ion, o cétion
monovalente [Cu(phen)(L2)]* possui massa igual a 466,04 u. Assim, espera-se um pico
em m/z = 465,98 no modo positivo. De fato, a andlise de do espectro de 6 (Figura 40)
revela a existéncia do pico em m/z = 465,98, compativel com a estrutura proposta e com
abundancia isotdpica caracteristica de **Cu/®Cu. Situagio aniloga pode ser observada
para os complexos 7 (Figura 41) e 8 (Figura 42), cujos espectros ESI-MS, no modo
positivo, revelam a existéncia de picos principais em m/z = 442,15 e 494,13,
respectivamente. Esses resultados confirmam as férmulas para os citions monovalentes
[Cu(bpy)(L2)]* e [Cu(dmp)(L2)]", e estdo em concordincia com a distribui¢ao isotdpica
caracteristica de 3Cu/%Cu e com as massas calculadas com o auxilio do programa
computacional LCMS Postrun Analysis (442,04 u e 494,07 u). Para o complexo 7, outro
pico importante em m/z = 479,20 foi atribuido a [Cu(bpy)(HL2)(H20),]*, massa tedrica
479,07 u. Ja para o complexo 8, assim como observado para 4, o pico em m/z = 479,22

foi atribuido a [Cu(dmp)2]*, massa tedrica 479,13 u.

10047 363,06
80 -
<
N
=
< 604
[a'4
<
08 I
(g 40_
ho) ]
(=)
: ]
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< 90
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()_l_l.,.ln_'_,.Lll . P | . L -

| | | | !
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Figura 37: Espectro ESI(+)-MS do complexo 2, [Cu(phen)2(L1)]**, em ACN:MeOH
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Figura 41: Espectro ESI(+)-MS do complexo 7, [Cu(bpy)(L2)]*, em MeOH
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Figura 42: Espectro ESI(+)-MS do complexo 8, [Cu(dmp)(L2)]*, em MeOH

6.5 RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

O acoplamento magnético entre os elétrons desemparelhados dos atomos de
cobre, centro metdlico dos complexos, foi estudado por ressonincia paramagnética
eletronica, RPE. Isso porque o ifon cobre(Il) apresenta configuragdo eletronica [Ar]d®, o
que implica a existéncia de um elétron desemparelhado, fazendo desse ion uma espécie
paramagnética. O elétron desemparelhado, pode se alinhar de forma paralela ou

antiparalela ao campo magnético aplicado, 3. A diferenca de energia, AE, entre os estados

quantizados do elétron, ms = — '/» ou ms = + !/, é dada por

AE = gufs,

onde g € a constante giromagnética e u € 0 momento magnético (KNOWLES; MARSH;

RATTLE, 1976; BERLINER; REUBEN, 1993). O valor de g, que, para um elétron livre
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€ 2,0023, pode variar em funcdo das interagdes estabelecidas com as vizinhangas e
possibilita inferir informagdes sobre a simetria do ambiente ligante e da disponibilidade
quanto aos niveis de energia do complexo. A interacio entre o spin eletronico do elétron
desemparelhado e spin nuclear de &tomos vizinhos que apresentem momento magnético,
leva ao desdobramento das linhas presentes no espectro de RPE. O desdobramento

dominante vem do préprio ion metdlico, denominado estrutura hiperfina, A.

Os espectros de RPE dos complexos foram registrados tanto em fase sélida quanto
em solugdo congelada de DMSO, a 77 K, e estdo representados nas Figuras 43-48. Os
espectros registrados a 298 K sdo apresentados no Anexo 3, Figuras A24-A29. A Tabela

9 apresenta os parametros espectroscopicos de RPE para os complexos 2, 3,4, 6,7 ¢ 8.

O complexo 2, em fase sélida, apresenta dados de RPE caracteristicos de
geometria axial alongada tanto a 77 K como a 298 K, com parametros go= 2,064; g, =
2,190; e giso = 2,107 (calculado), a 77 K, e go= 2,066; gy = 2,189; e giso = 2,106
(calculado), a 298 K. Com a redugdo da temperatura, hd o aparecimento de um sinal de
acoplamento Ms =2 (gms2 = 4,210), ou seja, momento de spin igual a 1, indicando
interacdo entre dois centros de cobre. Isso pode ser explicado considerando as interagdes
Testacking entre os anéis aromadticos. Os espectros em solucio de DMSO apresentam
sinais isotrdpicos, em ambas as temperaturas. Pode-se observar, também, acoplamento
entre os dois centros metdlicos, evidenciado pelo surgimento do sinal Ms = 2 (~1600G).
A presenga de apenas um sinal em solucdo a baixa temperatura, possibilita inferir que os
dois centros metalicos apresentam mesma vizinhanga e geometria. Ja a diferenca do valor
de giso para os complexos em fase sélida (giso = 2,107, a 77 K) e em solucdo (giso = 2,082,
a 77 K), permite concluir que o DMSO tenha se coordenado ao centro metalico, fazendo
com que este assuma geometria octaédrica. De fato, a simetria isotrépica foi observada a
77 K. Esses dados corroboram com a estrutura proposta, onde em fase sélida o complexo
2 encontra-se pentacoordenado com formacao de dois quelatos (sendo um, via O -0 com
o ligante L1%~ e o outro, via N-N com a phen) e um fon ClO4~ para cada centro metilico.
Em solucgdo, ocorre substituicdo do ClO4~ por moléculas de DMSO. De fato, os dados
condutimétricos mostraram que o complexo 2 é um eletrélito 1:2 e o espectro de massas
ESI-MS(+) ndo mostrou a presenca de ClO4™ na esfera de coordenacdo do fon metélico

em solu¢do. Complexos binucleares de cobre(Il) pentacoordenados, com ligantes em
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ponte, também tém sido descritos em outros trabalhos (THOMADAKI er al., 2008;
SENTHIL RAJA; BHUVANESH; NATARAJAN, 2011).

O complexo 3 e 4 apresentam sinais isotrépicos em ambas as temperaturas, tanto
na fase sélida quanto em solugdo, indicando tratar-se de complexos octaédricos. O
acoplamento magnético entre os dois centros metdlicos pode ser evidenciado pela
presenca do sinal em Ms = 2. De fato, a andlise dos espectros de IV bem como os dados
da andlise elementar, possibilitaram inferir a existéncia HoO e ClO4~ na esfera de
coordenagdo do fon metdlico, sendo que este ultimo também estd presente em solugio,
conforme indicado por ESI-MS(+). Para solu¢cdes em DMSO de 4, pode-se observar o
sinal isotrépico, a temperatura ambiente e a simetria axial no centro metdlico a baixa
temperatura. O acoplamento magnético ¢ muito fraco em solugdo, a temperatura
ambiente, indicando possivel dissociacdo do complexo 4. De acordo com a razdo gy / Ay
= 155 cm, pode-se inferir que, em solu¢do de DMSO, a geometria em torno do centro
metélico no complexo € tetragonal. De fato, a andlise do espectro ESI-MS(+) mostra um

pico intenso referente a dissocia¢do deste complexo nessa condicao.

O complexo 6 apresenta um sinal caracteristico de geometria rdmbica, onde os
eixos X, y e z apresentam simetrias diferentes com parametros gx = 2,075; gy = 1,909; g,
= 2,220; giso = 2,068 (calculado); e gms2 = 4,137, a 77 K, e gx = 2,077; gy = 1,903; g, =
2,247, giso = 2,076 (calculado); e gms2 = 4,162 a 298 K. Para as medidas em fase sélida,
em ambas as temperaturas, os espectros apresentam um sinal caracteristico de Mg = 2
(~1600G), sendo esse sinal mais intenso a menor temperatura. Isso indica que o
acoplamento € ferromagnético. Em solucdo os espectros apresentam um sinal isotropico
a temperatura ambiente, e rombica a baixa temperatura. Devido ao movimento livre da
solucdo, na temperatura ambiente, espera-se um sinal isotrépico e o parametro
determinado € giso = 2,073. Os valores de giso para os 4 casos, medidas em fase sélida e
em solucdo a 77 K e 298 K, sdo bem préximos o que indica que ndo ha mudanca
significativa de geometria e da primeira esfera de coordenacdo. Esses dados corroboram
com as medidas de difracdo de raios X de monocristais (Sec¢ao 6.6), onde foi verificado
que, em fase sélida, o complexo forma um dimero pelo estabelecimento de interacdes
entre os grupos carbonila (C10) de uma unidade estrutural com o centro metélico de outra

unidade.
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Para o complexo 7, tanto a baixas temperaturas quanto em condi¢cdes ambiente,
ha apenas um sinal isotrépico, caracteristico de complexos octaédricos, com pardmetros
giso = 2,060, a 77 K, e giso = 2,063, a 298 K. Os ligantes bidentados ocupam as posi¢des
equatoriais, enquanto H>O e oxigénio de outra molécula de L2~ ocupam as axiais. Em
solucdo, a temperatura ambiente, pode-se observar dois sinais isotropicos, indicando a
presenca de duas espécies quimicas com centros de cobre diferentes. Isso provavelmente
se refere ao DMSO coordenando ao centro metdlico e, consequentemente, mudanga na

esfera de coordenacio, ou seja,
[Cu(bpy)(L2)(H20)]" + DMSO 2 [Cu(bpy)(L2)(DMSO)]* + H20
g=2,069 g=2,107

Em solucdio de DMSO congelada, 77 K, pode-se observar acoplamento
magnético entre dois centros de cobre, com sinal de 7 linhas, indicando forte interagdo
intermolecular entre as unidades estruturais, compativeis com interagdes do tipo T
stacking. Os sinais parecem corresponder a uma espécie com simetria axial e outra com

simetria rdmbica, cujos parametros determinados foram
espécie 1 (axial) gy =2,111; Ay=75 G e gL =2,069
espécie 2 (rombica) gx1 = 2,329; Axi = 103 G; g2 = 2,069 e g3 = 1,926.

Logo, pode-se inferir que a espécie 2 muda sua geometria do estado sélido para a solugdo
de DMSO saindo de um sistema isotrépico para um complexo rombico (X # y # z),
enquanto a espécie 1 € também isotrépica no estado s6lido e passa a ter geometria axial

em solu¢do de DMSO congelada.

Ja o complexo 8, apresenta indicativo de simetria axial alongada na fase sélida
que pode ser proveniente seja de geometria tetragonal ou piramidal, seja de tetraedro
distorcido. Os valores dos parametros para o complexo em fase solida sdo gy = 2,242 e
gn=2,071,a77 K; e gy =2,239 e gn= 2,076, a 298 K. Em solucao de DMSO pode-se
observar apenas um valor isotrépico a temperatura ambiente e, portanto, apenas uma
espécie com centro de cobre. Isso sugere que DMSO nio entrou na esfera de coordenagao
ou isso ocorreu de forma muito rapida. Ja no espectro da solug¢do a 77 K, foi observado

um sinal axial com valores de parametros g/ = 2,301; Ay =155 G e go = 2,083. O valor
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de g//Aj indica geometria tetragonal ou quadrada planar do complexo e nao foi observado

acoplamento entre dois centros metélicos de cobre.
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Figura 43: Espectros de RPE para o complexo 2, [Cux(phen)>(L1)(Cl0O4)2], registrados a

77 K, modular 15 G, (esquerda) em fase sélida e (direita) em solucio de DMSO

congelada. Requadros: Espectros de RPE no intervalo de 1000 a 2000 G.
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Figura 44: Espectros de RPE para o complexo 3, [Cux(bpy)2(L1)(ClO4)2(H20)],

registrados a 77 K, modular 15 G, (esquerda) em fase solida e (direita) em solugdo de

DMSO congelada. Requadros: Espectros de RPE no intervalo de 1000 a 2000 G.
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Figura 45: Espectros de RPE para o complexo 4, [Cux(dmp)2(L1)(ClO4)2(H20).],
registrados a 77 K, modular 15 G, (esquerda) em fase solida e (direita) em solugdo de

DMSO congelada. Requadros: Espectros de RPE no intervalo de 1000 a 2000 G.
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Figura 46: Espectros de RPE para o complexo 6, [Cu(phen)(L2)]2(ClO4)2, registrados a
77 K, modular 15 G, (esquerda) em fase sélida e (direita) em solucio de DMSO
congelada. Requadros: Espectros de RPE no intervalo de 1000 a 2000 G.
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Figura 47: Espectros de RPE para o complexo 7, [Cu(bpy)(L2)(H20)](Cl0Os), registrados
a 77 K, modular 15 G, (esquerda) em fase sélida e (direita) em solucdo de DMSO
congelada. Requadro: Espectro de RPE no intervalo de 1200 a 2000 G.
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Figura 48: Espectros de RPE para o complexo 8, [Cu(dmp)(L2)](ClOs), registrados a 77
K, modular 15 G, (esquerda) em fase sélida e (direita) em solu¢cdo de DMSO congelada.

Requadro: Espectro de RPE no intervalo de 1200 a 2000 G.
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Tabela 9: Parametros de RPE para os complexos 2, 3, 4, 6, 7 e 8, em fase sélida e em solu¢do de DMSO.

77K 298 K
Complexo Fase iso fodal g Ay Allgl gme A2 Ziso fodal o4 Zms2
2 — [Cuy(phen)s(L1)(C104)1] sélido 2,107 2,064 2,190 ; - 4210 - | 206 2066 2,189 -
2 — [Cux(phen)s(L1)(CIO)] soluggo em DMSO | 5 0gp . ; ; - 4173 - | 2099 - ; -
3 — [Cus(bpy)>(L1)(ClO4)>(H,0),] solido 2072 - - - - 4147 - | 2074 - - -
3~ [Cua(bpy)a(L1)(ClOg)x(H,0),] | SOlugdo emDMSO | 5 gg5 ; ; - 4172 - | 2096 - ; -
4 — [Cuz(dmp)a(L1)(Cl04)2(H20)s] solido 2,100 - - ; - 4156 - | 2003 - - -
4~ [Cup(dmp)a(L1)(ClOs)(H,0),] | SOlug@oemDMSO | 5 154 5080 2299 138G 1552 - - | 2125 - - -
2,220 2,247
6 — [Cu(phen)(L2)]2(C104), s6lido 2,068 2,075 ; - 4137 - | 2076 2,077 4,162
1,909 1,903
2,227
6 — [Cu(phen)(L2)]2(C104), solugio em DMSO | 2,074 2,068 ; - 4140 863 | 2073 - ; ;
1,926
7 — [Cu(bpy)(L2)(H,0)](ClOx) s6lido 2,060 - - - - - ~ 2063 - - -
2,083 2,069 2,111 75G ; 2,060 - ; -
7 — [Cu(bpy)(L2)(H20)](C10y) solu¢io em DMSO gl =2316 4,172 87,0
2,104  g2=2069 Al=103 - 2,107 - ; ;
03 =1,926
8 — [Cu(dmp)(L2)1(C1Os) sélido T 2071 2242 - - - - ~ 2076 2239 -
8 — [Cu(dmp)(L,)](CIOy) solugio em DMSO | 2,156 2,083 2301 155G 138 - - 2124 - - -

*Ay(em cm™) = 0,4668 x 10*.g;. Ay(em G)



6.6 DIFRACAO DE RAIOS X DE MONOCRISTAIS

A evaporagdo do sistema formado pela mistura de uma solucdo do complexo 2 em
DMSO, com uma solu¢do aquosa de KPFs e dlcool isopropilico, possibilitou a formagao
de monocristais de um complexo similar ao 2, identificado por 2.1. Monocristais do
complexo 6 foram obtidos pela difusdo lenta da solucdo, em DMSO, de 6 em acetona,

sem necessidade da mudanca na estrutura do contra-ion.

As medidas de difra¢do de raios X indicaram, em ambos os casos, tratar-se de
estruturas triclinicas, pertencentes ao grupo espacial P—1, sendo ainda observado, uma
unidade assimétrica para 6. Nas Figuras 49 e 50 sdo mostradas as estruturas determinadas

para2.1e6.

Os dados cristalogréficos coletados e o refinamento desses dados para 2.1 e 6 sdo
mostrados na Tabela 10. As Tabelas 11 e 12 apresentam os angulos e comprimentos de
ligacdo na esfera de coordenagcdo do cobre para ambos os complexos. As tabelas
completas, com todos os comprimentos e angulos de ligac@o para as estruturas de 2.1 e 6,

sdo apresentadas no Anexo 4, Tabelas A1-A4.

Nas duas estruturas apresentadas pode-se observar que o cobre(Il) encontra-se
pentacoordenado, com geometria piramidal quadratica levemente distorcida, onde os
ligantes bidentados encontram-se no plano basal. Como previsto, as antraquinonas, L1*
para 2.1 e L2 para 6, encontram-se desprotonadas. No plano basal, os comprimentos de
ligagdo Cu—N e Cu—O sdo préximos de 1,9 Aeos angulos entre os dtomos vizinhos

(N—Cu—-N, O—Cu—0 ou N-Cu—O) préximos de 90° em ambos os complexos.

