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RESUMO

“ESTUDOS TEORICOS E EXPERIMENTAIS DE COMPLEXOS DE
COBRE: PROPRIEDADES ESPECTROSCOPICAS E ATIVIDADE
BIOLOGICA”

O cancer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo. A comunidade
cientifica estd se mobilizando para estudar novos compostos com potencial
citotoxico e que podem ser usados como sondas moleculares. No entanto, ¢
importante destacar que, para cada 100 mil candidatos a medicamentos
sintetizados, apenas um chega a fase clinica final. Um dos desafios da quimica
medicinal ¢ otimizar a taxa de sucesso, aumentando a eficiéncia do processo.
Nesse contexto, os ligantes polipiridinicos agem como boas op¢des, uma vez
que, quando coordenados a um centro metalico, seus complexos podem reunir
caracteristicas estruturais cruciais para promover seu uso como sondas
bioldgicas, devido a bandas visiveis, resultantes de transferéncia de carga e a
citotoxicidade dos agentes por intercalacio com DNA. Neste trabalho, uma
investigacdo tedrica por DFT e TD-DFT de complexos de Cu II e Cu I foi
realizada sobre suas propriedades estruturais e espectroscopicas. Os complexos
polipiridinicos de Cu II foram sintetizados e caracterizados por UV-Vis, RMN,
analise elementar, espectroscopia de fluorescéncia, condutividade e voltametria
ciclica. Os dados mostraram faixas de absorcdao e¢ emissao acima de 400 nm,
com valores de rendimento quantico de emissdes comparados com o padrao da
literatura [Ru(Bipy);]*. Os valores de ICy, para as linhagens celulares
MDA-MB 231, MCF7 e PNT2 superam a citotoxicidade da cisplatina. O ensaio
de deslocamento de brometo de etidio mostrou que todos os compostos
interagem com a molécula de DNA e os estudos de ancoragem molecular
demonstraram a capacidade dos compostos de atuarem como agentes
intercalantes de DNA. Assim, o trabalho indicou o potencial dos complexos de
Cu II como agentes bioldgicos ativos, ambos com alta citotoxicidade e

propriedades luminescentes.
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ABSTRACT

"THEORETICAL AND EXPERIMENTAL STUDIES OF COPPER
COMPLEXES: SPECTROSCOPIC PROPERTIES AND BIOLOGICAL
ACTIVITY"

Cancer is the second leading cause of death in the world. The scientific
community is mobilizing to study new compounds with cytotoxic potential and
that can be used as molecular probes. However It is important to highlight that
for every 100 thousand drug candidates synthesized, only one gets to the final
clinical phase. One of the challenges of medicinal chemistry is to optimize the
rate of success, increasing the efficiency of the process. In this context,
polypyridic ligands act as good options, once when they are coordinated to a
metallic center, their complexes can put together crucial structural features to
promote their use as biological probes, due a visible bands, resulted of a charge
transfer, and cytotoxic agents by intercalation with DNA. In this work, a
theoretical investigation by DFT and TD-DFT of Cu II and Cu I complexes was
carried out on their structural and spectroscopic properties. Cu II polypyridinics
complexes were synthesized and characterized by UV-Vis, NMR, elemental
analysis, fluorescence spectroscopy, conductivity and cyclic voltammetry. Data
showed absorption and emission ranges above 400 nm, with quantum emission
yield values compared to the literature standard [Ru(Bipy);]*". The ICs, values
towards MDA-MB 231, MCF7 and PNT2 cell lines surpass the cytotoxicity of
cisplatin. Ethidium bromide displacement assay showed that all compounds
interacted to the DNA molecule and the molecular docking studies demonstrated

the capacity of the compounds to act as DNA intercalating agents. Thus, the
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work indicated the potential of Cu Il complexes as active biological agents, both

with high cytotoxicity and luminescent properties.
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1. Introducao

1.1. Quimica Medicinal

Segundo a sociedade americana de quimica', quimica medicinal é
definida como uma ciéncia interdisciplinar que trabalha para o aperfeicoamento
de novas drogas ou melhoria de seus processos. Do ponto de vista inorganico,
ela estuda dois focos principais: os metais na sua ocorréncia natural em meio
biologico e a interacdo de metais inseridos propositalmente como droga ou

pro-drogas frente a um alvo bioldgico conhecido.

O uso de metais traz inimeras vantagens em relagao os compostos
puramente organicos.”? O proprio meio biologico ja é constituido de intimeros
metais que funcionam como micronutrientes atuando como cofatores de
enzimas, no transporte de elétrons e oxigénio.” O uso de complexos inorganicos
permite uma ampla variedade de ligantes e de estruturas. Estes compostos
podem ser utilizados como pro-drogas pela labilizacdo de seus ligantes ou

mudanca no estado de oxidag¢do.*

Basicamente a quimica medicinal hoje tem uma logica de
funcionamento simplificada que ¢ ilustrada na Figura 1.1. Primeiro se escolhe
uma problemadtica relevante ao estudo e investiga-se seu mecanismo de agdo, ¢
importante fixar um alvo bioldgico para melhor compreensao do sistema. Entdo,
entra o planejamento racional, quando se propde estruturas que possuem
caracteristicas que permitem um reconhecimento do alvo proposto na tentativa

de solucionar a problematica.
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FIGURA 1.1: Desenvolvimento de um fArmaco no Brasil’

De forma simplificada, apds o planejamento racional, parte-se para
a fase de sintese e caracterizagdo das moléculas propostas e em seguida,
realizam-se ensaios biologicos in vitro, ensaios in vivo € para os compostos bem

sucedidos, testes clinicos.