Tons metdlicos de complexos contendo metais de transi¢io pentacoordenados,
podem ser descritos com geometria bipiramidal de base trigonal ou piramidal de base
quadrada. Baseando-se no indice de trigonalidade, T = (a — 8) / 60, onde O e 3 sdo os dois
maiores angulos de ligagdo em torno ion metélico, pode-se atribuir a geometria piramidal
de base quadrada perfeita se T = 0 e bipiramidal de base trigonal perfeita se T = 1
(ADDISON et al., 1984). Para o complexo 2.1 tem-se T= 0,103 para Cul e 1= 0,079 para

Cu2, enquanto para 6 tem-se T = 0,106 para Cul, ou seja, ambos os complexos apresentam
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centros metdlicos melhores descritos pelas geometrias piramidal de base quadrada
distorcida. Diversos outros complexos, com essa geometria tém sido descritos
(HERNANDEZ-GIL et al., 2014; STEINER et al., 2014; ANJOMSHOA et al., 2015; FU
etal., 2015; MA et al., 2015; DO COUTO ALMEIDA et al., 2016).

O complexo 2.1 é dinuclear com o ligante L1? em ponte. Cada fon cobre apresenta
uma ligacao axial alongada (aproximadamente 2,3 A) com o oxigénio de uma molécula
de DMSO. Embora a presenca do solvente tenha contribuido para a formacdo e
estabilizacdo dos monocristais desse complexo, deve-se destacar que a mudanga no
contra-ion (ClOs~ em 2 e PFs~ em 2.1) foi primordial, uma vez que ndo foram obtidos
monocristais de 2. Ainda assim, € relevante considerar que solucdes destes complexos

sdo equivalentes.

Para 6, as medidas de difracdo de raios X mostraram tratar-se de um dimero em
fase sélida que se forma a partir de uma ligacdo axial alongada (2,456(4) A) com o
oxigénio O3 da segunda antraquinona completando a pentacoordenagdo do ion cobre(II).

2* como centrossimétrico (Figura 50,

Pode-se considerar o cédtion [Cu(phen)(L2)]>
direita). O cadtion encontra-se ligeiramente escalonando e os angulos entre os planos
CuN202 e os dois ligantes bidentados sdo 10,0(3)° e 18,6(2)° para phen e L2,
respectivamente. Os dimeros estdo envolvidos em interagdes m-stacking resultando em

folhas bidimensionais de cétions paralelas ao plano ab (Figura 51).

c62

Figura 49: Representacdo da unidade estrutural determinada para o cation do complexo

2.1, [Cux(phen)2(L1)(DMSO)2]**. PFs~, contra-ion do complexo, foi omitido.
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Figura 50: Representacdo (esquerda) da unidade monomérica do complexo 6,

[Cu(phen)(L2)]ClO4, e (direita) de sua forma dimérica, ([Cu(phen)(L2)]2)**.

Figura 51: Interacdes n-stacking entre os dimeros [Cu(phen)(L2)]>** (6), com distAncias
representadas em A. Os pontos vermelhos representam centréides de anel, enquanto os

pontos roxos representam centros de ligacdes.
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Tabela 10: Dados Cristalograficos e Refinamento para determinacao das estruturas dos

complexos 2.1 ¢ 6

Complexo 2.1 —

Complexo 6 —
[Cux(phen)2(L1)(DMSO)2](PFe): [Cu(phen)(L2)](C104)
Férmula Empirica C42H34CuzF12N4O6P-2S2 Cy6H15N>07CICu
Massa molar / g mol™! 1171,87 566,39
Temperatura / K 200(2) 100,00(10)
Sistema Cristalino triclinico triclinico
Grupo espacial P-1 P-1
alA al/° 8,2269(5) 81,216(4) 8,9712(2) 111,230(2)
b/A B/ 12,0066(6) 80,918(4) 11,1760(3) 107,225(2)
c/A y/° 23,4212(12) 76,434(4) 12,3659(3) 94,580(2)
Volume / A3 2204,6(2) 1079,21(5)
zZ 2 2
P cale/ g cm 1,765 1,743
p/ mm! 3,713 3,064
F (000) 1180 574,0
Tamanho do cristal / mm? 0,120 x 0,060 x 0,010 0,210 x 0,076 x 0,055

Radiacdo
Faixa de 20 usado na

coleta de dados / °

Faixa de indices
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes

Completude / © = 62,590

Dados / restricdes /
parametros

Qualidade do ajuste sobre

FZ
Indices Residuais para I
>=26 (1)
Indices Residuais para

todos os dados

Maior diferenca
(pico/vale) / A3

MoK (A = 0,71073)
1,924 a 62,590

-8<h<9,-13<k<13,-26<1<26
21083
7034 [Rin: = 0,0436]

99,7 %

7034 /246 /697
1,107
R =0,0761; wR> = 0,2058
R; =0,0890, wR> =0,2155

-0,745 /1,498

CuKa (L =1,54184)
8,682 a 140,106

-10<h<10,-13<k<13,-15<1<15
22352
4085 [Rint = 0,0330; Rsigma = 0,0202]

4085 /444 /493
1,178
R; =0,0615; wR>=0,1268

R =0,0644, wR, = 0,1281

0,60/ -0,64
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Tabela 11: Comprimentos de ligacdo, em A, para os 4tomos na esfera de coordenacdo do
ion cobre(Il) na estrutura dos complexos 2.1 e 6. Os desvios sdo mostrados entre

parénteses e o sufixo ’ equivale ao menor componente de desordem.

Identifica¢do em 2.1 Comprimento / A Identifica¢do em 6 Comprimento / A
Cul-02 1,905 (4) Cul-02 1,886 (3)
Cul-01 1,910 (4) Cul-01 1,919 3)
Cul-N2 2,008 (5) Cul-N2 1,997 (5)
Cul-N1 2,015 (4) Cul-N1 1,982 (6)
Cul-05 2272 (5) Cul-03 2,456 (4)
Cu2-04 1,900 (4) Cul’-02’ 1,862 (10)
Cu2-03 1911 (4) Cul’-O1’ 1,931 (10)
Cu2-N4 2,006 (4) Cul’-N2’ 1,952 (13)
Cu2-N3 2,016 (5) Cul’-NT’ 1,996 (13)
Cu2-06 2,288 (4) Cul’-03’ 2,502 (17)

Operacgdes de simetria foram utilizadas para gerar &tomos equivalentes

Tabela 12: Angulos de ligacdo, em °, para os dtomos na esfera de coordenacio do fon
cobre(Il) na estrutura dos complexos 2.1 e 6. Os desvios sdo mostrados entre parénteses

e o sufixo * equivale ao menor componente de desordem.

Identificagdo em 2.1 Angulo /° Identificacdo em 6 Angulo /°
02-Cul-01 91,34 (17) 02—-Cul-01 91,55 (14)
02-Cul-N2 93.33 (18) 02-Cul-N2 90,75 (17)
01-Cul-N2 165.8 (2) 01-Cul-N2 176,00 (17)
02-Cul-N1 172,0 (2) 02—-Cul-NI1 169,64 (19)
0O1-Cul-NI1 91,33 (18) O1-Cul-N1 94,30 (17)
N2—-Cul-N1 82,36 (19) N2-Cul-N1 82,95 (18)
02—Cul-05 95,63 (19) 02-Cul-03 93,30 (15)
O1-Cul-05 97,4 (2) O1-Cul-03 88,80 (13)
N2-Cul-05 95,5 (2) N2-Cul-03 94,34 (16)
N1-Cul-05 91,52 (19) N1-Cul-03 95,35 (18)
04-Cu2-03 91,66 (16) 02’ -Cul’-0O1’ 92,6 (5)
04-Cu2-N4 92,61 (18) 02’-Cul’-N2’ 92,8 (6)
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03—-Cu2-N4

04-Cu2-N3

03-Cu2-N3

N4-Cu2-N3

04-Cu2-06

03—-Cu2-06

N4-Cu2-06

N3-Cu2-06

171,91 (19)
1672 (2)
92,45 (18)
81,96 (19)
93,34 (18)
94,65 (16)
91,95 (18)

98,41 (18)

O1’-Cul’-N2’

02’-Cul’-NTI’

O1’-Cul’-NTI’

N2’-Cul’-NT’

02’-Cul’-03’

O01’-Cul’-03’

N2’-Cul’-03’

NI’-Cul’-03’

1716 (8)
175.6 (6)
91,1 (6)
83,3 (6)
93,3 (5)
87,7 (5)
98,5 (8)

89,2 (7)

Operagdes de simetria foram utilizadas para gerar d&tomos equivalentes
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7 CoMPLEXOS DE COBRE(IT) COM AMINOANTIPIRINA E LIGANTES

N,N-DOADORES

Neste trabalho foram feitos estudos de atividade antitumoral de dez complexos de
cobre(Il). A sintese e a caracteriza¢do dos complexos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 foram descritas
e discutidas anteriormente. Os complexos 9 e 10 foram sintetizados e caracterizados por
andlise elementar, medidas condutimétricas, espectrometria de massas, espectroscopia
nas regides do infravermelho e do ultravioleta—visivel e por ressonancia paramagnética

eletronica, em parceria com a Professora Priscila Pereira Silva Caldeira, do CEFET-MG.

A Tabela 13 apresenta os teores experimentais e calculados de carbono,
hidrogénio, nitrogénio e cobre, bem como os valores de condutividades de solugdes
metandlicas dos complexos. Os teores de C, H, N e Cu obtidos experimentalmente para
9 e 10 estao de acordo, respectivamente, com as férmulas minimas CuC23H21N5Cl>O9 e
CuC21H21N5Cl1209. Os valores obtidos para as condutividades das solucdes indicam que
ambos os complexos sdo eletrdlitos 2:1, sugerindo que ClO4~ se comporta como contra-

ion em solu¢do (GEARY, 1971).

Tabela 13: Dados obtidos para as anélises elementares e condutimétricas dos complexos

9e10.

% C % H % N % Cu
Exp Exp Exp Exp N
MS/cm
(Calc.) | (Calc.) | (Calc.) | (Calc.)
9- [Cu(aap)(phen)(ClO4)2] 43,52 2,87 10,86 9,75
207,6*
MM = 645,89 g mol’! 42,77) | (3,28) | (10,84) | (9,84)
10- [Cu(aap)(bpy)(ClO4)2] 40,55 3,33 11,21 10,50
163,0%*
MM = 621,87 g mol™! (40,56) | (3,40) | (11,26) | (10,22)

* Determinadas em MeOH

A andlise dos espectros de infravermelho possibilitou obter informacdes

referentes ao sitio de coordenacdo do ligante aap ao ion metdlico. O ligante aap livre

(Figura 52) apresenta bandas em 3432 cm™ e 3326 cm™ referentes aos estiramentos
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assimétrico e simétrico do grupo —NH: e uma intensa banda em 1642 cm™ atribuida ao
estiramento da carbonila. Nos complexos essas bandas deslocaram para menores
frequéncias em relacdo ao ligante livre (3259 cm™, 3151 cm™ e 1618 cm™! para 9 (Figura
53); € 3269 cm™!, 3241 cm™ e 1623 cm! para 10 (Anexo 5 — Figura A30), evidenciando
a coordenacdo por esses sitios. Duas intensas bandas na regido 1111-1060 cm™!, em
ambos os complexos, podem ser atribuidas a presenca de fons ClO4~ na esfera de
coordenag¢do do fon metdlico. Os espectros ESI-MS(+) dos complexos, Anexo 5 —
Figuras A31 e A32, confirmaram esta proposi¢ao, com um sinal em m/z = 545 para 9 e
m/z = 521 para 10, atribuidos, respectivamente, a [Cu(aap)(phen)(ClO4)]* e
[Cu(aap)(bpy)(C104)]* e compativeis com as abundéncias isotépicas de >Cu / %Cu e 3Cl
/3Cl.

A presenca dos complexos em solucdo também foi estudada por espectroscopia
na regido do UV—Vis, onde foi possivel constatar deslocamento batocrdmico nas bandas
dos complexos em relagdo aos ligantes livres, e o aparecimento de bandas em 690 nm,
para 9 (Figura 54), e 660 nm, para 10 (Anexo 5 — Figura A33), atribuidas a transi¢cdes
d-d.

Os espectros de ressondncia paramagnética eletronica (Figura 55) de ambos os
complexos exibiram parametros espectroscépicos muito semelhantes e indicam tratar de
espécies octaédricas com distor¢des tetragonais, corroborando com a estrutura proposta,

alongada no eixo z (eixo de coordenacao do ion metdlico com ClO4").
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Figura 52: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000—-400 cm™') de aap, em

pastilha de KBr.
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Figura 53: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm™) do

complexo 9, [Cu(aap)(phen)(ClO4)2], em pastilha de KBr.
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Figura 54: Espectros eletronicos de solu¢des aquosas (esquerda) do complexo 9 (=) e

seus ligantes, aap (- ) e phen (— ), nas concentracdes (esquerda) 1,0 x 10° mol L' e

(direita) de 92 5,0 x 10> mol L.
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Figura 55: Espectros de RPE medidos (== ) e calculados (---) para os complexos

(esquerda) 9 — Cu(aap)(phen)(ClOs)2] e (direita) 10 — [Cu(aap)(bpy)(ClO4)2], registrados

a 9,443 GHz e 300 K, em fase sélida.
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8 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E INTERACAO COM ALVOS
NUCLEARES DE COMPLEXOS TERNARIOS DE COBRE(II) com

LIGANTES MISTOS

8.1 ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS COMPOSTOS NA LINHAGEM
K562

De acordo com o protocolo descrito na Se¢ao 5.2, as atividades citotéxicas dos
ligantes H2IL1, HL2, dmp e aap, e dos complexos 1-10, na linhagem K562, foram
determinadas. As citotoxicidades de bpy e phen, na mesma linhagem celular, foram
previamente determinadas pelo nosso grupo de pesquisa. As curvas dose-resposta,
inibicdo do crescimento celular, %, versus concentracdo de complexo, para os ligantes

livres e para os complexos sao mostradas no Anexo 6 — Figuras A34 — A37.

Os ligantes e os complexos inibem o crescimento das células tumorais testadas de
forma dependente das concentragdes. As concentracdes necessarias para inibir em 50% o
crescimento celular, Clso, sdo mostradas na Tabela 14. Os valores foram obtidos a partir
da média de trés experimentos independentes e apresentam desvios inferiores a 10%. Os
valores de Clso para a cisplatina e para [Cu(phen)2](ClO4)2, determinados pelo nosso

grupo de pesquisa na mesma linhagem celular, sao mostrados para efeito de comparagao.

A coordenagdo ao ion cobre(Il) aumenta a citotoxicidade em relacao aos ligantes
livres, uma vez que todos os complexos testados foram mais ativos que seus respectivos

ligantes.

O ligante N,N—doador interfere significativamente na atividade citotéxica como
pode ser observado pela comparagao dos valores de Clso para os complexos 2, 3 e 4, cuja
principal diferenca entre eles € a substitui¢do da phen, em 2, pela bpy em 3 ou a dmp em
4. O complexo 2, Clsp = 1,13 uM, € cerca de 14 vezes menos ativo que 4, Clso = 0,078
uM, e 9 vezes mais ativo que 3, Clso = 10,6 uM. De fato, phen, Clso = 3,17 uM, é cerca
de 18 vezes menos ativa que dmp, Clso = 0,175 uM, e 9 vezes mais ativa que a bpy, Clso
=30 uM. Situacdo andloga ocorre quando se compara a citotoxicidade de 6, 7 ¢ 8, em que

6, Clso = 1,84 uM, que apresenta phen como um dos ligantes, é cerca de 18 vezes menos
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ativo que 8, Clso = 0,099 uM e dmp na esfera de coordenag@o do fon metdlico, e 7 vezes
mais ativo que 7, Clso = 12,7 uM e bpy como ligante N,N—doador. Nota-se ainda que 9,
Cls0 = 1,8 uM e phen como um dos ligantes, é cerca de 14 vezes mais ativo que 10, Clso

=26 uM e bpy como ligante N,N—doador.

A antraquinona exerce papel importante na atividade citotéxica. De fato, os
complexos contendo antraquinonas, seja na auséncia da fenantrolina (complexos 1 e §)
ou em sua presenca (complexos 2 e 6) sdo mais ativos que [Cu(phen)2](ClO4)2. Merece
destaque ainda a coordenagdo de aap ao centro metélico, uma vez que o complexo 9,

[Cu(aap)(phen)(ClOs4)2], € cerca de duas vezes mais ativo que [Cu(phen)2](ClO4)a.

Vale ressaltar que os complexos 4 e 8 sdo cerca de 13 e 10 vezes, respectivamente,
mais ativo que a cisplatina, antitumoral amplamente utilizado na clinica médica. Ja os
complexos 1, 2, 5, 6 e 9 apresentam citotoxicidade compardveis a cisplatina na linhagem

celular testada.