No entanto, dentro de uma vasta gama de complexos a maioria das
moléculas ndo avanga além dos ensaios bioldgicos. No Brasil, um composto vai

ao mercado a cada 100 mil sintetizados.’
1.2. Cancer

Nosso trabalho de quimica medicinal aborda a problematica do
Cancer ¢ como os complexos de coordenagdo podem ser usados no
entendimento do combate a este conjunto de doengas. As diversas neoplasias sdo
caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células mutantes.
Normalmente o crescimento celular de uma célula saudavel se d4 em quatro
etapas. G1, G2, S, quando ha duplicacao de material genético e preparacao para

a divisdo, em seguida, termina na fase GO, quando apresenta pouca atividade



nuclear. Cé¢lulas cancerigenas normalmente nao passam pela fase GO e

continuam se multiplicando indiscriminadamente (Figura 1.2 ).°

" Interfase

s = e \\\
(Crescimento e
duplicagaode DNA)

G1
(Crescimento)

final para a
divisdo celular)

FIGURA 1.2: Ciclo Celular’

O grande problema ¢ que estas células mutantes perderam a fungdo
original do tecido e por consequéncia o 6rgao comeca a sofrer faléncia por falta
de células que executam sua fun¢do corretamente.® As mutagdes podem ocorrer
por fatores externos como alcool, fumo e alimentacdo. Ou fatores internos
geralmente genéticos. De maneira geral, ocorre uma insercao ou uma delecdo de
uma das bases nitrogenadas do DNA fazendo com que a sequéncia de proteinas
codificadas seja completamente diferente do que deveria (Figura 1.3). Existem
genes que sao indutores de morte programada pela célula quando ha alguma
mutagdo genética nesse sentido.” Estes genes sinalizam a célula sua
autodestruicdo e evita que a mutacdo se propague.”'’ Estes genes podem
também ser conhecidos como genes supressores de tumores. Um grande
problema ¢ quando este ¢ o gene afetado pela mutagdo, quando isso acontece as

células mutantes ndo entram mais em estado letargico de multiplicagdo e sdo



reproduzidas indiscriminadamente, espalhando a mutacdo. O mais famoso
desses genes € o P53, sabe-se que cerca de 50% das células tumorais tem alguma
alteragdo nesse fragmento de DNA, em alguns tipos especificos de Cancer este

indice sobe para 70%.'°
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Thr Met GIn Arg Gin
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FIGURA 1.3: Mutagdes genéticas por troca de bases'!

O Cancer ¢ a segunda doenca que mais mata no mundo. 8,2 milhdes
de pessoas morrem no mundo todos os anos em decorréncia de cancer, soO
ficando atrds das doencas cardiovasculares. 14, 1 milhdes de novos casos sdo
registrados em todo mundo. Sendo assim, ha uma grande mobilidade da
comunidade cientifica em se estudar essa problemdtica de nivel mundial. Os

tipos de maior incidéncia no Brasil segundo o INCA sdo o de Prostata, mama e



de vias aéreas, como observado na Figura 1.4. O INCA ainda estima que serdo

625 mil novos casos no triénio 2020-2022.1?

Distribuicio proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele ndo melanoma®

Prostata 65.840 292% Homens Mulheres Mama ferminina 66.260 29.7%
Colon e reto 20.520 9.1% Calon e reto 20.470 9.2%
Tragueda, branguio e pulmao 17.760 1.9% Colo do tero 16.590 74%
Estémago 13.360 5.9% Tragueia,brdnguio e pulmao 12.440 56%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 54%
Esdfago 8.690 3.9% Estimago 7.870 3.5%
Bexiga 7.590 3.4% Ovano 6.650 3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do otero 6.540 29%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 24%
Lewcemias 5.920 2,6% Sisterna nervoso central 5.220 2.3%

*Mdmeros arredondados para maltiplos de 10.

FIGURA 1.4: Incidéncia de cancer no Brasil'?

O tratamento do cancer hoje se d4 de diversas formas, porém os
mais comuns siao cirurgia, quimioterapia e radioterapia. A combinacdo de
técnicas também ¢ comum. Neste trabalho focaremos no uso dos
quimioterapicos que sdo compostos quimicos utilizados como forma de redugao

dos tumores ou até mesmo sua erradicagao.
1.3. Quimica Inorganica no combate ao cancer

O alvo bioldgico mais estudado quando se fala de Cancer ¢ o DNA.
Responsavel por toda informagdo genética, que se traduz em proteinas e enzimas
que geram todas as funcdes no organismo. O estudo de quimioterdpicos
inorganicos iniciou-se na década de 60, com o sucesso da

cis-diaminocloroplatina (IT), a Cisplatina.'*-*

Ainda hoje o composto ¢ um dos farmacos mais utilizados no
tratamento da doenca com indice de mais de 90% de cura de tumores de

testiculos.” A sua aprovagdo para uso mundial em 1978, para cancer de testiculo



e ovario, abriram precedentes para que novos farmacos a partir de compostos

metalicos comecgassem a ser estudados.

Apesar do sucesso ¢ amplo uso da cisplatina, ela ainda apresenta
algumas limitacdes como efeitos colaterais e resisténcia de alguns tipos de

células,>!”

além disso, ocorre um grande problema de biodisponibilidade uma
vez que apenas 5% das moléculas no organismo chegam realmente ao meio
intracelular.'® Sendo assim, comegou uma busca por novos firmacos inorganicos
capazes de suprir estas problematicas. Neste contexto, surgem as drogas a base

de platina de segunda geragio, carboplatina e oxaliplatina.'®"

O mecanismo de acdo da cisplatina no organismo se da atraves da
labilizacdo dos ligantes cloridos como mostra a Figura 1.5. A molécula de
cisplatina ¢ originalmente neutra o que facilita o transporte na membrana,
quando a molécula passa ao meio intracelular onde a concentra¢dao de cloreto ¢
25 vezes menor do que no meio extracelular o ciclo comeca com a labilizagao.
Os aquo complexos formados s3o mais reativos e na presenca do DNA se ligam
as bases nitrogenadas o que acarreta em uma deformacdo de sua estrutura,

iniciando o processo de apoptose celular.”
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FIGURA 1.5: Solvolise da cisplatina®!