Tabela 14: Valores de Clso para ligantes livres e complexos de cobre(Il) na linhagem
K562 com tempo de incubagdo de 72 horas. Os valores de Clsp para a cisplatina e

[Cu(phen)2](Cl04)> também sdo mostrados para efeito de comparacao.

Clso / Clso/
Composto Composto
pmol L1 pmol L-!
H:L1 2,1£0,2 4- 0,078 + 0,001
’ ’ [Cuz(dmp)2(L1)(C1O4)2(H20):] ’ ’
HL2 34+0,2 5 — [Cu(L2)>(H20),] 0,945 = 0,005
bpy 303 6 — [Cu(phen)(L2)](ClO4) 1,84 £ 0,07
dmp 0,175 + 0,005 7 — [Cu(bpy)(L2)(H,0)](ClOs4) 12,7+ 0,9
phen 3,17+ 0,05 8 — [Cu(dmp)(L2)](CIO4) 0,099 £ 0,001
aap <200 9 — [Cu(aap)(phen)(ClO4)s] 1,8 £0,2
1 - [Cu(HL1),] 1,0 £0,1 10 — [Cu(aap)(bpy)(ClO4),] 26 +3
2 — [Cua(phen)>(L1)(ClO4)s] 1,13 £0,04 cisplatina 1,0£0,1
3_

[Cus(bpy)a(L1)(ClOL)2(H:0)2] 10,0+ 0,9 [Cu(phen)2](ClO4)2 34+0,3
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8.2 DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE LIGACAO DNA-COMPLEXO

Baseando-se na premissa de que o DNA € o alvo intracelular primério dos agentes
antitumorais foi estudada, por espectroscopia na regido do UV-Vis, a interacdo dos

complexos 2,3,6,7,8,9¢ 10 com o c+—DNA.

Solugdes 10 mol L! do complexo 4, 7 e 8 sdo estdveis em tampdo TRIS-HCI,
pH = 7,2. Entretanto, estes compostos e ct-—DNA parecem formar um complexo ternario
insoluvel nesse meio, uma vez que a adicdo de ct-—DNA a solucdo de 4, 7 ou 8 conduziu
a precipitagcdo. Ao substituir o tampao TRIS—-HCI por DMSO:TRIS—-HCI 1:2 foi possivel
estabilizar os complexos 7-DNA e 8—DNA, mas ndo 4-DNA. Logo a interacdio de 7 ¢ 8
com ct—DNA foi realizada no meio DMSO:TRIS—-HCI 1:2. Teste controle evidenciou que

a banda do DNA nio sofre deslocamento, na regido do UV—Vis, nestas condig¢des.

As solucdes estoque, em DMSO, dos complexos 1 e § precipitaram ao serem
ressuspendidas em tampao TRIS-HCI, pH = 7,2, ou DMSO:TRIS-HCI 1:2, mesmo em
concentracdes da ordem de 10 mol L', inviabilizando o estudo da interacdo destes

complexos com 0 DNA em condic¢des proximas a fisioldgica.

Os espectros das solugdes dos complexos 2, 3, 6,7, 8,9 e 10 na regido do UV—Vis,
na auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de ct-—DNA sdo mostrados nas
Figuras 56—62. J4 a Tabela 15 , traz as concentragcdes de cada um dos complexos, bem

como a faixa de concentracio de c+—DNA utilizada em cada experimento.

A adi¢do de DNA induz a um efeito de deslocamento hipocromico (A = 530 nm
para 2; A = 529 nm para 3; A = 405 nm para 6; A =491 nm para 7; A = 403 nm para 8; A
=273 nm para 9 e A = 300 nm para 10), indicando que os compostos estudados formam
complexos terndrio com o0 DNA. Os pontos isosbésticos também podem ser observados
(A =558 nm e 472 nm para 2; A = 574 nm e 465 nm para 3; A = 529 nm para 6; A = 540

nm para 7; A = 450 nm para 8; A =237 nm para 9 e A = 283 nm para 10).

A forca da ligagdo entre complexo e cz—DNA podem ser estimadas pelo célculo

da constante de ligacdo, K, calculada de acordo com a equacgao
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[DNA]  [DNA] 1

Eq — & (g — &) K(ea— &)

na qual [DNA] € a concentragdao, em mol L', de DNA por nucleotideo; €, € razdo entre a
absorvancia e concentracdo do complexo; &t € o coeficiente de extingdo do complexo livre
e & € o coeficiente de extingdo do complexo em sua forma totalmente ligada. Os valores

de K podem ser obtidos pela razdo inclinacao / intercepto no grafico [DNA] / (€. — &)

versus [DNA].

Os valores das constantes de ligacao para os complexos 2, 3, 6,7, 8, 9 e 10 foram,
respectivamente, 2,24 x 10% 2,07 x 10* 2,75 x 10% 1,90 x 10* 6,38 x 10%, 3,50 x 10* e
8,60 x 10°. Pode-se observar que todos os complexos testados apresentaram K da ordem
de 10*. Complexos ternarios de cobre(II) contendo como um dos ligantes phen ou bpy
com valores de K para DNA—complexo na faixa de 10* a 10° ja foram reportados (PATRA
et al., 2005; RAO; PATRA; CHETANA, 2007; SILVA et al., 2011).
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Figura 56: Espectro de absorco na regido do UV—Vis da solugio 1,0 x 10 mol L™! do

complexo 2 e concentragdes de DNA variando de 0 a 2,0 x 10 mol L! em tamp@o

TRIS-HCI, pH = 7,2, I = 50 mmol L' — Requadro: [DNA] / (€, - &) versus [DNA].
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Figura 57: Espectro de absorcio na regido do UV—Vis da solugdo 1,0 X 10* mol L™ do
complexo 3 e concentracdes de DNA variando de 0 a 2,3 x 10“ mol L! em tampio

TRIS-HCI, pH = 7,2, I = 50 mmol L' - Requadro: [DNA] / (€. - &) versus [DNA].
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Figura 58: Espectro de absorcio na regido do UV—Vis da solugiio 2,0 x 10 mol L™! do
complexo 6 e concentragdes de DNA variando de 0 a 4,0 x 10 mol L! em tamp@o

TRIS-HCI, pH = 7,2, I = 50 mmol L' — Requadro: [DNA] / (€, - &) versus [DNA].
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Figura 59: Espectro de absorco na regido do UV—Vis da solugiio 2,0 x 10 mol L™! do

complexo 7 e concentracdes de DNA variando de 0 a 3,3 x 10* mol L' em DMSO/
TRIS-HCI, 1:2, pH = 7,2, I = 50 mmol L!- Requadro: [DNA] / (€. - &) versus [DNA].
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Figura 60: Espectro de absorcio na regido do UV—Vis da solugdo 2,0 X 10* mol L™ do
complexo 8 e concentracdes de DNA variando de 0 a 5,0 x 10 mol L' DMSO/
TRIS-HCI, 1:2, pH = 7,2, I = 50 mmol L!- Requadro: [DNA] / (€. - &) versus [DNA].
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Figura 61: Espectro de absorcdo na regido do UV—-Vis da solugio 2,0 x 10 mol L do
complexo 9 e concentragdes de DNA variando de 0 a 7,4 x 10 mol L! em tampio

TRIS-HCI, pH = 7,2, I = 50 mmol L! — Requadro: [DNA] / (€, - &) versus [DNA].
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Figura 62: Espectro de absorcio na regido do UV—Vis da solugio 4,0 X 10 mol L™ do

complexo 10 e concentracdes de DNA variando de 0 a 2,4 x 10 mol L' em tampio

TRIS-HCI, pH = 7,2, I = 50 mmol L' - Requadro: [DNA] / (€. - &) versus [DNA].
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Tabela 15: Concentracao das solugdes dos complexos, faixa de concentracao de DNA e
valores das constantes de afinidade complexo—DNA usados no estudo da interagdo dos

complexos com o ct-—DNA por espectroscopia na regido do UV—Vis

. Valores das
~ Faixa de
Concentracao do ~ Constantes de
Complexo concentracao do .
complexo / mol L1 /“DNA / mol L-! ligacao
- mol L~
¢ complexo—-DNA

2 1,0 x 10 0-2,0x10* 2,24 x 10*
3 1,0 x 10 0-23x10* 2,07 x 10*
6 2,0 x 10 0-4,0x10* 2,75 x 10*
7 2,0 x 10 0-33x10* 1,90 x 10*
8 2,0 x 104 0-5,03x10* 6,38 x 10*
9 2,0 X 107 0-8,0x107 3,50 x 10*
10 2,0 x 107 0-2.4x107 8,60 x 107

8.3 MEDIACAO DA TOPOISOMERASE NA RELAXACAO DO DNA

Topoisomerase, topo, € uma enzima nuclear essencial que desempenha
importantes fungdes associadas a problemas topoldgicos na replicacdo e transcri¢do do
DNA e frequentemente, recebe grande atencdo no que tange as células tumorais
(CHAMPOUX, 2001; LEE; TAN; NG, 2016). A habilidade em afetar a atividade dessa
enzima ou gerar danos mediados por essa enzima constitui uma estratégia eficaz para a

terapia do cancer (SALERNO et al., 2010).

Ensaios de relaxacdo do DNA constituem métodos robustos na intercalagao de
pequenas moléculas ao DNA, mais genericamente, na investigacio da relacdo
DNA-farmaco. Esses ensaios também podem contemplar a mudanca no sentido da volta
super—helicoidal do DNA, induzida pela topo, em virtude das propriedades intercaladoras

DNA-complexo (PEIXOTO; CHRISTIAN; DAVID-CORDONNIER, 1998).
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Considerando que o DNA superenovelado € relaxado pela ativac@o enzimética da
topo, com produgdo de topoisdmeros de DNA relaxado e que estes topoisOmeros migram
mais lentamente que o DNA superenovelado em gel de agarose (DAS, P. et al., 2014),
foram feitos ensaios, combinando topo e pCUI19 na auséncia e na presenca dos
complexos, para verificar o efeito de 2, 3, 4, 6, 9 ¢ 10 na intercalacio do DNA. Os

resultados sdo mostrados as Figuras 63 e 64.
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Relaxada —
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Superenovelada _:
Volta super-helicoidal
Topoisomerase I
o) - .
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Superenovelada —,
‘Volta super-helicoidal
© Topoisomerase 1
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Figura 63: Relaxacdo do DNA, induzido pela topo I, na presenca de concentragdes
crescentes dos complexos (a) 2, (b) 3, (¢) 4 e (d) 6. pUC19 foi previamente incubado com
concentracdes crescentes do composto indicado para, entdo, ser tratado com a topo. O
DNA controle (linha da esquerda) foi tratado de forma similar, mas na auséncia da topo
I e do complexo. O sentido da volta super-helicoidal do DNA esta representado pelos
simbolos + ou —.

94



@) Topoisomerase I

[Cu(aap)(phen)(CIO,),

Superenovelada —,

‘Volta super-helicoidal
Topoisomerase I
(b) - .
[Cu(aap)bpy)K(ClO,),
2 48w R w mgoo008878 %
o (=) S d o 1 N d N th o N & O

Superenovelada
‘Volta super-helicoidal

Figura 64: Relaxacdo do DNA, induzido pela topo I, na presenca de concentragdes
crescentes dos complexos (a) 9 e (b) 10. pUCI19 foi previamente incubado com
concentracdes crescentes do composto indicado para, entdo, ser tratado com a topo. O
DNA controle (linha da esquerda) foi tratado de forma similar, mas na auséncia da topo
I e do complexo. O sentido da volta super-helicoidal do DNA esta representado pelos

simbolos + ou —.

Uma unidade de topo pode converter a forma superenovelada de pCU19 (linha a
esquerda) na forma totalmente relaxada (Figuras 63 e 64, linha a direita). Ao adicionar
complexo ao sistema contendo pCU19 e topo, a completa relaxacdo do DNA, na forma
circular aberta, ocorre nas concentracdes de 5,0; 10,0; 7,5; 7,5; 5,0 e 50,0 umol L para
2,3,4,6,9 e 10, respectivamente. Esses resultados mostram que os complexos 2, 3, 4, 6
e 9, mesmo a baixas concentragdes, podem inibir a atividade enzimatica da topo pela fraca
ligacdo da topo ao DNA. J4 o complexo 10, se mostrou um fraco intercalador, uma vez
que é necessdria a adi¢io de 50,0 umol L' para converter a forma superenovelada de

pCU19 em sua forma circular.
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8.4 INTERCALACAO COMPLEXO-DNA POR MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

A interacdo entre DNA e complexo metalico pode ocorrer de diferentes maneiras,

as quais incluem intercalacdo entre os pares de bases e complexo e associa¢do ao sulco.

Brometo de etidio (Eb), um conhecido intercalador classico do DNA, € fracamente
fluorescente, mas essa fluorescéncia aumenta consideravelmente quando ele intercala
dois pares de bases adjacentes na dupla hélice do DNA. Na presenca de fortes
intercaladores, Eb pode ser deslocado dos sitios do DNA e, com isso, levar a extin¢gdo da

fluorescéncia.

Objetivando verificar a habilidade dos complexos 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 8 em intercalar o
DNA foi feito o estudo da interacdo destes complexos com ct—DNA por espectroscopia
de fluorescéncia, utilizando como sonda fluorescente o Eb. Em estudos prévios, nosso
grupo de pesquisa verificou que 8 umol L' de Eb satura os sitios de ligacdo de ct-—DNA
a 10 umol L! (SILVA et al., 2010). Os espectros da intensidade de fluorescéncia versu.s
comprimento de onda para o sistema contendo Eb e cz—~DNA e concentragdes crescentes

do complexo analisado sdo mostrados nas Figuras 65-70.

A andlise dos espectros revela que a fluorescéncia diminui com a adi¢do de
complexo, evidenciando que 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 8, que ndo exibem fluorescéncia nas condi¢des

do experimento, sdo capazes de competir com Eb na intercalacdo com o DNA.

A habilidade dos complexos em intercalar o DNA podem ser justificadas
considerando a planaridade dos ligantes. De fato, moléculas contendo croméforos
arométicos podem se inserir entre pares de bases consecutivas (PEIXOTO; CHRISTIAN;
DAVID-CORDONNIER, 1998). A habilidade das antraquinonas em intercalarem o
DNA, por intera¢des n—n stacking e dipolo-dipolo com o DNA, e inibirem a atividade da
topoisomerase também foi previamente reportada (MUELLER; STOPPER, 1999; ROSSI
etal., 2010, DAS, P. et al., 2014).
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Figura 65: Efeito do aumento da concentragdo de 2, variando de 0 a 5,15 X 10° mol L,

na intercalacdo do Eb aos pares de bases adjacentes do DNA. [DNA] = 10 pmol L' e

[Eb] = 8 pmol L', ambas em tampao TRIS—HCI, pH = 7,2. A excitagio = 546 nm e razdes

molares [complexo]:[DNA] de a = 0,28; b = 0,32; ¢ =0,36; d = 0,40; e = 0,44; f = 0,48;

g=0,52.

400

Intensidade de Fluorescéncia

600 60 700 750
Comprimento de onda / nm

Figura 66: Efeito do aumento da concentragdo de 3, variando de 0 a 5,93 X 10° mol L',

na intercalacdo do Eb aos pares de bases adjacentes do DNA. [DNA] = 10 pmol L' e

[Eb] = 8 pmol L', ambas em tampao TRIS—HCI, pH = 7,2. A excitagio = 546 nm e razdes

molares [complexo]:[DNA] de a = 0,20; b = 0,24; ¢ = 0,28; d = 0,32; e = 0,36; f = 0,40;

g=0,44;h=0,48;1=0,52; j =0,56; k = 0,60.
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Figura 67: Efeito do aumento da concentragdo de 4, variando de 0 a 2,88 X 10 mol L',
na intercalagio do Eb aos pares de bases adjacentes do DNA. [DNA] = 10 pmol L' e
[Eb] = 8 umol L' ambas em tampao TRIS—HCI, pH = 7,2. A excitacio = 546 nm e razoes
molares [complexo]:[DNA] de a = 0,00; b = 0,08; c =0,16; d = 0,24; e = 0,40; f = 0,56;
g=0,72;h=0,88;1=1,12;j=1,36; k=1,76;1 =2,16; m = 2,56; n = 2,96.
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Figura 68: Efeito do aumento da concentragdo de 6, variando de 0 a 8,83 X 10 mol L',

na intercalacdo do Eb aos pares de bases adjacentes do DNA. [DNA] = 10 pmol L' e

[Eb] = 8 pmol L', ambas em tampao TRIS—HCI, pH = 7,2. A excitagio = 546 nm e razdes

molares [complexo]:[DNA] de a =0,00; b =0,28; ¢ =0,68; d =1,08; e = 1,48; f = 1,88;

g=2,28,h=348;1=4,08;j=4,88; k=5,68;1=6,48; m =7,28; n = 8,08; 0 = 9,68.
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Figura 69: Efeito do aumento da concentragdo de 7, variando de 0 a 1,14 x 10* mol L,

na intercalacdo do Eb aos pares de bases adjacentes do DNA. [DNA] = 10 pmol L' e

[Eb] = 8 pmol L', ambas em tampao TRIS—HCI, pH = 7,2. A excitagio = 546 nm e razdes

molares [complexo]:[DNA] de a = 0,00; b = 0,40; ¢ = 0,80; d = 1,20; e = 1,60; f = 2,00;

g=2,80; h=3,80;1=5,00;j=6,40; k=8,00;1=9,60; m=11,2; n=12,8.
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Figura 70: Efeito do aumento da concentragdo de 8, variando de 0 a 1,38 X 10* mol L,

na intercalacdo do Eb aos pares de bases adjacentes do DNA. [DNA] = 10 pmol L' e

[Eb] = 8 pmol L', ambas em tampao TRIS—HCI, pH = 7,2. A excitagio = 546 nm e razdes

molares [complexo]:[DNA] de a = 0,00; b = 0,40; ¢ = 0,80; d = 1,20; e = 1,60; f = 2,40;

g=3,20; h=4,40;1=5,60;j=7,20; k=8,80; 1 =10,4; m = 12,8; n = 16,0.
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8.5 CLIVAGEM OXIDATIVA DE DNA DE PLASMIDEO

A habilidade dos complexos 2, 3, 4, 6, 9 e 10 em promover danos oxidativos ao
DNA foi estudada por eletroforese em gel de agarose, em presenca de L-ascorbato de

sodio. As imagens geradas no transiluminador sao mostradas na Figura 71.