A cisplatina pode se ligar de diferentes formas ao DNA. As formas
mais comuns sdo ligacdes covalentes nas bases nitrogenadas do DNA nas
formas 1,2 [Figura 1.6 (a)] e 1,3 intrafita entre Guaninas [Figura 1.6 (b)] ¢ a
ligacdo cruzada interfitas entre Guaninas [Figura 1.6 (c)], sendo a primeira

forma citada a principal responsavel pela citotoxicidade do composto.

(b)

FIGURA 1.6: Modos de interacdo da cisplatina com o DNA. (a) Ligagdo
cruzada 1,2 - intrafita. (b) ligacdo cruzada 1,3 - intrafita. (c¢) ligacdo 1,2-

interfitas.?

Dada entdo a potencialidade dos complexos inorganicos como
agentes citotoxicos e as limitagdes dos compostos de platina se buscam outros
metais que possam atuar como novos candidatos a farmacos. Dentre eles sdo

muito comuns os complexos de Ru II, e Cu II.

Os complexos de Ruténio II sdo amplamente estudados pela sua

versatilidade de possiveis ligantes, bem como suas propriedades fotoquimicas e



fotofisicas. Sua configuracdo d6 faz com que ele seja um complexo muito
estavel e com grande versatilidade de nimeros de oxidagao além de mimetizar o

ferro, quanto a ligagdes com enzimas carreadoras como a transferrina.

A Figura 1.7 mostra alguns complexos de ruténio estudados, dentre
eles destacam-se os compostos NAMI-A e KP1019, que chegaram aos testes
clinicos. Neste caso, os compostos sdo utilizados como pré-drogas, sua estrutura
ativa ocorre, somente, apds sua reducdo no meio biologico. Fatores como pH
mais acido acabam favorecendo com que esta redug¢do ocorra principalmente no
tecido tumoral em detrimento do saudavel.”?* E conhecido que os compostos de
Ruténio podem atuar em diversos alvos biologicos, principalmente nas

mitocondrias, o que faz com que o estudo do mecanismo de acao seja um pouco

mais lento.
A B c | =1
NH T .
E,) .U
Ci'-..P .\“NH:‘ C'J-._l _."CI H CI“"FI‘% _.‘\Cl
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FIGURA 1.7: Estrutura dos complexos Cisplatina (a), Nami-A (b), KP1019 (c¢),
KP1339 (d) e TLD1443 (e).



Auxiliando o estudo dos mecanismos de acdo dos complexos de
Ruténio ¢ altamente desejavel que estes complexos apresentem propriedades
luminescentes/fluorescentes, para que possam ser acompanhados no meio
biologico. No trabalho realizado por Svensson e colaboradores foi possivel
observar a diferenca nas intensidades de emissdo dos enantidmeros A e A do
complexo [Ru(phen),(ddpzR)]*". A Figura 1.8 mostra que no citoplasma ambos
os 1sdmeros tém intensidade de emissdo parecidos, porém, o isdmero A mostra
uma maior intensidade no nucleo e menor intensidade no nucléolo, o que
acontece de maneira inversa na forma A, mostrando possiveis diferentes formas
de agdo para cada isomero. Anteriormente a citotoxicidade desses compostos foi
analisada frente a linhagem MCF-7 com citotoxicidade de 11uM. Os mesmos
estudos apontam um alto potencial intercalador como o principal ponto a ser
considerado na toxicidade dos complexos. Sendo assim, esse trabalho como
outros gera um histérico de complexos de metais de transi¢do sensiveis ao meio
bioldgico onde se encontram, cuja sensibilidade resulta em uma mudanca de

comportamento espectroscopico visivel.

FIGURA 1.8 : Microscopia confocal do complexo[Ru(phen),(ddpzR)]** na

linhagem MCF-7. Enantiémero A a esquerda e enantidmero A a direita®
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Em 2016, Byrne e colaboradores publicaram um trabalho,
utilizando complexos polipiridinicos de Ruténio II como sondas de DNA.
(figura 1.9) Os resultados mostram um aumento significativo na intensidade de
emissdo do complexo quando excitado na banda de transferéncia de carga, o que
mostra o quanto estes complexos sdo promissores como sondas biologicas. Estes
complexos apresentaram valores de rendimento quantico de emissdo da ordem
de 0,067, comparaveis ao padrao ruténio trisbipy de 0,040 e tempos de vida de
emissao de 579 ns. Foi observado que o complexo 1 apods 2 horas se distribui
igualmente pelo citoplasma, porém, em 4 horas foi observado uma maior
concentracdo no reticulo endoplasmatico (figura 1.9, imagens a-d). Para o
complexo 2, foi observada mesmo em 24 horas uma distribuicdo uniforme
indicando um mecanismo em mais de uma organela e para o complexo 3, foi
observado que apds 24 horas ocorre uma maior acumulacao no nicleo indicando
que a interagdo com o DNA ¢ a responsavel pela citotoxicidade do complexo.

(Figura 1.9, imagens i-1)

FIGURA 1.9: Microscopia confocal do complexo (a-d) Ru-ER, (e-h) Ru-Arg8
and (i-1) Ru-NLS em células HeLa. Colunas 1 e 2 células aglomeradas e colunas

3 e 4 células isoladas.?’
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Dado o amplo estudo de complexos de Ruténio hoje se buscam
outros metais mais viaveis € com outras geometrias possiveis mas que também
tenham potencial citotoxico e com propriedades luminescentes que propiciem 0s
estudos de bioacumulacao e facilitam assim o entendimento de mecanismos de

acgao.

O cobre surge como uma alternativa aos complexos de ruténio,
além de apresentarem propriedades que os caracteriza como possiveis sondas
biologicas,”™ é um metal essencial no meio bioldgico. No organismo, existem
diversas enzimas de cobre que sdao responsaveis pelo transporte de oxigénio, e de
elétrons,”* dado sua possibilidade de mudanc¢a de numero de oxidag¢do. Um
homem adulto possui em média cerca de 140 mg de cobre no organismo o que

faz este metal essencial para a vida.