Em sua forma intacta, o DNA de plasmideo, pUC19, é encontrado sob a forma
superenovelada (FI). Na presenca de um agente nucledsico adequado, FI pode ser
convertida em formas relaxadas, circular aberta (FII) ou linear (FIII). FI, FII e FIII
apresentam diferentes velocidades eletroforésicas em gel de agarose, sendo a migracao
de FI relativamente rapida, a de FII lenta, e a de FIII intermediéria (SILVA et al., 2011;
DAS et al., 2014).

Pode-se observar que pUC19, em sua forma superenovelada é relaxado pelo
complexo 2 na forma circular aberta a 1,0 umol L'}, na forma linear a 2,5 umol L' e
completamente degradado a 5,0 pmol L'}, em condicdes fisiolégicas, 37 °C e pH = 7,2,
ap6s 30 minutos de reacdo (Figura 71 (a, linhas 3-5)). Ja os complexos 3,4, 6, 9 ¢ 10,
relaxam pUC19 de FI para FIl a 5,0 pumol L' 2,5 pmol L' 2,5 pmol L'25 pmol L'le
5,0 umol L!; para FIIT a 10 umol L!; 5,0 pmol L!; 5,0 umol L'; 5,0 umol L' e 10,0
pmol L ea completa degradagdo ocorre a 20 umol L7535 pumol L'75 pmol L:75
umol L!; e 12,5 umol L! respectivamente. A atividade nucledsica de 2 é maior que 4, 6
e 9, as quais sdo mais altas que 3 e 10. Esses resultados estdo em concordancia com as
atividades citotoxicas, uma vez que os valores de Clso para os complexos 2, 3, 6, 9 ¢ 10
sdo, respectivamente, 1,13; 10,6; 1,84; 1,8 e 26 umol L na linhagem celular testada.
Entretanto, as atividades nucleésicas de 4, 6 ¢ 9 sdo muito préximas, mas o valor de Clso
para o complexo 4 € cerca de 23 vezes maior que o de 6 ou 9, sugerindo que a atividade
citotoxica de 4 deve envolver, além do DNA, outros alvos celulares. Complexos de
cobre(Il) com antraciclinas que produzem pequenas quantidades de ERO’s com efetivo

potencial antitumoral t€m sido descritos (SANTINI et al., 2014; DAS et al., 2014).

A fim de certificar que a atividade nucledsica dos complexos testados ocorre pelo
mecanismo oxidativo e, neste caso quais sdo as ERO’s predominantes envolvidas nessa
atividade, foi investigado o perfil dos complexos frente a sequestradores de ERO’s
especificos (Figura 71). Em trabalhos prévios, Molphy, Slator e colaboradores
confirmaram que os sequestrantes de ERO’s testados nio apresentam nenhum impacto na
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conformagdo de pUC19, nas condi¢des do experimento (MOLPHY et al., 2015; SLATOR
et al. 2016). Na Tabela 16 sao mostrados os sequestradores de ERO’s usados e as

equagdes que representam suas reacoes radicalares envolvidas.

Os resultados sugerem que O2"~ € a espécie radicalar predominante envolvida no
padrdo de cisdao do DNA promovida pelos complexos 2 e 10, uma vez que tiron previne
consideravelmente a completa degradacdo do DNA (Figura 71 (a) e (f)). Para o complexo
3, (Figura 71 (b)), a ERO mais importante envolvida na cisao do DNA parece ser O>"",
embora outras espécies, tais como H>O», !0, e *OH, também parecam estar envolvidos,
uma vez que a completa degradacio do DNA nio foi observada, até 40 umol L' de 3,
frente a nenhum sequestrador testado. Na atividade nucledsica de 4 ¢ 9 (Figura 71 (¢) e
(e)), a produgdo das espécies HoO> e OH® parecem ser igualmente importantes, uma vez
que os sequestrantes KI e DMSO apresentam efeitos semelhantes. Para o complexo 6, a

atividade nucledsica diminui na presenca de tiron e aumenta com NaN3.

Tabela 16: Sequestradores de ERO’s utilizados para determinar o perfil dos complexos
2,3,4,6,9 e 10 em suas atividades nucledsicas e equacdes que representam as reagcoes

radicalares envolvidas.

Sequestrador | ERO Equacao da Reacao Radicalar Referéncia
KI H>0> 2 KI + HO2—» 2 KOH + I,
(FRANCO;
NaNj3 102 102+ N3 = [027°N3'] — 027+ N3* | PANAYIOTIDIS;

CIDLOWSKI, 2007)

. (SLATOR et al.,
Tiron (TH>) 0~ TH: + O + HY = TH® + H20»
2016; TAIWO, 2008)
(CH3)2SO + "OH - CH3SO2H + (BURKITT;
DMSO *‘OH

‘CHs MASON, 1991)
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@) [Cuy(phen),(L)(CIO,), +KI +NaN, +Tiron +DMSO
B |

(c) [Cu,(dmp),(L1)(C10,), +KI +NaN, +Tiron +DMSO
——

(d) [Cu(phen)(L2)|(CIO,) +KI +NaN, +Tiron +DMSO
— - ——

(e) Cu(aap)(phen)(ClO,), +KI +NaN, +Tiron +DMSO
———— e e

®  Co@appy)cioy), K +NaN, +Tiron +DMSO
- —

Figura 71: Clivagem oxidativa de DNA de plasmideo, pUC19, na auséncia e na presenca
de sequestradores de ERQO’s, apds 30 minutos de incubagdo, a 37°C, pH = 7,2, na auséncia
e na presenca de concentracdes crescentes dos complexos (a) 2 (0,5; 1,0; 2,5 ¢ 5,0 pmol
L1, (b) 3 (5,0; 10; 20 e 40 umol L), (c) 4 (2,5; 5,0; 7,5 e 10 pmol L), (d) 6 (1,0; 2,5;
5,0 e 7,5 pmol L"), ()9 (2,5;5,0;7,5¢ 10 pmol LYe )10 (2,5;5,0;10,0e 12,5 Mmol
L. Linha 1 — pUC19; linhas 2-5 — complexo metalico; linhas 6-9 — complexo metélico
+ 10 mmol L' KI; linhas 10-13 — complexo metdlico + 10 mmol L' NaN3; linhas 14-17
— complexo metdlico + 10 mmol L! tiron; linhas 19-21 — complexo metélico + 10%

DMSO.
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9 CARACTERIZACAO FiSICcO-QUIMICA DO COMPLEXO TERNARIO DE
GALIO(IIT) coM 0OS LIGANTES 1,4-DIIDROXIANTRACENO-9,10-

DIONA E 1,10-FENANTROLINA

O complexo 11 foi caracterizado por anélise elementar, medidas de condutividade,
espectroscopia vibracional, espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis e de
fluorescéncia, espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear. A estrutura

proposta para 11 esta representada na Figura 72.

(NO3),. 4 H,O

Figura 72: Estrutura proposta para 11, [Gaz(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NOs)2 . 4 H2O.

9.1 ANALISE ELEMENTAR E MEDIDAS DE CONDUTIMETRIA

A Tabela 17 apresenta os teores de carbono, hidrogénio, nitrogé€nio e gélio, bem
como o valor de condutividade molar para o complexo 11. Os teores de C, H e N obtidos
experimentalmente estdo de acordo com a férmula minima Ga2C3sH34NsO22 e
apresentam desvios inferiores a 3%. O valor obtido para a condutividade molar da solu¢do
1,00 x 10 mol L'!, em DMF, do complexo 11 indica tratar-se de eletrdlito 1:2 (GEARY,
1970). Este resultado indica que, por unidade estrutural, dois fons NO3;~ se comportam

como contra-ion, enquanto outros dois parecem estar coordenados aos centros metalicos.
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Tabela 17: Dados obtidos para as andlises elementares e condutimétrica do complexo 11

% C % H % N % Ga

N/

Ex Ex Ex Ex
p p p p uS/cm

(Calc.) | (Calc.) | (Calc.) | (Calc.)

11- [Gax(phem)a(L1 H
[Gaa(phen)oLDHINOsL(FHLORT 1)y 50 | 599 | 1007 | 1296
(NO3)2.4 H.0 162,5

MM = 1094.11 g mol! 41,71) | 3,13) | (10,24) | (12,74)

9.2 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Objetivando verificar o sitio de coordenagdo do complexo 11 com HzLL1 e phen,
11 e os ligantes foram estudados por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho. A Figura 73 apresenta o espectro de absorciio na regido de 4000 cm™ a
400 cm! para o complexo 11. Os espectros dos ligantes livres sdo mostrados nas Figuras
29 e 30. Na Tabela 18 estdo apresentadas as atribuicdes de algumas frequéncias, em cm’
I, referentes as bandas caracteristicas e importantes envolvendo os ligantes livres e o

complexo 11. As atribui¢des foram feitas com base em trabalhos previamente publicados

(SADEEK; EL-HAMID, 2016; XUAN; WANG; WANG, 2011).

A andlise do espectro de 11 (Figura 73) revela a existéncia de duas bandas finas
e intensas, em 1544 cm™! e 1523 ¢cm™', caracteristicas do estiramento C=0, as quais foram
atribuidas a presenca de H2LL1. Houve deslocamento de 87 cm™! (de 1631 cm! para 1544
cm) e 68 cm™ (de 1591 cm™ para 1523 cm™) para menor frequéncia em relacdo ao
ligante livre, além de ndo ter sido verificada a presenca de banda fina e intensa préximo
de 1631 cm™ e/ou 1591 cm™, sugerindo a inexisténcia de carbonila livre na amostra
analisada. Estes resultados suportam a proposta de estrutura apresentada na Figura 72,

em que o ligante L12~ se coordena a dois fons metélicos.

O fon NOs™ livre apresenta uma banda simétrica em 1355 cm™ (KLOPROGGE et
al., 2002). No espectro de 11 pode-se observar uma banda fina e ndo simétrica em 1384

cm’!, além de outra banda em 1432 cm™!, que foi atribuida a presenca do fon NOs™. A

104



perda de simetria pode ser justificada considerando a coordenagdo desse ion ao centro
metélico e como consequéncia, mudang¢a no grupo pontual de NO3™. De fato, as medidas
condutimétricas revelaram tratar-se de um complexo 2:1, e, portanto, dentre os quatro
ions NOs3~ por unidade estrutural de 11, dois devem estar coordenados aos centros

metélicos. J4 a banda em 1432 cm™! pode ser atribuida seja ao estiramento dos fons

nitratos livres seja ao estiramento de C=N da phen.

Uma banda larga e intensa, caracteristica do estiramento H-OH em 3382 cm’!

também pode ser observada no espectro de 11, permitindo concluir que existem moléculas

de dgua na estrutura desse complexo.
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Figura 73: Espectro vibracional na regiio do infravermelho (4000—-400 cm™) do

complexo 11, [Gax(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)2. 4H20O, em pastilha de KBr.
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Tabela 18: Atribuicio de frequéncias, cm™!, na regidio do IV (4000—-400 cm™') dos ligantes

H>L1 e phen e do complexo 11, [Gax(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)2 . 4H>0.

Frequéncias dos estiramentos em cm’!
Composto
v (OH) v (CH) v (C=0) v (C-0) v (C=N) | v(NO3)
HyL1 - 3012 1631 1257 - -
3432 3060
hen - - 1422 -
P (H:0) 2988
3382 3097 1544
11 * 1432 1384
(H20) 3064 1523

* Parece sobreposta.

9.3 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-

VISIVEL

A presenca do complexo 11 em solucdo foi evidenciada a partir de estudos via
espectroscopia na regidao do UV—Vis. Os espectros de absorcao registrados para 11, nas
concentracdes 1,0 X 10# mol L' e 1,0 x 10 mol L'! estdo representados na Figura 74.
A Tabela 19 mostra as bandas de maior intensidade de 11 e seus ligantes, H2L1 e phen,

bem como os coeficientes de absortividade molar.

Para a phen, em DMSO, pode-se observar uma banda intensa em 265 nm,
atribuida a transi¢do 1M — T (BRATERMAN; SONG; PEACOCK, 1992; SILVA et al.,
2011). Ja o ligante H>LL1 exibe quatro bandas de absor¢do na regido de 250-500 nm
devido a absorc¢des de tipom — T e n — T¢* (MACHATOVA et al., 2016). As bandas
sd0 muito sensiveis seja a desprotonagdo do grupo fendlico, seja a coordenacio a ions

metélicos (PEREIRA et al., 1993).

No complexo pode-se observar uma banda de alta intensidade em 519 nm,
atribuida a presenca de Hz2LL1. Esta sofreu um deslocamento batocrdmico de 41 nm. A
banda intensa em 265 nm € consequéncia da sobreposicdo dos ligantes phen e Hz2LL1
presentes na esfera de coordenacdo do gélio. J4& o ombro em 558 nm foi atribuido a

transferéncia de carga do ligante para o ion metalico.
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Figura 74: Espectros eletronicos de solugdes, em DMSO, do complexo 11 (— ) e seus
ligantes, HoL1 (--- ) e phen ( —), nas concentracdes (esquerda) 1,00 x 10% mol L' e

(direita) 1,00 x 10 mol L.

Tabela 19: Bandas de maior intensidade, na regiao do UV-Vis (250-700 nm) dos
ligantes HoLL1, phen e do complexo 11.

Amax / e/ Amax / e/
Composto Composto
nm L mol! cm! nm L mol! cm!
478 7.34 x 103 558 6,96 x 10°
H:L1

257 2,56 x 10* " 519 8,55 x 10°
488 6,88 x 10°

phen 265 3,58 x 10*
265 8,68 x 10*

9.4 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A fluorescéncia, fenomeno de curta duragao ([J 1-10% ), é decorrente da transi¢ao
entre estados eletronicos de mesma multiplicidade de spin e pode ocorrer em complexos
metdlicos com agentes quelantes (VALEUR; BERBERAN-SANTOS, 2001; CONTE,

2009), tais como antraquinonas e fenantrolina.
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A Figura 75 mostra os espectros de emissao de fluorescéncia do complexo 11,
em diferentes solventes. Quando excitado, 11 exibe uma banda de emissao referente a
transicdo m — 7*, caracteristico de ligantes arométicos. Essa banda, comprimento de
onda maximo de emissdao em A = 589 nm em DMSO, é sensivel a variacdo do solvente.
O ombro, comprimento de onda maximo de emissdo em A = 608 nm em DMSO, foi
atribuido a transferéncia de carga do metal para o ligante, e é sensivel a variacdo do

solvente.
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Figura 75: Espectro de emissdo de fluorescéncia do complexo 11, a 6,0 X 10 mol L,
cm (_) DMSO, )\excitagﬁo = 520 Ilm; (_) MeOH, )\excitagﬁo = 520 Ilm; ("'") DMSO_TRIS
1:3, pH = 7,2, )\excitagﬁo = 490 nm; € ( """" ) TRIS, pH = 7,2, )\excitagﬁ() = 470 nm.