O cobre com configuragdo 3d'’ 4s' se apresenta mais facilmente nos
estados de oxidagdo 0, 1 e 2, sendo que o estado 1 apenas € possivel em sistemas
retiradores de elétrons. Quando em estado de oxidacdo 2 o ion cobre pode
assumir geometria quadratica plana ou tetra¢drica, dependendo do tipo de
ligante. Mais uma vez pela configuragdo d9, rica em elétrons, o metal tem
preferéncia por ligantes m receptores que o estabilizam, como fosfinas, nitrilas

ou ligantes polipiridinicos.

Bisceglie e colaboradores sintetizaram uma série de complexos de
cobre e niquel ligados a tiossemicarbazonas e observaram que os compostos de
cobre foram mais que 100 vezes mais ativos que os ligantes livres contra a
linhagem U937. Um fator que pode ser diferencial nesta observacgao ¢ a estrutura
dos complexos, quando os compostos a base de cobre se mostraram quadraticos

planos, enquanto que nos analogos de niquel a geometria foi octaédrica (Figura

1.10.
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FIGURA 1.10: Estrutura esquematica dos complexos de Bisceglie ativos na

linhagem U397

Em, 2011 Zeglis (Figura 1.11) e colaboradores sintetizaram uma
série de complexos de cobre com ligantes bidentados e sugeriram que a maior
atividade citotdoxica dos complexos em relacdo aos ligantes se dava pela
planaridade que a estrutura conferida aos complexos pelo centro metalico de Cu

II, fazendo com que este centro seja promissor com agente citotoxico.
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el TRy R Ry
e
Sy

N—~Cu—sS

cl

X Ry Ry Ry
CuiFp4mT)C1 CH H Me H
Cu(Fp4eT)Cl CI1 H Et 11
CuiFpdipT)C1 CH H iPr H
Cu(FpdalT)CI CH H allyl H
Cu(ApdmT)Cl CH Me Me H
Cu(ApdeT)Cl CH Me Et H
CufFpdpyrrT)Cl | CH H pyrrolidine
Cu(Fp4bzT)Cl CH H Bz H
Cu(FpT)Cl CH H H H
CulAp4alT)C1 CH Me allyl H
Cu(ApzdmT)Cl N Me Me H

132

FIGURA 1.11: Estrutura dos ligantes e complexos planos de Zeglis, 201

Essa sugestao foi corroborada por Bisceglie em 2015 que mostrou

que, frente a linhagem U397 apenas os complexos de Cu II se mostraram ativos
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enquanto comparados aos analogos de niquel. O estudo de interagdo enzimatica
logo mostrou que apenas os complexos de Cu II interagiam com a enzima TOPO
IT , responsavel pela replicacao celular. Ao verificar os resultados da ancoragem
molecular (Figura 1.12) , sugeriu-se que a planaridade dos composto de cobre
facilitava a interagdo com a biomolécula o que justificava sua citotoxicidade

reafirmando a teoria de Zeglis.

FIGURA 1.12: Posi¢des dos complexos de Cu II minimizadas previstas por

ancoragem molecular no sitio da ATPase.*

No que diz respeito a outras biomoléculas, Lakshmipraba e
colaboradores também demonstraram a importancia da geometria quadratica
plana em complexos derivados de fenantrolina interagindo com o DNA. O
trabalho mostra que os complexos de cobre (Figura 1.13) interagem de maneira
parcialmente intercalativa no sulco menor do DNA com constante na ordem de
10*. Os experimentos de dicroismo circular mostram que provavelmente

oriundos da fenantrolina interagem com as bases nitrogenadas do DNA por
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interacdes 1, mostrando o grande potencial destes complexos como candidatos a

agentes citotoxicos™.

FIGURA 1.13: Difra¢do de raio-x de um dos Complexos de Cu Il de

Lakshmipraba (a). Ancoragem molecular dessa mesma molécula ao DNA **

1.4. Fotoquimica de complexos inorganicos

Complexos com propriedades fluorescentes sdo de grande interesse
em estudos biologicos, uma vez que permitem uma maior compreensao da acao
dos complexos no organismo. Para um planejamento estrutural adequado, ¢
necessario o conhecimento do processo de absorcao e emissdo de luz visivel.
Segundo Turro® e colaboradores, uma molécula absorve energia atingindo um
estado excitado quando ocorre uma ressonancia entre a densidade eletronica e a
frequéncia da luz incidida. Neste momento ocorre a formag¢do de um n6 e hé a

absorc¢ao eletronica (Figura 1.14).
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FIGURA 1.14: Formacdo de nos durante a absorc¢io eletronica™.

Pelo principio de Franck Kondon® toda transi¢do eletronica ocorre
no sentido vertical, uma vez que o nucleo ¢ mais pesado que os elétrons. Sendo
assim, no momento da transi¢ao eletronica nao ha mudanca nas coordenadas
nucleares do sistema. Da mesma forma, a transicdo ocorre num periodo de
10"5s, tempo insuficiente para que o momento de rota¢do do elétron se inverta.
Dadas essas informagdes temos como resumo o que uma transicao eletronica
precisa para acontecer: Ressonancia da frequéncia com o estado fundamental,
mudanga orbital e conservacao de spin. Qualquer transigdo fora destas condi¢des
se torna uma transicao proibida. Essa permissividade pode ser observada através

do valor de absortividade molar (€) calculado pela equagao de Lambert-Beer.

O processo de emissdo ocorre de maneira inversa, porém nao
necessariamente de forma vertical. Em compostos puramente organicos ¢
comum que haja pouca dissipa¢dao de energia por vibragdo e o estado populado
seja exatamente o estado emissivo. Para complexos de metais de transi¢do, a

partir do momento em que hd a absor¢do ocorre uma mudanca de estado com
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inversdo de spin, uma vez que o complexo acaba ganhando mais graus de
liberdade e geralmente, este € o estado responsavel pela emissao, quando ocorre.
Se o complexo ndo apresenta uma estrutura rigida, ele acaba perdendo energia
apenas por radiacdo infravermelha, oriunda dos movimentos das ligagdes

quimicas.