9.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A Figura 76 apresenta o espectro de massas, no modo positivo, de uma solucao
metandlica do complexo 11. Fragmento do espectro, bem como a distribui¢do isotdpica
simulada para o principal pico, compativel com a abundancia isotdpica do gélio é

mostrado no Anexo 2, Figura A23.
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De acordo com a proposta de estrutura apresentada, a massa para a unidade
estrutural mais abundante de 11 é 1094,03 u. Esta massa subtraida de dois ions NOs3",
contra-ions do complexo, e das moléculas de 4gua de solvatacao resulta em 898,01 u para
o cétion bivalente [Gax(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2]**. Entretanto, nenhum pico m/z =
449,01 foi encontrado. Uma proposta plausivel € a fragmentagdo do complexo, nas

condi¢Oes do experimento, conforme representado por
[Gaz(phen)2(L1)(NO3)2(H20)21** eon) + NO3™(MeoH) —
[Ga(phen)(L1)]*meon) + Ga(NO3)30meon) + phen (veon) + 2 HoOmeon)

Isso levaria a um pico m/z = 486,01. De fato, a andlise do espectro de 11 revela a
existéncia de um pico m/z = 486,01 que apresenta boa correlagdo com a distribui¢do
isotépica caracteristica de °Ga/’!Ga e com as massas calculadas com o auxilio do

programa computacional LCMS Postrun Analysis (Figura A23).
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Figura 76: Espectro ESI(+)-MS do complexo 11, [Gax(phen)2(L1)(H20)2(NO3)2](NO3)2
4H>0, em MeOH.

Os picos m/z =298,05 e 383,09, também encontrados no espectro de 11, ndo foram
compativeis com a distribuicdo isot6pica caracteristica de %°Ga/’'Ga, e, portanto, foram

atribuidos a fragmentacao do ligante ou a formag¢ao de adutos com solvente.
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9.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Solucdes, em DMSO ds, do complexo 11 também foram estudadas por RMN
mono e bidimensional COSY de 'H, RMN de '>C e DEPT135 e RMN bidimensional
HSQC de 'H-!3C. As Figuras 77 a 81 apresentam os espectros obtidos. Os espectros
monodimensionais de RMN de 'H e '3C dos ligantes sdo mostrados no Anexo 7 (Figuras

A38-A41).

9.5 9.0 85 8.0 7.5
Deslocamento Quimico / ppm

7.44

L |

11.5 10.5 9.5 85 7.5 6.5 5.5 4.5 35 2.5 1.5 0.5
Deslocamento Quimico / ppm

Figura 77: Espectro de RMN de 'Hde 11, [Gax(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)2.4 H-0,
em DMSO ds.
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Figura 78: Mapa de contorno COSY de 11, [Gax(phen)2(L1)(NOs3)2(H20)2](NO3)2.4
H>0, em DMSO ds.
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Figura 79: Espectro de RMN de "°C de 11, [Gax(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)2.4H-0,
em DMSO de
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Figura 80: Espectro de RMN DEPT135 de 11, [Gax(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)s.
4H>0, em DMSO ds

- -0 = . - 0
b . . - .= C:>(/:- '//,“5
T e ) . od
9] Qo ° o _& ° ‘ oo -
o' oot e QS 120
{8.0,124.8 ce
o = F125 g_
>y
<
-|F130 S
E
L =]
) o s - _Cé‘\.\ P 135 g
8.8,139.21/<° @ < -
{a % _K\:\:)r = _° 140 g
. K 2 . L
Q.. > g
o, o 2
. o ¢ AF145 =3
Ooo e A??“(Delcﬁ e oo 5
B - TR SR e | 57 = , =}
> = > o DD o Ty Y 0 & = L2, .
c)_ @ w)_ /?\> '(J (=4 ' : - - - 7150
= -'\-:,; o - . . e o0 Le o;j. . R
- IS . . B . . - . e o€ . o .0
o O = B ‘ o -|F155
. : Tt = . B v B ’ °. o o=
£ s o . e C e Pt oL TS . ’
v~ = 4 . P © N c . ) . L
T T T ﬁ\ T T T T T T T T T T T 1 160
9.2 8.9 8.6 83 8.0 7.7 7.4

Deslocamento quimico / ppm

Figura 81: Mapa de contorno HSQC de 11, [Gax(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)2.4H>0,
em DMSO de.
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A Figura 82 apresenta a estrutura dos ligantes livres e do complexo 11 com a
identificacdo, por letras genéricas em vermelho, de cada um dos atomos de
carbonos/hidrogénio e a Tabela 20, os deslocamentos quimicos observados para os

hidrogénios/carbonos dos ligantes livres, phen e H2LL1, e do complexo 11.

Complexo 11

Figura 82: Estrutura dos ligantes livres, phen e H:LL1, e do complexo 11 com a

identificacao™ de cada um dos dtomos de C/H

* Os dtomos de carbono foram identificados por letras genéricas representadas em vermelho.

Os deslocamentos quimicos observados para phen e H2LL1 foram atribuidos com
base no banco de dados SDBS '"H NMR SDBS n° 4917HSP-46-253 '3C NMR SDBS n°
4917CDS-11-202 e no simulador ACD / CNMR:D Spectrum.

A andlise da Figura 77 revela a existéncia de 7 sinais no espectro de RMN 'H,
dos quais 4 foram atribuidos a presenca de phen e 3 a presenca de L1%~. Como o ligante
L1 estd em ponte entre dois ifons metédlicos, apenas trés sinais de hidrogénios sdo
quimicamente distintos. A andlise da Figura 79 corrobora com a proposta do complexo
dinuclear, uma vez que foram observados 13 sinais no espectro de RMN de *C. As
atribui¢des dos deslocamentos quimicos para os atomos de H e C foram realizadas por
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similaridade com os ligantes livres e correlagdes dos espectros e mapas de contorno

apresentados nas Figuras 77-81.

Por comparacdo com o espectro da phen, o sinal de '"H em 9,20 ppm, do complexo
11, foi atribuido ao “H.”. O mapa de contorno COSY (Figura 78) evidencia a correlacao
entre os deslocamentos em 9,20 e 7,99 ppm e, portanto, o sinal em 7,99 ppm foi atribuido
ao “Hy”. Este, por sua vez, se correlaciona com o sinal em 8,78 ppm, que foi atribuido ao
“H.”. Na Figura 78 também ¢ possivel observar a correlacdo entre os sinais em 8,18 e
8,27 ppm, que foram atribuidos a 'H da quinona. Como o efeito de blindagem é mais
pronunciado em “Hy,”, o sinal em 8,18 ppm foi atribuido a ele, enquanto o sinal em 8,27
ppm, atribuido a “H;”. Pela andlise conjunta entre os espectros dos ligantes e de 11, os

sinais em 8,54 e 7,44 ppm foram atribuidos a “H¢” e “Hy”, respectivamente.

A correlacdo entre os espectros de '°C e DEPT135 do complexo 11 (Figuras 79 e
80), e dos ligantes (Figuras A39 e A41), permitiu identificar os carbonos assinalados
pelas letras genéricas “d”, “g”, “i”, “” e “k”, uma vez que seus sinais, presentes no
espectro de '>C, ndo aparecem no espectro de RMN DEPT135. Os valores dos

deslocamentos quimicos sao mostrados na Tabela 20.

A andlise do mapa de contorno HSQC do composto 11 (Figura 81) mostra a
correlagdo entre os sinais 9,20 e 148,7 ppm; 8,78 e 139,5 ppm; 8,54 ¢ 127,8 ppm; 7,99 e
124,77 ppm; 7,44 e 129,4 ppm, atribuidos, portanto, aos dtomos identificados pelas letras
“a”, “c”, “7, “b” e “h”, respectivamente. J4 os deslocamentos observados para os dtomos

identificados por “I” e “m” foram atribuidos por comparacao aos dos ligantes.

Comparando-se os valores de deslocamento quimico dos ligantes livres com os do
complexo (Ad), apesar de ndo haver uma variagdo muito grande, a coordenagdo do galio
acarreta diferencas em torno de 1 ppm nos carbonos da fenantrolina e em torno de 0,5

ppm nos carbonos da antraquinona.
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Tabela 20: Deslocamentos quimicos de 'H e *C observados para os ligantes phen e

H:L1 e para complexo 11.

Complexo 11

Identificacdo o/ppm o/ ppm 5/ 5/
H/C phen H:L1 ppm Ad ppm Ad
H C H C H H C C

a 9,10 150,4 - - 9,20 | 40,10 | 1487 -1,7
b 7,76 123,8 - - 7,99 | 40,23 | 124,77 | +0,9
c 8,47 136,7 - - 8,78 | +0,31 | 139,5 | +2,8
d - 128,9 - - - - 129,1 +0,2
e - 145.9 - - - -
f 7,96 127,1 - - 8,54 | +0,58 | 127,8 | 40,7
g - - - 157,2 - - 156,7 -0,5
h - - 7,42 129.,8 | 7,44 | +0,02 | 1294 -0,4
i - - - 113,1 - - 112,6 -0,5
J - - - 187,1 - - 186,7 | -0,
k - - - 133,4 - - 132,9 -0,5
1 - - 7,97 127,2 | 8,27 | +0,30 | 126,7 -0,5

m - - 8,25 135,6 8,18 -0,07 135,1 -0,5
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10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO COMPLEXO

TERNARIOS DE GALIO(III) COM LIGANTES MISTOS

10.1 ESTUDO DA CITOTOXICIDADE DO COMPOSTO 11 NA LINHAGEM K562

Segundo os procedimentos descritos na Se¢do 5.2, a atividade citotéxica do
complexo 11, na linhagem K562, foi determinada. A Figura 83 apresenta a curva dose-
resposta, inibicdo do crescimento celular, %, versus concentracdo de complexo 11

administrada.
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Figura 83: Curva dose-resposta do complexo 11, [Gax(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)2

. 4 H>O. O griéfico foi construido com a média de trés experimentos independentes.

A curva mostra que 11 inibe o crescimento das células tumorais testadas de forma
dependente da concentracdo. Os valores foram obtidos a partir de trés experimentos
independentes e apresentaram desvios de 10%. A concentrac@o necessdria para inibir o
crescimento celular em 50% foi 1,0 umol L' (Tabela 21). Os valores de Clso para H2L1
(Secao 8.1), phen e cisplatina, determinados nas mesmas condi¢cdes experimentais,

também sdo mostrados para efeito de comparacao.

A coordenagdo ao fon galio(IIl) aumenta a citotoxicidade em relacdo a H2LL1 e

phen, uma vez que o complexo 11 € cerca de duas vezes mais ativo do que Hz2LL1 e trés
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vezes mais ativo do que a phen. Vale a pena ressaltar que o efeito de 11 ¢ igual ao da

cisplatina, antitumoral amplamente utilizado na clinica médica.

Tabela 21: Valores de Clso para os ligantes livres e o complexo 11 na linhagem celular
K562 com tempo de incubacao de 72 horas. O valor de Clso para a cisplatina também &

mostrado para efeito de comparagao.

Composto ClIso / pmol L!
H.L1 2,1+0,2
phen (SILVA et al., 2011) 3,17+ 0,05
11 — [Gax(phen)>(L1)(NO3)2(H20):](NO5), . 4 H,0 1,020,1
cisplatina (MEDEIROS, 2011) 1,0+0,1

10.2 DETERMINACAO DA CONSTANTE DE LIGACAO DNA—-COMPLEXO 11

Em virtude da elevada citotoxicidade do complexo 11, foi estudado, por

espectroscopia na regido do UV—Vis, a interacao de 11 com ct—DNA.

O espectro da solucdo do complexo 11, na regido do UV—Vis, na auséncia e na
presenca de concentragdes crescentes de ct-—DNA € mostrado na Figura 84. A Tabela 22
traz a concentracdo de 11, bem como a faixa de concentracdo de DNA utilizada no

experimento.

A adigdo de ct—DNA induz a um efeito de deslocamento hipocromico em A =475
nm, indicando que 11 forma complexo terndrio com o DNA. Um ponto isosbéstico €
observado em A = 533 nm. A forca da ligagdo entre o complexo e ct-—DNA pode ser
estimada conforme apresentado na Sec¢ao 8.2. O valor da constante de ligacio 11-DNA

foi 3,77 x 10*. Complexos de galio(III) capazes de interagir com o DNA, com valores de
constate de ligacdo da ordem de 10*, tém sido descritos (MEDEIROS, 2011; BECKFORD
etal.,2016).
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Figura 84: Espectro de absorc¢io, na regido do UV—-Vis, da solugio contendo 6,3 x 10
mol L do complexo 11, em tampao TRIS-HCI:DMSO, 2:1, pH = 7,2, I = 50 mmol L!
e concentragcdes de DNA variando de 0 a 5,6 x 10 mol L™! — Requadro: [DNA] / (&, - &)
versus [DNA].

Tabela 22: Concentracdo do complexo 11 e faixa de concentragcdo de DNA usado no

estudo da interagdo do complexo com ct—DNA por espectroscopia na regiao do UV—-Vis

Concentragdo de 11/ Faixa de concentracio de Valor da constante de

mol L! ct=DNA / mol L! ligagao DNA-11

6,26 x 10 0-5,6x10" 3,77 x 10*
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11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO COMPLEXO DE

NIOBIO

11.1 ESTUDO DA CITOTOXICIDADE DO COMPOSTO 12 NA LINHAGEM K562

Segundo os procedimentos descritos na Se¢do 5.2, a atividade citotéxica do
complexo 12, na linhagem K562, foi determinada. A Figura 85 apresenta a curva dose-
resposta, inibi¢do do crescimento celular, %, versus concentracio de complexo 12

administrada.
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Figura 85: Curva dose-resposta do complexo 12, NbO>(OH)O;' ~. O grifico foi

construido com a média de trés experimentos independentes.

A curva mostra que 12 inibe o crescimento das células tumorais de forma
dependente da concentracdo. Os valores foram obtidos a partir da média de trés
experimentos independentes e apresentaram desvios inferiores a 10%. A concentragdo
necessdria para inibir o crescimento celular em 50% foi (25 + 2) umol L'!. A sintese do

oxohidréxido de nidbio, seguida do tratamento com H>O> aumenta significativamente a

119



citotoxicidade do complexo, uma vez que oxalato de niobato(V) e amdnio ndo apresentou

atividade citotéxica satisfatéria até 100 umol L' na linhagem celular testada.

11.2 ESTUDO DA FOTOCITOTOXICIDADE DO COMPOSTO 12 NA LINHAGEM
K562

Conforme discutido na sec¢ao 1.3, a terapia fotodinamica (TFD) vem ganhando
espaco na terapia contra o cancer. A fotoativacdo de um composto, tal como ocorre com
o complexo 12, leva a producdo de ERO’s que iniciam uma série de eventos que
desencadeiam a morte celular. A ativacao seletiva de luz permite a destrui¢ao preferencial
de um tecido tumoral frente aos tecidos saudaveis (HOWERTON; HEIDARY; GLAZER,
2012). Essa premissa foi a motivagao para verificar o efeito fotocitotéxico de 12. De fato,
estudos envolvendo o corante organico azul de metileno (AM) confirmaram que o

complexo 12 gera ERO’s sob radiacdo (PEREIRA-MAIA et al., 2018).

Segundo os procedimentos descritos na Secao 5.3, a atividade fotocitotéxica do
complexo 12, na linhagem K562, foi determinada. Os resultados mostraram que 12, ap6s
4 horas de incubagdo, inibe o crescimento das células tumorais de forma dependente da
concentracdo (Figura 86). As concentragdes necessdrias para inibir o crescimento celular
em 50% foram 6,2 pmol L!, para as amostras irradiadas e 30 pmol L™! para ensaios feitos
no escuro. O valor de Clso para 12 (Se¢ao 11.1) ap6s 72 horas de incubacdo também foi
mostrado para efeito de comparagdo. A atividade citotéxica de 12 aumenta 5 vezes apds
a irradiacdo por 5 minutos. Esta maior atividade, associada a baixa toxicidade dos
compostos de nidbio coloca o complexo como um candidato para a TFD. Ha poucos
compostos de niébio descritos na literatura com atividade citotoxica.
K3[Nb(Asc)(02)3].4H>0 é moderadamente ativo em células de leucemia humana, HL60,
mas ndo apresenta atividade citotéxica satisfatéria em células de leucemia mieloide
cronica  (THOMADAKI et al, 2011). Clusteres contendo Nb28, tal como
Nai2[H24{Nb4sOs(OH)4} {NbcP2W 12061 }4].24H20, mostrou inibir o crescimento de
linhagens de células de cancer de mama, MCF-7, com valores de Clso de 5,21 umol L,

apo6s 48 h de incubacao (ZHANG, D. et al., 2014).
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A fotocitotoxicidade do complexo 12 também foi avaliada frente ao AM. Esse
estudo foi baseando na capacidade de interagio AM-12 e na premissa do azul de
metileno, um corante que ao ser ativado com laser vermelho € ativo contra muitos tipos
de tumores, ser um agente fotosenzibilizador usado na TFD (TARDIVO et al., 2005;
GONTIO et al., 2017).

Inicialmente foi verificado que a exposi¢do a luz UV—-A, em 365 nm e 610 pW
cm2, ndo afeta a atividade citotéxica do AM, na linhagem K562, uma vez que os valores
de ClIso das amostras irradiadas e sem irradiar sdo equivalentes (Tabela 23). Entdo,
conforme procedimentos descritos na Secao 5.3, a fotocitotoxicidade do AM, na
linhagem K562, foi avaliada na presenga de 6,5 umol L! de 12. Foi verificado que 0 AM
tem seu efeito duplicado na presenca do complexo (Tabela 23). Estes resultados indicam
que 12 é um promissor candidato na TFD, sozinho ou combinado com outros agentes

sensibilizadores tais como o corante azul de metileno.
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Figura 86: Efeito fotocitotéxico do complexo 12, NbO2(OH)O;" =, apds 4 horas de
incubacgdo, na auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de 12, (barras pretas)
sem exposicao a radiacao e, (barras vermelhas) ap6s 5 minutos de exposi¢ao a radiacdo

UV-A. Os gréficos foram construidos com a média de trés experimentos independentes.
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Tabela 23: Valores de Clso para o complexo 12, AM, e 12 + AM, na linhagem celular

K562 com tempo de incubagdo de 4 horas, fotoirradiada e sem irradiacdo. O valor de Clso

para 12 apés 72 horas de incubacdo, na mesma linhagem celular, também foi mostrado

para efeito de comparagao.

Composto Condicao Experimental ClIso / pmol L!
4 h de incubacio - Fotoirradiada 6.2+ 0.4
12 — NbO»(OH)O>" - 4 h de incubacio — Teste controle 30+2
72 h de incubagado 25+2
4 h de incubacio - Fotoirradiada 7.0%0,5
AM
4 h de incubacdo — Teste controle 73 +0.4
4 h de incubacio - Fotoirradiada 30+0,1
12 + AM
4 h de incubacdo — Teste controle 63+03
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12 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados 11 complexos metdlicos, sendo
10 contendo o ion cobre(Il) e 1 contendo o fon galio(III). Os complexos sintetizados e um

peroxocomplexo de nidbio(V) foram estudados quanto as suas atividades citotoxicas.

Dois complexos de cobre(Il) contendo uma antraquinonas, HoLL1 ou HL2,
[Cu(HLT1)2] (1) e [Cu(L2)2(H20)2] (5), foram caracterizados por andlise elementar,
medidas condutimétricas e espectroscopia vibracional. As sinteses de 1 e 5 objetivaram a
determinacdo de suas atividades citotoxicas para comparagdo com as atividades dos

complexos inéditos de cobre(II).

Seis complexos terndrios de cobre(Il) contendo uma antraquinona (H2L1 ou HL.2)
e um ligante heterociclico o,0—diimina (phen ou bpy ou dmp), [Cuz(phen)2(L.1)(ClO4)2]
(2);  [Cua(bpy)2(L1)(Cl04)2(H20)2]  (3);  [Cuza(dmp)2(L1)(CIO4)2(H20)2]  (4);
[Cu(phen)(L2)](C104) (6); [Cu(bpy)(L2)(H20)](Cl04) (7); e [Cu(dmp)(L2)](C104) (8),
foram caracterizados por andlise elementar, medidas condutimétricas, espectroscopia
vibracional, espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis, RPE e ESI-MS. As
diferentes técnicas de caracteriza¢do apresentaram boa correlagdo entre si corroborando
para as estruturas propostas. Um complexo similar ao 2, [Cuz(phen)2(LL1)(dmso)2](PFs)2

(2.1) e 6 tiveram suas estruturas determinadas difracdo de raios X de monocristais.

Os complexos 2, 3 e 4 sao dinucleares, como o ligante desprotonado, L1%, em
ponte. As medidas de RPE evidenciaram acoplamento entre os centros de cobre(Il) em

fase solida. J4 os complexos 6, 7 e 8 sio mononucleares.

As medidas de difracdo de raios X mostraram que 2.1 e 6 apresentam o fon
metdlico com geometria piramidal quadratica distorcida, onde os ligantes bidentados
ocupam o plano basal. A pentacoordenac¢do do ion metélico se completa por uma ligacao
na posicao axial ao oxigénio, seja de uma molécula de DMSO em 2.1, seja por outra
antraquinona (L27) em 6. Embora 2 e 2.1 sejam ligeiramente diferentes, acredita-se que
os cdtions dos dois complexos tenham mesma geometria, apenas com a substitui¢do do
ion ClO47, da posi¢do axial de 2, por DMSO em 2.1. Acredita-se que essa modifica¢io
seja pouco importante em solucdes dos complexos, uma vez que as medidas

condutimétricas e ESI(+)-MS mostraram que ClO4~ ndo se encontra coordenado em
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solucdo. O complexo 6 apresenta-se como um dimero em fase sélida. A correlacio entre
as técnicas de caracterizagdo utilizadas indica que, em solu¢do, 6 se apresenta como
monomero. Medidas condutimétricas evidenciam tratar de um eletrélito 1:1, além disso,

o pico do espectro ESI(+)-MS é compativel com [Cu(phen)(L2)]*.

Na estrutura proposta para 8 foi considerado que o fon metdlico encontra-se
pentacoordenado com o oxigénio de outro L2™ na posi¢ao axial do cobre(II), similarmente
ao observado para 6. Ja nas estruturas propostas para 3, 4 e 7 foi considerado que cobre(II)
apresenta geometria octaédrica distorcida, com os ligantes bidentados nas posicoes
equatoriais. ClO4~ e H20 completam a coordenagdo do ion metdlico em 3 e 4, enquanto
o0 oxigénio, de outro L27, e H,O completam de 7. De fato, medidas de RPE indicam tratar

de complexos octaédricos em fase sélida.

A presenca dos complexos em solu¢do foi evidenciada por ESI-MS,
espectroscopia na regido do UV-Vis e medidas de RPE em solu¢do de DMSO. Nos
espectros ESI(+)-MS, os principais sinais foram atribuidos a [Cux(phen)(L1)]**;
[Cux(bpy)2(L1)J**;  [Cua(dmp)a(L1)]*; [Cu(phen)(L2)]*;  [Cu(bpy)(L2)]*;
[Cu(dmp)(L2)]* para 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 8, respectivamente. As bandas de absorcdo de maior
intensidade na regido do UV-Vis, referentes aos ligantes livres, foram encontradas
deslocadas nos espectros dos complexos e, para os compostos dinucleares, um ombro na

banda principal foi atribuido a transferéncia de carga do ligante para o fon metélico.

Dois complexos mistos de cobre(Il) contendo aap e phen ou bpy, identificados por
9, [Cu(aap)(phen)(ClO4)2], e 10, [Cu(aap)(bpy)(ClOs)2], também foram sintetizados e
caracterizados por andlise elementar, medidas condutimétricas, espectroscopia
vibracional, espectroscopia eletronica na regido do UV—Vis, RPE e ESI-MS. A correlagdo
entre os resultados encontrados permitiu propor que a geometria para o cobre(Il) é
octaédrica com os ligantes bidentados nas posicdes equatoriais e os fons ClOs~ nas
posicdes axiais. A coordenagiio aap-Cu'' ocorre com formacdo de um anel de 5 membros
envolvendo o oxigé€nio e o nitrogé€nio externos aos anéis do ligante. A existéncia dos
complexos em solu¢do foi evidenciada por ESI-MS e espectroscopia na regidao do
UV-Vis. Os espectros ESI(+)-MS apresentaram sinais principais compativeis com
[Cu(aap)(phen)(ClO4)]* e [Cu(aap)(bpy)(ClO4)]" para 9 e 10, respectivamente. Os

espectros de absorvancia versus comprimento de onda, na regido do UV—Vis mostraram
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um deslocamento batocrdomico nas bandas dos complexos em relagdo aos ligantes livres,

além de uma banda, préximo de 700 nm, atribuida a transi¢cdes d—d.

Todos os complexos de cobre(Il) sintetizados sdo citotéxicos para células de
leucemia mieloide cronica, K562, com valores de Clsg de 1,0; 1,13; 10,0; 0,078; 0,945;
1,84; 12,7; 0,099; 1,8 e 26 umol L! para os complexos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9 ¢ 10,
respectivamente, apds incubacgdo das células por 72 horas. A coordenagdo ao ion metélico
aumenta a atividade citotoxica dos ligantes livres. Os complexos 4 e 8, que apresentam
dmp como um dos ligantes, foram os mais ativos, como valores de Clso cerca de 10 vezes
menores em relacdo a cisplatina (Clso = 1,0 pmol L}, na mesma linhagem celular),
antitumoral amplamente utilizado na clinica médica. Os complexos 1, 2, 5, 6 ¢ 8
apresentaram valores de citotoxicidade proximos a cisplatina. Os complexos contendo
bpy, 3, 7 e 10, se mostraram menos ativos, entretanto, seus valores de Clso sdo da mesma
ordem de grandeza da carboplatina, antitumoral, a base de platina, também utilizado na

clinica médica.

Os complexos inéditos de cobre(Il) sdo capazes de interagir com ct—DNA e
apresentam constantes de afinidade DNA—complexo da ordem de 10*. O efeito dos
complexos 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 8 na intercalagdao ao DNA também foi verificado utilizando Eb
como sonda florescente. Todos os complexos testados sdo capazes de substituir o Eb na
intercalacdo ao DNA, com valores de constantes de afinidade aparente DNA—complexo

da ordem 107-10°.

A habilidade dos complexos 2, 3, 4, 6, 9 ¢ 10 em danificar o DNA de plasmideo,
pUC19, foi estudada por eletroforese em gel de agarose. Todos os complexos sdo capazes
de danificar o DNA, com atividade nucledsica seguindo a ordem 2 > 4 [16 [19 > 10 > 3.
A adicdo de sequestradores de ERO’s mostrou que esta atividade nucledsica ocorre via
mecanismo oxidativo com geracao de diferentes ERO’s. A espécie O’ ~ parece ser gerada
por todos os complexos, uma vez que o sequestrador tiron exerceu significativo impacto

nos danos que os complexos testados causaram ao pUC19.

Os complexos 2, 3, 4, 6, 9 ¢ 10 também foram avaliados quanto a capacidade em
inibir a atividade da topoisomerase. Os resultados mostraram que 2, 3,4, 6 ¢ 9, mesmo a
concentracdes menores ou iguais a 10 pmol L™, sdo capazes de inibir a atividade da topo.

Apenas o complexo 10 se mostrou um intercalador muito fraco ao DNA, uma vez que é
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necessaria a adicdo de 50 umol L'! para converter a forma superenovelada de pCU19 em

sua forma circular.

A alta atividade citotoxica, bem como a interacio com alvos celulares, dos
complexos mistos de cobre(Il) contendo antraquinonas e ligantes N,N—doadores
possibilitou o depdsito da patente intitulada “Complexos heterolépticos de cobre(II),
processo de obtencao, composi¢des farmacéuticas e uso”, nimero BR 10 2018 013398 5.
Um manuscrito com a sintese, caracterizacdo e atividade bioldgicas destes complexos
encontra-se em fase final de elaboracdo para submissdo em periddico internacional

QUALIS/CAPES.

A completa caracterizacdo dos complexos 9 e 10, aliada a alta citotoxicidade de 9
também possibilitou a publicacdo do artigo intitulado “Exploring the DNA binding,
oxidative cleavage, and cytotoxic properties of new ternary copper(Il) compounds
containing 4-aminoantipyrine and N,N-heterocyclic co-ligands” no Journal Molecular

Structure.

Um complexo de gilio contento H>LL1 e phen, identificado por 11, também foi
sintetizado e caracterizado por andlise elementar, medidas condutimétricas,
espectroscopia vibracional, espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis e de
fluorescéncia, ESI-MS e RMN. A correlagdo entre as técnicas indicou tratar-se de
[Gaz(phen)2(L1)(NO3)2(H20)2](NO3)2. 4 H2O. Pela andlise do espectro de 1V, na regido
de 4000-400 cm™, de 11, foi possivel atribuir o deslocamento das principais bandas de
ambos os ligantes, evidenciando sua presenca em fase sdlida. O espectro ESI(+)-MS
mostrou um sinal principal atribuido a [Ga(phen)(L1)]*, indicando que nas condigdes do
experimento, 11 sofre cisdo para formar a espécie mononuclear. Entretanto, a andlise dos
espectros de RMN 'H, 13C, DEPT135 e mapas de contorno COSY e HSQC apresentaram
quantidades de sinais compativeis com a estrutura proposta para o complexo dinuclear.
As bandas de absor¢ao de maior intensidade, na regiao do UV—Vis, referentes aos ligantes
livres, sofreram deslocamento batocrémico no espectro do complexo, além do surgimento
de nova banda, atribuida a transferéncia de carga do ligante para o ion metdlico. 11 é
fluorescente e a intensidade da fluorescéncia € afetada pela natureza do solvente. O
complexo 11 € ativo contra células de leucemia mieloide cronica, linhagem K562, com

valor de Clso de 1,0 umol L', mesmo valor encontrado para a cisplatina, na mesma
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linhagem tumoral. 11 € capaz de interagir com o DNA, com constante de afinidade 3,77

x 10%.

Peroxocomplexos, tais como o complexo 12, destacam-se pelo fato de a sintese
ocorrer em condi¢cdes brandas, apresentarem alta solubilidade em dgua e atividade
relativamente baixa na auséncia de luz. 12 apresentou atividade citotdxica cerca de cinco
vezes maior ao ser irradiado, com valor de Clsp igual a 6,2 pumol L. Sua fotoativagio,
que foi comprovada por espectroscopia na regido do UV—Vis, pode ser justificada pelo
tratamento de NbO2(OH) com H>O:. A presenca de 6,5 umol L™ do complexo 12 duplica
o efeito fotocitotéxico do azul de metileno, um agente sensibilizador utilizado na TFD.
12 se mostrou, portanto, um promissor candidato na TFD, sozinho ou combinado com
outros agentes sensibilizadores. Vale ressaltar ainda, que sdo raras as descricdes na
literatura de complexos de ni6bio com atividade citotoxica e, até a publicacdo do artigo
“Peroxoniobium Inhibits Leukemia Cell Growth” no RSC Advances, o qual descreve os
resultados obtidos para o complexo 12, nenhum outro complexo de niébio fotocitotéxico

havia sido descrito.

Acredita-se que a conclusdo de um trabalho de doutorado € certamente um marco
na vida académica. Entretanto, este marco ndo finda a produ¢do académica da tese. Nesse
contexto, pretente-se, como perspectivas complementares ao trabalho, a verificacdo da
atividade dos complexos de cobre(Il) em células sauddveis além do estudo da interagao
destes complexos com outros alvos bioldgicos. Considerando a fluorescéncia exibida pelo
complexo 11, pretende-se verificar sua possivel utilizagdo como marcador bioldgico.
Espera-se sintetizar e caracterizar outros complexos metédlicos de galio(IIl) com
antraquinonas e ligantes N,N—doadores, verificar suas atividades citotéxicas além de suas
interacdes com alvos bioldgicos especificos. Considerando ainda a atividade do
peroxocomplexo de niébio(V), pretende-se estreitar a parceria estabelecida com o Prof
Luiz C. A. Oliveira objetivando ndo apenas estudar a interacdo de 12 com outros alvos

celulares como também estudar a atividade antitumoral de outros complexos de niébio.
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14 ANEXO 1 - ESPECTROS VIBRACIONAIS NA REGIAO DO

INFRAVERMELHO DOS COMPOSTOS CONTENDO ANTRAQUINONAS
E/OU LIGANTES N,N-DOADORES
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Figura Al: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm) do
complexo 3, [Cuz(bpy)2(L1)(ClO4)2(H20)], em pastilha de KBr.
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Figura A2: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm) do

complexo 4, [Cuz(dmp)2(L1)(ClO4)2(H20)2], em pastilha de KBr.
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Figura A3: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm) do

complexo §, [Cu(L2)2(H20):], em pastilha de KBr.
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Figura A4: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm™) do
complexo 6, [Cu(phen)(L2)](ClOs4), em pastilha de KBr.
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Figura A5: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm™) do
complexo 7, [Cu(bpy)(L2)(H20)](ClO4), em pastilha de KBr.
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Figura A6: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm™) do

complexo 8, [Cu(dmp)(L2)](ClO4), em pastilha de KBr.
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Figura A7: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000—400 cm™) de HL2,
em pastilha de KBr.
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Figura A8: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm™) de bpy,
em pastilha de KBr.