No entanto, este processo de inversao de spin no estado excitado,
promove uma vantagem aos compostos de coordenagdo, uma maior diferenca
entre o comprimento de onda de absor¢do e emissdo, chamado de deslocamento
de Stokes. Esta distincia permite que os dois processos ocorram de maneira
independente sem interferéncia da luz emitida pela luz absorvida, como acontece
nos compostos organicos onde ocorrem processos de reabsor¢ao. A Figura 1.15
mostra os exemplos da Courmarina 6 e de um complexo de metal de transi¢ao.
Repare na grande sobreposicao entre os espectros de absor¢do e emissao. Essa
sobreposicao pode causar uma supressdo de luminescéncia por reabsor¢do bem
como processos paralelos indesejados. Quando olhamos o complexo de metal de
transi¢do observamos que ao se iniciar a banda de emissao, a banda de absor¢do
esta quase zerada o que garante um isolamento dos dois processos € o estudo em

separado de cada um.
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FIGURA 1.15: Relacao entre absor¢do e emissdao de complexos inorganicos para
compostos organicos. Em tracejado, espectros de absor¢do e em linha cheia os
complexos de emissdo. Em azul o complexo Ru(dpp);Cl, e em vermelho o

composto organico Coumarina 6°°.

1.4.1.Rendimento quantico

Neste sentido, para que um complexo seja apto para ser usado como
uma possivel sonda fluorescente se deseja um alto rendimento quéantico de
emissdo, que ¢ definido como a relagdo entre moléculas que atingem o estado

excitado e pelas moléculas que realmente emitem.

¢ = niamero de moléculas que atingem o estado excitado

numero de fotons emitidos

Em moléculas organicas rigidas como o pireno, antraceno ou

perileno este niimero se aproxima muito de 1, pois os sistemas aromaticos
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conjugados conferem pouca vibragdo ao sistema, fazendo com que as perdas
energéticas por processos ndo radiativos sejam suprimidas em detrimento dos

processos radiativos. *

Ja em complexos com maior mobilidade se esperam rendimentos
quanticos bem menores uma vez que a molécula estd mais propicia a perdas
vibracionais. Importante ressaltar que o rendimento quantico também depende
da temperatura e solvente que influenciam diretamente nas condigoes

vibracionais.

Como exemplos temos os complexos quadraticos planos de
Exposito et al , em 2015". Foram sintetizados 9 complexos com um ligante
derivado do perileno e analisados seus rendimentos quanticos de emissao.
Apenas na substitui¢do do perileno o ligante foi de um rendimento de 0,93 para
0,13 e quando complexado esse valor passou a 0,0004. Mostrando realmente a
capacidade de supressdo de luminescéncia em prol do grau vibracional das

moléculas.
1.5. Quimica computacional

A fim de se aperfeicoar o processo de planejamento, sintese e
caracterizacao de possiveis compostos biologicamente ativos, uma das vertentes
da quimica computacional, propde-se compreender os modos de interacdo de

complexos e moléculas orginicas no meio biologico.™

Uma das técnicas para
tal ¢ a de modelagem molecular que consiste na previsao estrutural de um
fragmento ligante-receptor sendo esse ligante um composto organico ou um

complexo de metal de transi¢do.*®

Geralmente um dos métodos utilizados para a determinagdo da
estrutura de um aduto formado por molécula bioativa e macrobiomolécula pode

ser feito por cristalografia de Raios-X,* porém ainda ocorre a limitagdo do
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método a se obter fases puramente cristalinas para a andlise, o que ndo ¢ algo
trivial experimentalmente. Outro ponto ¢ que ndo se garante que a conformagao

cristalizada serd a mais estavel quando em solugao.

Sendo assim a modelagem molecular trabalha com ferramentas de
constru¢do e analise de sistemas complexos por meio computacional.
Basicamente a técnica parte de uma estrutura de um receptor conhecida
experimentalmente e se ajusta o candidato a fArmaco neste sitio.*** E através de
calculos de interacdo se podem comparar os dados experimentais e tedricos €

assim concluir sobre uma possivel interagdo com o sistema em estudo.

Em 2019, Hussain e colaboradores*' reportaram complexos de
polipiridinicos de Cu(Il) com citotoxicidade de 100, 50 e 10 uM para os
complexos 1,2 e 3 , respectivamente , frente a linhagem de cancer de mama
MCF-7 (Figura 1.16). Para se compreender os modos de ligagdo destes
complexos com as proteinas HSA e BSA, foram conduzidos os estudos de

modelagem molecular nos dois sitios possiveis de interacdo destas

macromoléculas.
0 g 0. + 0.
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FIGURA 1.16: Complexos polipiridinicos testados frente a linhagem MCF-7 de

cancer de mama por Hussain.*!
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O estudo mostrou que todos os compostos se ligam no sitio
hidrofobico do HSA interagindo com o aminoacido Triptofano 214 com boa
interacao hidrofobica. Uma das razdes a qual se atribuiu a melhor interacao foi a
presenca dos ligantes polipiridinicos na estrutura. Estes ligantes bidentados ao
travar a estrutura com ligantes rigidos permitem maior interagdo com o0s
aminoacidos. Os ligantes Bipiridina e fenantrolina interagem diretamente com
os aminodcidos do HSA segundo o estudo de ancoragem molecular, sugerindo

que esta interagdo dos anéis aromaticos seja um dos fatores predominantes para

a citotoxicidade do composto.*!