L \ \
25 s
[%3
(S} ~
2 ]
w
| &
=~
@ e th
: ISR &
z 3
= )
& N
®
Q
X
=
el
s
[~
N
(=}
B Y A S RS B
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

‘Wavenumber (cm-1)

Figura A9: Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000-400 cm™) de

dmp.H20, em pastilha de KBr.
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15  ANEXO 2 — FRAGMENTOS DOS ESPECTROS DE MASSAS ESI-MS(+)
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Figura A10: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 2, atribuido a
[Cuz(phen)2(L1)]** em ACN:MeOH e (Direita) Distribuicdo isotépica para a espécie

[Cuz(phen)2(L1)]** simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun

Analysis.
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Figura A11: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 2, atribuido a
[Cu(phen)(HL1)]* em ACN:MeOH e (Direita) Distribuicdo isotdpica para a espécie
[Cu(phen)(HL1)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun

Analysis.
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Figura A12: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 3, atribuido a
[Cuz(bpy)2(L1)]** em MeOH e (Direita) Distribuicio isotdpica para a espécie
[Cuz(bpy)2(L1)]** simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun

Analysis.
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Figura A13: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 3, atribuido a
[Cu(bpy)(HL1)]* em MeOH e (Direita) Distribui¢do isotOpica para a espécie
[Cu(bpy)(HL1)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun
Analysis.
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Figura A14: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 3, atribuido a
[Cua(bpy)2(L1)(ClO4)]* em MeOH e (Direita) Distribui¢do isotdpica para a espécie
[Cua(bpy)2(L1)(ClO4)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS

Postrun Analysis.
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Figura A15: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 4, atribuido a
[Cuz(dmp)2(L1)]** em MeOH e (Direita) Distribuicio isotdpica para a espécie
[Cuz(dmp)2(L1)]** simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun

Analysis.
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Figura A16: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 4, atribuido a
[Cu(dmp)2]* em MeOH e (Direita) Distribui¢do isotdpica para a espécie [Cu(dmp)2]*

simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun Analysis.
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Figura A17: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 4, atribuido a
[Cu2(dmp)2(L1)(CI04)]* em MeOH e (Direita) Distribui¢do isotopica para a espécie
[Cua(dmp)2(L1)(ClO4)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS

Postrun Analysis.
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Figura A18: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 6, atribuido a
[Cu(phen)(L2)]* em ACN:MeOH e (Direita) Distribui¢do isotOpica para a espécie

[Cu(phen)(L2)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun

Analysis.
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Figura A19: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 7, atribuido a
[Cu(bpy)(L2)]*, em MeOH e (Direita) Distribuicdo isotépica para a espécie
[Cu(bpy)(L2)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun

Analysis.

158



100
50
801
R Z
= =
5 o 604
& 30- &
= =]
Q (o]
<= =
S - g 401
=
= =
=] =]
< <
104 204
0 — 1T v T " T " T T T T 1T I' 0 T 1T T T T T ‘' T T T T |T T
4790 4795 4800 4805 4810 4815 4820 4825 4790 4795 4800 4805 4810 4815 4820 4825
m/z m/z

Figura A20: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 7, atribuido a
[Cu(bpy)(L2)(H20)2]*, em MeOH e (Direita) Distribuicdo isotdpica para a espécie
[Cu(bpy)(L2)(H20)2]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS

Postrun Analysis.
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Figura A21: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 8, atribuido a
[Cu(dmp)(L2)]*, em MeOH e (Direita) Distribui¢do isotOpica para a espécie
[Cu(dmp)(L2)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun

Analysis.
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Figura A22: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 8, atribuido a
[Cu(dmp)2]*, em MeOH e (Direita) Distribuicdo isotopica para a espécie [Cu(dmp)2)]*

simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun Analysis.
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Figura A23: (Esquerda) Fragmento do espectro ESI-MS do complexo 11, atribuido a
[Ga(phen)(L1)]* em MeOH e (Direita) Distribuicdo isotépica para a espécie
[Ga(phen)(L1)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS Postrun

Analysis.
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16 ANEXO 3 - ESPECTROS DE RPE REGISTRADOS A 298 K

/
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Figura A24: Espectros de RPE para o complexo 2, [Cuz(phen)2(L1)(Cl104)2], registrados
a 298 K, modular 15 G, (esquerda) em fase sdlida e (direita) em solu¢do de DMSO.
Requadro: Espectro de RPE no intervalo de 1000 a 2000 G.
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Figura A25: Espectros de RPE para o complexo 3, [Cux(bpy)2(L1)(ClO4)2(H20).],
registrados a 298 K, modular 15 G, (esquerda) em fase sélida e (direita) em solugdo de

DMSO. Requadros: Espectros de RPE no intervalo de 1000 a 2000 G.
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Figura A26: Espectros de RPE para o complexo 4, [Cux(dmp)>(L1)(Cl04)2(H20).],
registrados a 298 K, modular 15 G, (esquerda) em fase sélida e (direita) em solugdo de

DMSO. Requadros: Espectros de RPE no intervalo de 1000 a 2000 G.
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Figura A27: Espectros de RPE para o complexo 6, [Cu(phen)(L2)]2(ClO4),, registrados
a 298 K, modular 15 G, (esquerda) em fase sdlida e (direita) em solugdo de DMSO.
Requadro: Espectro de RPE no intervalo de 1000 a 2000 G.
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Figura A28: Espectros de RPE para o complexo 7, [Cu(bpy)(L2)(H20)]2(ClO4)2,

registrados a 298 K, modular 15 G, (esquerda) em fase s6lida e (direita) em solugdo de

DMSO.
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Figura A29: Espectros de RPE para o complexo 8, [Cu(dmp)(L2)]2(ClO4)2, registrados
a 298 K, modular 15 G, (esquerda) em fase solida e (direita) em solucdo de DMSO.
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17  ANEXO 4 — TABELAS COMPLETAS: COMPRIMENTOS E ANGULOS DE

LIGACAO DETERMINADOS PARA OS COMPLEXOS 2.1E 6

Tabela A1: Comprimentos de ligacdo, em A, para os dtomos na estrutura do complexo

2.1. Os desvios sdo mostrados entre parénteses.

Identificacio Comprimento / A Identificacao Comprimento / A
Cul-02 1,905 (4) C44-H44 0,9500
Cul-01 1,910 (4) C45-C46 1,363 (9)
Cul-N2 2,008 (5) C45-H44 0,4554
Cul-N1 2,015 4) C45-H45 0,9500
Cul-05 2,272 (5) C46-C47 1,376 (10)
Cu2-04 1,900 (4) C46-H46 0,9500
Cu2-03 1,911 (4) C47-C48 1,386 (9)
Cu2-N4 2,006 (4) C47-H47 0,9500
Cu2-N3 2,016 (5) C48-C49 1,356 (8)
Cu2-06 2,288(4) C48-H48 0,9500
C1-N1 1,320 (8) C48-H49 0,4062
C1-C2 1,389 (9) C49-C50 1,472 (8)
C1-H1 0,9500 C49-H49 0,9500
C2-C3 1,370 (10) C50-03 1,277 (7)
C2-H2 0,9500 C50-Cs51 1,409 (8)
C3-C4 1,413 (9) C51-C52 1,438 (8)
C3-H3 0,9500 C52-04 1,270 (7)
C4-C5 1,406 (8) C52-C53 1,432 (8)
C4-Co 1,422 (9) C53-C54 1,3900
C5-N1 1,357 (8) C53-C48' 1,3900
C5-C9 1,431 (8) C53-H53 0,9472
C6—C7 1,367 (10) C54-C45' 1,3900
C6-H6 0,9500 C54-H54 0,9453
C7-C8 1,419 (9) C45'-C46' 1,3900
C7-H7 0,9500 C45'-H54 0,6300
C8-C9 1,398 (9) C45'-H45' 0,9500
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C8-C10

C9-N2

C10-Cl11

C10-H10

Cl1-C12

Cl1-HI1

C12-N2

Cl12-HI12

C21-N3

C21-C22

C21-H21

C22-C23

C22-H22

C23-C24

C23-H23

C24-C25

C24-C26

C25-N3

C25-C29

C26-C27

C26-H26

C27-C28

C27-H27

C28-C29

C28-C30

C29-N4

C30-C31

C30-H30

C31-C32

C31-H31

C32-N4

C32-H32

C41-02

1,410 (9)
1,364 (7)
1,370 (10)
0,9500
1,391 (9)
0,9500
1,337 (8)
0,9500
1,322 (8)
1,397 (9)
0,9500
1,348 (9)
0,9500
1,422 (9)
0,9500
1,403 (8)
1,422 (9)
1,358 (7)
1,428 (8)
1,371 (9)
0,9500
1,424 (9)
0,9500
1,385 (8)
1,408 (9)
1,356 (7)
1,380 (9)
0,9500
1,393 (8)
0,9500
1,323 (7)
0,9500

1,280 (7)

C46'-C4T'
C46'-H46'
C47-C48'
C47'-H4T
C48'-H53
C48'-H48'
C61-S1
C61-H(61A)
C61-H(61B)
C61-H(61C)
C62-S1
C62—-H(62A)
C62-H(62B)
C62-H(62C)
C71-S2
C71-H(71A)
C71-H(71B)
C71-H(71C)
C72-S2
C72-H(72A)
C72-H(72B)
C72-H(72C)
S1-05
S52-06
P1-F2
P1-F4'
P1-F6'
P1-F3
P1-F3'
P1-F6
P1-F4
P1-F5'

P1-F1

1,3900
0,9520
1,3900
0,9519
0,6213
0,9500
1,802 (9)
0,9800
0,9800
0,9800
1,778 (11)
0,9800
0,9800
0,9800
1,783 (7)
0,9800
0,9800
0,9800
1,782 (8)
0,9800
0,9800
0,9800
1,502 (5)
1,506 (4)
1,526 (6)
1,529 (13)
1,530 (14)
1,534 (10)
1,538 (13)
1,542 (11)
1,561 (9)
1,565 (14)

1,573 (7)
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C41-C42 1,417 (8) P1-F5 1,590 (10)
C41-C54 1,438 (8) P2-F11 1,570 (5)
C42-C43 1,438 (8) P2-F7 1,578 (4)
C42-C51 1,456 (8) P2-F8 1,582 (5)
C43-01 1,258 (7) P2-F12 1,583 (5)
C43-C44 1,456 (8) P2-F10 1,585 (5)
C44-C49 1,398 (8) P2-F9 1,585 (5)
C44-C45 1,404 (8)

Operacdes de simetria foram usadas para gerar &tomos equivalentes

Tabela A2: Angulos de ligagio, em °, para os dtomos na estrutura do complexo 2.1. Os

desvios sao mostrados entre parénteses.

Identificacao Angulo /° Identificacao Angulo /°
02-Cul-0l1 91,34 (17) 03-C50—-C51 126,2 (5)
02-Cul-N2 93,33 (18) 03-C50—-C49 1142 (5)
O1-Cul-N2 165,8 (2) C51-C50-C49 119,6 (5)
02-Cul-N1 172,0 (2) C50-C51-C52 119,8 (5)
O1-Cul-Nl1 91,33 (18) C50-C51-C42 120,8 (5)
N2-Cul-N1 82,36 (19) C52-C51-C42 119,4 (5)
02-Cul-05 95,63 (19) 04-C52—-C53 115,2 (5)
01-Cul-05 97.4 (2) 04-C52-C51 126,1 (5)
N2-Cul-05 95,5(2) C53-C52-C51 118,7 (5)
N1-Cul-05 91,52 (19) C54-C53-C48' 120,0
04-Cu2-03 91,66 (16) C54-C53-C52 121,7 (5)
04-Cu2-N4 92,61 (18) C48'-C53-C52 113,8 (7)
03-Cu2-N4 171,91 (19) C54-C53-H53 119,2
04-Cu2-N3 167,2 (2) C48'-C53-HS53 21,9
03-Cu2-N3 92,45 (18) C52-C53-H53 119,1
N4-Cu2-N3 81,96 (19) C53-C54-C45' 120,0
04-Cu2-06 93,34 (18) C53-C54-C41 120,5 (5)
03-Cu2-06 94,65 (16) C45'-C54—C41 114,4 (7)
N4-Cu2-06 91,95 (18) C53—-C54-H54 120,0
N3-Cu2-06 98,41 (18) C45'-C54-H54 22,4
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N1-C1-C2

N1-C1-H1

C2-Cl1-Hl

C3-C2—Cl1

C3-C2-H2

C1-C2-H2

C2-C3-C4

C2-C3-H3

C4-C3-H3

C5-C4-C3

C5-C4-C6

C3-C4-C6

N1-C5-C4

N1-C5-C9

C4-C5-C9

C7-Co6-C4

C7-C6—H6

C4-C6—H6

C6—C7-C8

C6—-C7-H7

C8-C7-H7

C9-C8-C10

C9-C8-C7

C10-C8-C7

N2-C9-C8

N2-C9-C5

C8-C9-C5

C11-C10-C8

C11-C10-H10

C8-C10-H10

C10-C11-C12

C10-C11-H11

C12-Cl11-HI11

122,3 (6)
118,9
1189

120,0 (6)
120,0
120,0

119,5 (6)
120,2
120,2

116,3 (6)

118.,9 (6)

124,8 (6)

123,3 (6)

117,2 (5)

119,5 (6)

120,8 (6)
119,6
119,6

121,6 (6)
119,2
119,2

117,0 (6)

118,2 (6)

124,7 (6)

123,2 (6)

1159 (5)

120,8 (5)

119,2 (6)
120,4
120,4

120,5 (6)
119,7

119,7

C41-C54-H54
C54-C45'-C46'
C54-C45'-H54
C46'-C45'-H54
C54-C45'-H45'
C46'-C45'-H45'
H54-C45'-H45'
C47'-C46'-C45'
C47'-C46'-H46'
C45'-C46'-H46'
C46'-C47'-C48'
C46'-C47'-HAT'
C48'-C47'-H4T'
C47'-C48'-C53
C47'-C48'-H53
C53-C48'-H53
C47'-C48'-H48'
C53-C48'-H48'
H53-C48'-H48'
S1-C61-H(61A)
S1-C61-H(61B)
H(61A)-C61-H(61B)
S1-C61-H(61C)
H(61A)-C61-H(61C)
H(61B)-C61-H(61C)
S1-C62-H(62A)
S1-C62-H(62B)
H(62A)-C62-H(62B)
S1-C62-H(62C)
H(62A)-C62-H(62C)
H(62B)-C62-H(62C)
S2-C71-H(71A)

S2-C71-H(71B)

119,5
120,0
35,0
117,8
120,2
119,8
110,8
120,0
119.9
120,1
120,0
120,0
120,0
120,0
116,6
34,6
119.9
120,1
112,1
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109.,5
109,5
109,5
109,5

109,5
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N2-C12-Cl11

N2-C12-H12

Cl11-C12-HI12

N3-C21-C22

N3-C21-H21

C22-C21-H21

C23-C22-C21

C23-C22-H22

C21-C22-H22

C22-C23-C24

C22-C23-H23

C24-C23-H23

C25-C24-C23

C25-C24-C26

C23-C24-C26

N3-C25-C24

N3-C25-C29

C24-C25-C29

C27-C26-C24

C27-C26-H26

C24-C26-H26

C26-C27-C28

C26-C27-H27

C28-C27-H27

C29-C28-C30

C29-C28-C27

C30-C28-C27

N4-C29-C28

N4-C29-C25

C28-C29-C25

C31-C30-C28

C31-C30-H30

C28-C30-H30

121,7 (6)
119,2
119,2

122,0 (6)
119,0
119,0

120,3 (6)
119,8
119,8

119,6 (6)
120,2
120,2

116,4 (5)

119,0 (6)

124.,6 (6)

123,0 (5)

117,1 (5)

119,9 (5)

120.,9 (6)
119,6
119,6

120,4 (5)
119,8
119,8

116,5 (5)

119,6 (6)

1239 (5)

124,0 (5)

1159 (5)

120,2 (5)

119,8 (5)
120,1

120,1

H(71A)-C71-H(71B)
S2-C71-H(71C)
H(71A)-C71-H(71C)
H(71B)-C71-H(71C)
S2-C72-H(72A)
S2-C72-H(72B)
H(72A)-C72-H(72B)
S2-C72-H(72C)
H(72A)-C72-H(72C)
H(72B)-C72-H(72C)
C1-N1-C5
C1-N1-Cul
C5-N1-Cul
C12-N2-C9
C12-N2—Cul
C9-N2—Cul
C21-N3-C25
C21-N3-Cu2
C25-N3-Cu2
C32-N4-C29
C32-N4-Cu2
C29-N4-Cu2
C43-01-Cul
C41-02—Cul
C50-03-Cu2
C52-04-Cu2
05-S1-C62
05-51-C61
C62-S1-C61
S1-05-Cul
06-52-C72
06-52-C71

C72-S2-C71

109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
118,6 (5)
129,5 (4)
111,9(4)
118,3 (5)
129,3 (4)
112,5 (4)
118,6 (5)
129,5 (4)
111,94)
118,1 (5)
128,8 (4)
113,0 (4)
129,0 4)
127,2 (4)
127,5 (4)
127,8 (4)
108,2 (4)
105,2 (4)
99,5 (5)
138,4 (3)
106,0 (3)
107,1 (3)

97,9 (3)
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C30-C31-C32

C30-C31-H31

C32-C31-H31

N4-C32-C31

N4-C32-H32

C31-C32-H32

02-C41-C42

02-C41-C54

C42-C41-C54

C41-C42-C43

C41-C42-C51

C43-C42-C51

01-C43-C42

01-C43-C44

C42-C43-C44

C49-C44-C45

C49-C44-C43

C45-C44-C43

C49-C44-H44

C45-C44-H44

C43-C44-H44

C46-C45-C44

C46-C45-H44

C44-C45-H44

C46-C45-H45

C44-C45-H45

H44-C45-H45

C45-C46-C47

C45-C46-H46

C47-C46-H46

C46-C47-C48

C46-C47-H47

C48-C47-H47

118,9 (6)
1205
1205

122,6 (5)
1187
1187

126,0 (5)