. A
Figura 1.17 : Docking molecular do complexo 1 de Hussain interagindo com

HSA*

Um ponto importante do exemplo acima ¢ que sé foi possivel o
estudo de interagao por modelagem molecular por haver uma estrutura cristalina
do complexo em questdo. Sendo assim, para o caso quando ndao ha estrutura
cristalina conhecida, a quimica computacional lanca mao de outra ferramenta,

calculos estruturais.
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1.5.1. Calculos estruturais

Os célculos estruturais que utilizam métodos quanticos sao
divididos em trés grandes grupos: métodos Ab initio, o calculo de baseia apenas
em constantes fundamentais como a de Planck, velocidade da luz e carga do
elétron. Neste modelo, todas as equagdes sdo resolvidas com algumas
aproximagoes. Um exemplo ¢ a aproximacdo de Born-Oppenhaimer que separa
a fun¢do nuclear da eletronica os calculando separadamente para cada atomo,
uma vez que o movimento do nicleo ¢ muito mais lento que o do elétron. Sendo
assim, esta aproximac¢ao funciona bem para d&tomos muito massivos, porém nao
muito boa em atomos mais leves. A grande limitagdo deste método ¢ o custo
computacional de se calcular uma funcao nuclear e uma funcao eletronica para

cada particula usando apenas constantes fundamentais. **

Outra opg¢dao ¢ o método semi-empirico, que usam menos
aproximagoes, porém partem de dados experimentais conhecidos para executar o
calculo, ou at¢ mesmo podem ser usados no lugar de dados experimentais,
parametros calculados pelo método Ab initio. Uma simplificacdo e limitagao
empregada € a consideracao apenas dos elétrons de valéncia e o uso apenas das
funcdes de base s e p. Os elétrons de camadas mais internas sdo descontados por
um fator de blindagem orbital levando em considera¢do a repulsdo entre os
elétrons de camadas mais internas. Ao contrario do célculo Ab initio quando os
erros geralmente sdo sistematicos e previsiveis, no método semi-empirico, os
erros sdo mais aleatorios e dependem dos parametros utilizados bem como dos

dados experimentais que se utilizam no calculo.

Para atomos mais pesados contendo orbitais d e f € recomendavel a
realizacdo de calculos da teoria do funcional da densidade (DFT). Diferente dos

métodos semi-empirico e ab initio, quando se calcula a fun¢ao de onda para cada
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elétron o que torna o custo computacional muito grande em sistemas complexos,
no método DFT se utiliza apenas uma unica fun¢do densidade eletronica p(N),
onde N ¢ o nimero de elétrons do sistema. Se antes para cada elétron se tinham
coordenadas x,y e z, agora existem apenas trés coordenadas consideradas no

calculo (x,y e z da fun¢do densidade).
2. Planejamento dos complexos

Tendo em vista o exposto acima, quando pensamos em um
complexo metalico bioativo que possa ser também promissor como sonda
biomolecular leva-se em consideragdo dois fatores: as propriedades

espectroscopicas ¢ citotoxicidade do complexo.

O ion Cu II foi escolhido por ser um metal além de
economicamente vantajoso, de geometria plana e com configuragdo eletronica
d9 o que permite transferéncias de carga no visivel quando combinados com o
ligante apropriado. Além disso, os compostos contendo o ion Cu II, ja sao
conhecidos na literatura como promissores agentes quimioterdpicos, tanto

quando se considera a citotoxicidade, quanto sua utilizagdo como sonda.**

Quando pensamos no ligante, ligantes rigidos e aromaticos se
mostraram promissores no meio bioldgico. Dentre estes, os ligantes
polipiridinicos como imidazol e fenantrolina j4 vem sendo amplamente
estudados por conferir rigidez e estabilidade termodindmica ao composto
quando coordenados de maneira bidentada, o que auxilia nas interagdes
hidrofobicas no meio bioldgico. Sua estrutura com orbitais do tipo ©° vazios
permitem, quando combinados com atomos ricos em elétrons d, que realizem
movimentagdes eletronicas dentro do visivel.** Esse comprimento de onda de
excitagdo dentro do visivel infere uma excitagdo menos energética, o que para

uma possivel aplicagdo como sonda bioldgica garantiria que o organismo nao
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sofra alteracdoes devido a radiagdes de alta energia, como ultravioleta, por
exemplo. A maioria das biomoléculas também absorve na regido ultravioleta, o
que ndo garantiria uma preferéncia na excitacdo exclusiva da molécula

sintetizada.

A fim de se estender a conjugagdo dos elétrons do ligante deixando
os orbitais vazios mais acessiveis, € assim, trazendo a energia da transferéncia
de carga para regides menos energéticas, visivel, realizou-se alteragdes pontuais
na estrutura da fenantrolina através da insercdo de sistemas conjugados simples,
favorecendo as propriedades espectroscopicas sem prejudicar a solubilidade em
agua destes complexos. A fenantrolina ja ¢ estudada em diversos compostos
com resultados promissores em complexos que sdo tanto citotdxicos quanto
fluorescentes.*™*® Face o exposto, planejou-se complexos contendo o centro
metdlico de Cu II com ligantes derivados da fenantrolina e imidazol (Figura

1.18).

| ~x | ~
Receptor de elétrons que /N\ /N =
propicia rigidez interagGes 2+ Centro aromdtico que
hidrofébicas com Cu confere maiores
biomoléculas N/ chances de

/ \ trasnferéncia de carga

| | e interacdes
\\ /

Centro metalico planar com
possibilidade de transferéncia
de carga.

FIGURA 1.18: Planejamento racional dos complexos de Cobre
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3. Objetivo Geral

Estudar  experimental e  teoricamente as  propriedades
espectroscopicas e estruturais de complexos de Cu II como possiveis complexos

citotoxicos e sondas biologicas.
3.1. Objetivos Especificos

1- Sintetizar e caracterizar os ligantes e complexos de cobre

2- Calcular suas estruturas tedricas por DFT

3- Estudar suas propriedades espectroscopicas por TD - DFT

4- Realizar estudos de interagdo com DNA por ancoragem molecular

5- Realizar estudos de interagao experimentais dos compostos com o DNA

6- Realizar ensaios de citotoxicidade em diferentes linhagens celulares

4. Procedimento Experimental

4.1. Sintese dos ligantes

4.1.1.Sintese da 1-10-fenantrolina-5-6-diona

Em um baldo de 250 mL, em banho de gelo 0°C, foram adicionados
lg de 1-10 fenantrolina e 5g de KBr sélido. A esta mistura foram gotejados 60
mL de uma solucdo de sulfonitrica, previamente preparada, também em banho
de gelo, a partir da mistura de 40 mL de H,SO, e 20 mL de HNO,. A mistura foi
colocada sob agitagcdo e a reagdo foi mantida em refluxo até o desaparecimento
do gas vermelho formado, Br, em aproximadamente 2 horas.