1145 (5)

119,5 (5)

120,3 (5)

120,2 (5)

119,5 (5)

124.9 (5)

116,3 (5)

118,8 (5)

119,6 (5)

121,6 (5)

118.8 (5)
119,0

1.6
1194

1195 (6)

118,2
3,3
120,2
120,3
121,4

1205 (6)
119,7
119,7

120,0 (6)
1200

120,0

52-06—Cu2

F2-P1-F4'

F2-P1-F6'

F4'-P1-Fe6'

F2-P1-F3

F2-P1-F3'

F4'-P1-F3'

F6'-P1-F3'

F2-P1-F6

F3-P1-F6

F2-P1-F4

F3-P1-F4

F6-P1-F4

F2-P1-F5'

F4'-P1-F5'

F6'-P1-F5'

F3'-P1-F5'

F2-P1-F1

F4'-P1-F1

F6'-P1-F1

F3-P1-F1

F3'-P1-F1

F6-P1-F1

F4-P1-F1

F5'-P1-F1

F2-P1-F5

F3-P1-F5

F6—-P1-F5

F4-P1-F5

F1-P1-F5

F11-P2-F7

F11-P2-F8

F7-P2-F8

140.8 (3)
91,1 (6)
93,1 (6)
88,3 (17)
89,7 (5)
90,5 (5)

177.5 (14)
89,6 (15)
92,0 (6)
91,4 (10)
92,3 (4)
177.7 (6)
87.5 (8)
88,9 (6)
85,0 (15)
173.0 (16)
97,0 (15)
177.7 (4)
89,7 (6)
89,0 (5)
90,7 (5)
88,7 (5)
90,3 (6)
87,3 (4)
89,0 (6)
89,0(5)
89,8 (9)
178.4 (8)
91,3 (8)
88,7 (5)
91,0 (3)
89,6 (3)

178,9 (3)
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C49-C48-C47 120.8 (6) F11-P2-F12 179.5 (3)
C49-C48-H48 119,6 F7-P2-F12 88,5 (3)
C47-C48-H48 119,6 F8-P2-F12 90,9 (3)
C49-C48-H49 2.3 F11-P2-F10 89,6 (3)
C47-C48-H49 122,1 F7-P2-F10 90,6 (3)
H48-C48-H49 118,2 F8-P2-F10 88,5 (3)
C48-C49-C44 119,5 (5) F12-P2-F10 90,4 (4)
C48-C49-C50 120.9 (5) F11-P2-F9 90,8 (3)
C44-C49-C50 119,5 (5) F7-P2-F9 90,1 (3)
C48-C49-H49 1,0 F8-P2-F9 90,8 (3)
C44-C49-H49 120,1 F12-P2-F9 89,1 (3)
C50-C49-H49 120,3 F10-P2-F9 179,1 (4)

Operacdes de simetria foram usadas para gerar &tomos equivalentes

Tabela A3: Comprimentos de ligagao, em A, para os dtomos na estrutura do complexo
6. Atomos rotulados (‘) estdo no componente menor de desordem e os desvios sdo

mostrados entre parénteses.

Identificacio Comprimento / A Identificacao Comprimento / A
Cul—oOl1 1,919 (3) Cul'—Ol' 1,931 (10)
Cul—02! 3,011 (4) Cul'—02' 1,862 (10)
Cul—O02 1,886 (3) Cul'—03' 2,502 (17)
Cul—O3 2,456 (4) Cul'—NT1' 1,996 (13)
Cul—N1 1,982 (6) Cul'—N2' 1,952 (13)
Cul—N2 1,997 (5) o1—Cr 1,289 (15)

01—Cl1 1,276 (6) 02'—C2' 1,303 (13)
02—C3 1,292 (5) 03'—C8' 1,246 (15)
03—C8 1,242 (5) c1—C3 1,445 (15)
Cc1—C2 1,433 (6) C1'—C14' 1,468 (15)
C1—Cl14 1,474 (7) c3—C2 1,419 (15)
c2—C3 1,421 (7) c3—CT 1,445 (16)
c2—C7 1,447 (7) c2—c4 1,42 (2)

C3—C4 1,419 (9) c4—Cs' 1,36 (2)

C4—Cs 1,368 (10) C5'—C6' 1,383 (17)
C5—C6 1,402 (7) C6'—C7' 1,365 (16)
Cc6—C7 1,370 (8) Cc7—C8' 1,466 (14)
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C7—C8 1,476 (6) C8—CY' 1,435 (16)
C8—C9 1,445 (8) Cc9—C10' 1,423 (17)
C9—C10 1415 (8) Cc9—Cl14' 1,409 (16)
C9—Cl4 1,401 (7) C10—Cl11' 1,387 (17)

C10—Cl11 1,387 (7) Cl1'—Cl12' 1,384 (17)

C11—C12 1,384 (7) C12—C13' 1,39 (2)

C12—C13 1,383 (9) C13—C14' 1,41 (2)

C13—Cl4 1,403 (9) NI'—C21' 1,336 (17)
N1—C21 1,323 (8) N1'—C32' 1,373 (18)
N1—C32 1,365 (7) N2'—C30' 1,324 (17)
N2—C30 1,324 (8) N2'—C31' 1,377 (19)
N2—C31 1,365 (8) C21'—C22' 1,389 (18)

C21—C22 1,398 (8) C22'—(C23' 1,359 (19)

C22—C23 1,355 (10) C23—C24' 1,42 (2)

C23—C24 1,416 (11) C24'—(C25' 1,43 (2)

C24—C25 1,438 (12) C24'—(C32' 1,41 (2)

C24—C32 1,407 (10) C25'—C26' 1,338 (17)

C25—C26 1,334 (11) C26—C27' 1,45 (2)

C26—C27 1,448 (13) C27—C28' 1,41 (2)

C27—C28 1,409 (9) C27—C31' 1,39 (2)

C27—C31 1,394 (11) C28'—C29' 1,356 (19)

C28—C29 1,362 (9) C29'—C30' 1,404 (18)

C29—C30 1,412 (8) C31'—C32' 1,441 (16)

C31—C32 1,434 (9) ClI'—011' 1,415 (18)
Cl1—O11 1,439 (6) Cl1'—012' 1,384 (18)
Cl1—012 1,414 (5) Cl1'—013' 1,493 (19)
Cl1—O013 1,453 (6) ClI'—014' 1,396 (18)
Cl1—014 1,391 (6)

Cédigos de simetria: (i) -x+1, -y+1, -z+1; (i) -x, -y+1, -z+1.

o

Tabela A4: Angulos de ligacdo, em °, para os dtomos na estrutura do complexo 6.
Atomos rotulados (‘) estdo no componente menor de desordem e os desvios sdo mostrados

entre parénteses.

Identificacio Angulo /° Identificacao Angulo /°
01—Cul—O03t 88,80 (13) 01'—Cul'—03t 87,7 (5)
O1—Cul—NI1 94,30 (17) O1'—Cul'—N1' 91,1 (6)
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O1—Cul—N2
02—Cul—O01
02—Cul—O03t
02—Cul—NI1
02—Cul—N2
N1—Cul—O03ii
N1—Cul—N2
N2—Cul—O03ii
Cl1—O1—Cul
C3—02—Cul
01—C1—C2
01—C1—Cl14
C2—C1—Cl14
c1—C2—C7
C3—C2—Cl1
c3—C2—C7
02—C3—C2
02—C3—C4
C4—C3—C2
C5—C4—C3
C4—C5—Co
C7—C6—C5
C2—C7—C8
C6o—C7—C2
C6—C7—C8
03—C8—C7
03—C8—C9
Co—C8—C7
C10—C9—C8
C14—C9—C8
C14—C9—C10
C11—C10—C9
C12—C11—C10
C13—C12—Cl11
Cl12—C13—C14
Co9—C14—C1
C9—C14—C13
C13—C14—C1

176,00 (17)
91,55 (14)
93,30 (15)
169,64 (19)
90,75 (17)
95,35 (18)
82,95 (18)
94,34 (16)
126,5 3)
126,0 3)
124.0 (5)
116,1 (4)
119.8 (5)
119,6 (4)
122,1 (5)
118,3 (4)
123,8 (5)
117.9 (5)
1182 (5)
1222 (7)
120,2 (6)
120,2 (5)
119,8 (4)
121,0 (4)
119,1 (4)
121,6 (4)
120,3 (5)
118,1 (4)
120.4 (5)
121,6 (6)
118,0 (5)
121,0 (5)
119,6 (5)
121,2 (6)
119.3 (6)
119.8 (5)
120,9 (5)
119.4 (5)

O1'—Cul'—N2'
02'—Cul'—O1"
02'—Cul'—O03'
02'—Cul'—N1'
02'—Cul'—N2'
NI1'—Cul'—O03"i
N2'—Cul'—O03"
N2'—Cul'—NTI'
ClI'—O1'—Cul'
C2'—02'—Cul'
01'—C1'—C3'
o1'—C1—Ci4'
C3—CI1'—C14'
c1'—C3—C7
c2—C3—Cr'
c2'—C3—C7'
02'—C2'—C3'
02'—C2'—C4'
C4—C2'—C3'
C5'—C4'—C2
C4—C5'—Co6'
C7—C6'—C5'
C3—C7'—C8¥'
C6'—C7—C3'
C6'—C7'—C8'
03'—C8'—CT7'
03'—C8'—C9'
c9—C8'—CT'
C10—C9'—C8'
C14'—C9'—C8'
C14'—C9'—C10'
Cl11'—C10—C9'
C12—C11'—C10'
Cl11'—C12'—C13'
C12—C13'—C14'
Co9—C14'—C1'
C9—C14'—C13'
C13'—C14'—C1"

171,6 (8)
92,6 (5)
93,3 (5)
175.,6 (6)
92,8 (6)
89,2 (7)
98,5 (8)
83,3 (6)
127,0 (10)
1265 (10)
120,7 (12)
117,6 (12)
121,5 (11)
116,8 (12)
123,9 (12)
119,3 (12)
124,7 (12)
116,9 (14)
118,4 (15)
121 (2)
120,9 (18)
121,8 (17)
121,7 (13)
118,6 (14)
119,6 (13)
124,2 (13)
116,9 (13)
118,8 (13)
121,6 (14)
120,6 (15)
117,8 (14)
120,8 (15)
120,7 (15)
119,6 (17)
121 (2)
119,8 (13)
120,1 (15)
120,0 (14)
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C21—NI1—Cul
C21—N1—C32
C32—NI1—Cul
C30—N2—Cul
C30—N2—C31
C31—N2—Cul
N1—C21—C22
C23—C22—C21
C22—C23—C24
C23—C24—C25
C32—C24—C23
C32—C24—C25
C26—C25—C24
C25—C26—C27
C28—C27—C26
C31—C27—C26
C31—C27—C28
C29—C28—C27
C28—C29—C30
N2—C30—C29
N2—C31—C27
N2—C31—C32
C27—C31—C32
N1—C32—C24
N1—C32—C31
C24—C32—C31
011—Cl1—013
012—Cl11—011
012—Cl11—013
014—Cl1—O011
014—Cl1—012
014—Cl1—013

129,9 (4)
117.3 (6)
1123 (5)
129,2 (4)
118,8 (6)
111,9 (5)
123,0 (6)
119,8 (6)
120,1 (7)
1258 (8)
1159 (8)
118,3 (8)
121,3 (8)
122,0 (8)
125,1 (7)
117,6 (7)
117,2 (8)
119.4 (6)
120,3 (6)
1213 (5)
123,1 (8)
116,1 (8)
120,8 (7)
124,0 (8)
116,0 (8)
119,9 (7)
107,1 (4)
107,4 (3)
107,2 (4)
110,2 (4)
112,9 (4)
11,8 (5)

C21'—N1'—Cul'
C21'—N1'—C32'
C32'—N1'—Cul'
C30'—N2'—Cul'
C30'—N2'—C31"
C31'—N2'—Cul'
NI'—C21'—C22'
c23—C22'—C21'
Cc22'—C23'—C24'
C23'—C24'—C25'
C32'—C24'—C23'
C32'—C24'—C25'
C26'—C25'—C24"
Cc25'—C26'—C27'
C28'—C27'—C26'
C31'—C27'—C26'
C31'—C27—C28'
c29—C28'—C27'
C28'—C29'—C30
N2'—C30'—C29'
N2'—C31'—C27'
N2'—C31'—C32'
C27—C31'—C32'
NI'—C32'—C24'
NI'—C32'—C31'
C24'—C32'—C31I"
o11'—CI11'—-013'
o12—Cl1'—o11
012—Cl11'—013'
o12—Cl1'—014'
o14—Cl1'—011
014—CI11'—013'

131,9 (12)
115,8 (15)
112,3 (12)
129,4 (15)
117,1 (15)
113,3 (12)
123,4 (17)
120,8 (17)
118,6 (17)
124 (2)
116,2 (19)
118,4 (19)
121 3)
122 3)
125 (2)
118,5 (19)
116,3 (19)
120,0 (19)
119,8 (19)
121,9 (18)
123,1 (19)
115,6 (18)
119 (2)
123,7 (18)
115,22 (17)
120,6 (19)
110 (2)
109,0 (19)
102,4 (19)
116 (2)
112 (2)
107 (2)

Cdédigos de simetria: (i) -x+1, -y+1, -z+1; (ii) -x, -y+1, -z+1.
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18 ANEXO 5 - ESPECTROS OBTIDOS NA CARACTERIZACAO DOS
COMPLEXOS9E 10
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Figura A30: Espectro vibracional na regiio do infravermelho (4000-400 cm™) do

complexo 10, [Cu(aap)(bpy)(ClOs)2], em pastilha de KBr.
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Figura A31: Espectro ESI-MS de 9, [Cu(aap)(phen)(ClO4)]*, em solu¢do MeOH:H,O
(9:1). Os requadros mostram a distribuicio isotdépica para a espécie
[Cu(aap)(phen)(ClO4)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS

Postrun Analysis e um fragmento do espectro.
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Figura A32: Espectro ESI-MS de 10, [Cu(aap)(bpy)(Cl04)]*, em solugdo MeOH:H,O
(9:1). Os requadros mostram a distribuicio isotdépica para a espécie
[Cu(aap)(bpy)(ClO4)]* simulada com o auxilio do programa computacional LCMS

Postrun Analysis e um fragmento do espectro.
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Figura A33: Espectros eletronicos de solucdes aquosas (esquerda) do complexo 10 (m==)
e seus ligantes, aap () e bpy (— ) nas concentrag¢des (esquerda) 1,0 x 10° mol L' e

(direita) de 10 a2 5,0 X 10 mol L.
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19 ANEXO 6 — CURVAS DOSE-RESPOSTA, INIBICAO DO CRESCIMENTO
CELULAR VERSUS CONCENTRACAO DO COMPOSTO, PARA OS

CoMPLEXOS TERNARIOS DE COBRE(II) E SEUS LIGANTES
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Figura A34: Curva dose-resposta dos ligantes livre, HoL1, HL2, dmp e aap. Os gréficos

foram construidos a partir da média de trés experimentos independentes.
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Figura A35: Curva dose-resposta dos complexos contendo H2LL1 e ligantes
N,N—doadores na esfera de coordenacao do ifon metélico*. Os graficos foram construidos

a partir da média de trés experimentos independentes.

* 1, [Cu(HL1)2], 2, [Cua(phen)2(L1)(ClO4)2], 3, [Cua(bpy)2(L1)(ClO4)2(H20)2], 4,
[Cuz(dmp)2(L1)(ClO4)2(H20)2]).
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Figura A36: Curva dose-resposta dos complexos contendo HL.2 e ligantes N,N—doadores
na esfera de coordenagdo do fon metélico*. Os graficos foram construidos a partir da

média de trés experimentos independentes.

# 5, [Cu(L2)2(H20)2], 6, [Cu(phen)(L2)](Cl04), 7, [Cu(bpy)(L2)(H.0)](ClOy), 8,
[Cu(dmp)(L2)](CIOy).
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Figura A37: Curva dose-resposta dos complexos contendo 4-aminoantipirina e ligantes
N,N—doadores na esfera de coordenacao do ifon metélico*. Os graficos foram construidos

a partir da média de trés experimentos independentes.

* 9, [Cu(aap)(phen)(ClO4)2], e 10, [Cu(aap)(phen)(Cl04)2].
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20 ANEXO 7: ESPECTROS DE RMN DE 'H E 13C DOS LIGANTES: PHEN E
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Figura A38: Espectro de RMN de 'H de phen, em DMSO ds
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Figura A39: Espectro de RMN de '*C de phen, em DMSO dg
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Figura A40: Espectro de RMN de 'H de Hz2LL1, em DMSO dg
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Figura A41: Espectro de RMN de '3C de Hz2L1, em DMSO ds
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