A solugdo foi neutralizada com solugdao saturada de Na,CO; e

filtrada. A solugdo amarela foi extraida 3 vezes com 50 mL de CHCI; A fase
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organica foi evaporada completamente, resultando em um sélido amorfo

amarelo (rendimento 65%).4

4.1.2. Sintese do ligante
Dipyrido[1,2,5]oxadiazolo[3,4-b]quinoxalina (L1)

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 300 mg de
1-10-fenantrolina-5-6-diona solubilizados em 50 mL de etanol. A esta solucao
foi adicionado 1 mL de HCl 30 % sob agitagdo. Logo em seguida, foram
adicionados 143 mg de 3,4-diaminofurazano solubilizados em 50 mL de etanol.
A solucao foi refluxada por 8 horas, neutralizada e teve seu volume reduzido. A
precipitacao foi forcada em banho de gelo e o s6lido amarelo foi filtrado e seco a

vacuo. (rendimento de 50%).*

4.1.3. Sintese do ligante
6,7-dicyanodipyrido[2,2-d:2,3-f]quinoxalina (L2)

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 300 mg de
1-10-fenantrolina-5-6-diona e solubilizados em 50 mL de etanol. Apds isso
foram adicionados 155 mg de 3,4-diaminofurazano solubilizados em 50 mL de
etanol. A solucao foi refluxada por 8 horas, neutralizada e teve seu volume
reduzido. A precipitagdo foi forcada em banho de gelo € o solido amarelo foi

filtrado e seco a vacuo. (rendimento de 47%)*.
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4.2. Sintese dos complexos

4.2.1. Sintese do complexo Al [Cu(L1)(H,0),]|(PF)),

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 100 mg de CuSO,
.SH20 solubilizados em 50 mL de agua. A esta solucdo foi gotejada uma
suspensao feita a partir de 110 mg do ligante 1 e 50 mL de etanol. A solucao foi
refluxada por 24 horas, a 90 °C. Apds este periodo, o volume reduzido. Em
seguida, a precipitacdo foi forcada em banho de gelo. O solido verde foi filtrado
e recristalizado em dgua quente, com excesso de NH,PF, O composto foi lavado

com agua a temperatura ambiente e seco a vacuo (rendimento de 60%).

4.2.2. Sintese do complexo A2 [Cu(L,)(H,0),](PF)2

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 100 mg de CuSO,
.SH20 e solubilizados em 50mL de dgua. A esta solucdo foi gotejada uma
suspensao feita a partir de 113,05 mg do ligante 2 ¢ 50 mL de etanol. A solugao
foi refluxada por 24 horas, a 90 °C. Apds o volume ter sido reduzido, a
precipitacao foi forcada em banho de gelo, observou-se a formagdao de um sé6lido
verde, que foi filtrado. O composto foi solubilizado em &4gua quente e
cristalizado, com excesso de NH,PF, O solido verde foi lavado com agua a

temperatura ambiente e seco a vacuo (rendimento médio 60%).

4.2.3.Sintese do complexo B1 [Cu(L1)(Bipy)](PF,),

Em um balao de 100 mL foram adicionados 100 mg do complexo

A1 solubilizados em 50 mL de acetona. A esta solu¢do foram adicionados 25 mg
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de 2,2 Bipy. Apds o volume ter sido reduzido, a precipitagdo foi forcada em
banho de gelo, observou-se a formagao de um sélido marrom, que foi filtrado,

lavado com etanol gelado e seco a vacuo. (rendimento médio 50%).

4.2.4.Sintese do complexo B2 [Cu(L2)(Bipy)](PFy),

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 100 mg do complexo
A2 e solubilizados em 50 mL de acetona. A essa solugio foram adicionados 25
mg de 2,2 Bipy. Apos o volume ter sido reduzido, a precipitagao foi forgada em
banho de gelo, observou-se a formagdao de um solido marrom, que foi filtrado,

lavado com etanol gelado e seco a vacuo. (rendimento médio 50.7%).

4.3. Espectroscopia na regiao Infravermelho

Os espectros foram obtidos em pastilha de Csl de maneira
qualitativa, com branco previamente coletado em pastilha de Csl. Os resultados
foram coletados em varreduras de 42 scans no espectrometro SHIMADZU

IRTracer-100.

4.4. Espectroscopia de absorcio e emissio na regiao do

UV-Visivel

Os espectros foram obtidos em solugdo de DMSO a temperatura
ambiente com velocidade média de varredura e amplitude de 200 a 900 nm em
um espectrofotometro SHIMADZU UV-1650PC. As medidas foram feitas com
absorbancia na banda de interesse proximo de 1, respeitando a Lei de Beer. Os

espectros de emissdao foram obtidos a partir de solugdes a 0,1 de absorbancia nas
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bandas de interesse. Os rendimentos quanticos foram calculados por comparagao

frente ao padrdo [Ru(Bipy),]*" através da equagdo 1.

— 2
¢amostra - d>padrﬁo ( Iamostra/ Aamostra) (Apadrﬁo/ Ipadrﬁo) (Ilamostra/ I]padréo)

Equacdo 1: Rendimento quantico®-’

® 1>

= rendimento quantico da molécula [Ru(Bipy),

padrao

I = 4rea do grafico de intensidade de emissao da amostra e do padrao
A = absor¢ao da amostra e do padrdao no comprimento de excitagao
I = indice de refracao do solvente

4.5. Voltametria ciclica

Os estudos eletroquimicos foram conduzidos em uma cela de 3
eletrodos em 10 mL de acetonitrila desaecrada com gis Argénio em um
potenciostato AUTOLAB PGSTATI101. O eletrodo de trabalho e contra-eletrodo
utilizados foram de disco de platina, e o eletrodo de referéncia foi um fio de
prata. Os voltamogramas foram obtidos em diferentes sentidos e velocidades a
depender do sistema. A concentragido de composto utilizada foi de 10°M para as

espécies analisadas e 0,1 M para o eletrolito suporte (PTBA).
4.6. RMN

Para os ligantes, foram obtidos os espectros de RMN
unidimensionais de H' e C" e bidimensionais de COSY H-H e HSQC, em
DMSO - d° ou cloroféormio deuterados. Para os complexos ndo foi possivel a

obtencao dos espectros de RMN devido a sua natureza paramagnética. Todos os
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experimentos foram conduzidos em um equipamento de 400mHz, BRUKER

ARX 94T .

4.7. Estudo de interacao com o DNA utilizando Brometo de
Etidio

Uma solucao de Brometo de etidio foi misturada a uma solucao de
CT- DNA de modo que a concentragao final de cada espécie em solucdo fosse
de 50 uM. Esta solugdo foi titulada com o complexo de interesse em
concentragdes que vao de 0 a 50 uM. O resultado desta titulagdo foi monitorado
pelo decrescimento da intensidade da curva de emissao do aduto BE + DNA em
funcdo da adi¢do de complexo. Para correcdo da linha de base foi utilizado o

branco (solvente).*®
48.  Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando as
seguintes linhagens celulares: MDA-MB-231(cancer de mama), A549 (cancer
de pulmdo) e MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmao). As células foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) com 10% (v/v)
de FBS (soro fetal bovino) dentro de garrafas de plastico (Corning) armazenadas

em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO.,.

A contagem das células foi realizada utilizando o corante Azul de
Tripano em uma camara de Neubauer no Microscopio Nikon Eclipse TS100.
ApoOs a contagem da suspensdo, foram adicionadas a placas de 96 pogos
aliquotas com 150 pL contendo 1,5x10* células mL™'. As placas foram mantidas
por 24 h na estufa e em seguida foi adicionado a cada pogo 0,75 puL de uma
solucdo de DMSO contendo o ligante ou os complexos. As concentragdes finais

dos compostos nos pogos foram de 8,00x107'; 1,58; 3,16; 6,25; 12,50; 25,00;
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50,00; 100,00 umol-L"'; para os compostos mais ativos as concentra¢des
precisaram ser ajustadas para: 2,00x10"; 3,90x10"'; 7,80x10°'; 1,58; 3,16; 6,25;
12,50; 25,00 umol-L"'. Em seguida, as placas foram incubadas novamente na

estufa por mais 48 h.*-!

Apos a incubacdo das microplacas foi adicionado a cada poco 50
uL de uma solucdo de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)2,5-Difenil Brometo de
Tetrazolio) (1 mg-mL™") e incubada novamente na estufa por 4h. Por fim, se
retirou a solu¢do de cada poco e adicionou-se 100 pL. de DMSO, em seguida
foram realizadas as medidas de absorbancia em cada poco com o leitor de
microplacas hibrido da BioTek modelo SYNERGY HI1. Os dados obtidos foram
tratados utilizando Excel 2010 e GraphPadPrism 5.01.

5. Estudos teoricos

5.1. DFT e TD-DFT

Inicialmente as estruturas dos complexos foram otimizadas
utilizando o método DFT com funcionais B3LYP nas bases LANL2DZ e
CCPVDZ, para se averiguar qual gerariam melhores resultados. Frente aos
dados obtidos, foi escolhida a base CCPVDZ para a continuacao dos estudos. As
estruturas foram otimizadas, novamente, com os funcionais CAM-B3LYP e
MO062X. A partir das estruturas otimizadas, foram calculados pelo método
TD-DFT os espectros de absorcdo teoricos das moléculas. As analises
populacionais foram feitas através do calculo de energia no estado fundamental
das estruturas otimizadas, utilizando as keywords pop=full, nbo iop (3/33=1). As
analises populacionais foram feitas utilizando o software GaussSum. Os
espectros de RMN dos ligantes foram simulados pelo método DFT (GIAO). Os

sinais foram corrigidos frente a préotons calculados do ligante 1-10,fenantrolina,
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utilizado como padrao. Todos os calculos foram efetuados em fase gasosa e em

modelo IEFPCM de solvente, em DMSO.
5.2. Ancoragem Molecular

O arquivo contendo as coordenadas tridimensionais da biomolécula
alvo foi obtido do Protein Data Bank, PDB ID: 1G3X°% a qual obteve sua
estrutura resolvida pela técnica de difragcdo por raios X e resolugdo igual a 2,7 X.
Antes do cdalculo de ancoramento molecular, os atomos de hidrogénio da
biomolécula foram adicionados automaticamente considerando os estados de
protonac¢ao em pH = 7,4. Em seguida, todas as aguas e o ligante co-cristalizado
(acridina — 9 — carbaldeido, 9AC) foram extraidos. Célculos de redocking foram
realizados em 50 “runs” para a func¢do de pontuagio ChemPLP>® em modelo
rigido, disponiveis no software GOLD (v 5.7)**°. Utilizando-se o coligante
9AC como referéncia, o raio escolhido para o modelo foi de 10X.
Posteriormente, como no redocking, os complexos de Cu(Il) foram docados. As
poses contendo maiores pontuagdes foram extraidas como solucdo e os
resultados foram interpretados através das plataformas graficas Pymol®® e DSV

(v 17.2.0)"".
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6. Resultados e discussao
6.1. Os ligantes

A reacdo de formagdo do ligante fenantrolina-5,6-diona seguiu o

mecanismo da Figura 6.1, ja conhecido na literatura.

HBr(KBr/H,S0,) @ ; /E:r Hb
— H'@ " Tw®o- (®
H‘“N —
| =
(HNO3)

N\ 7/ \ /
O @]
e

—ZOOZ—

N\ 7/ \ /

0
T
_ZAeZ—
& % é )
i

L 0

E%%@
0

FIGURA 6.1: Mecanismo de reac¢do da fenantrolina -5,6-diona.*®

Como o ligante ja ¢ bem descrito na literatura, sua estrutura foi
confirmada pelo espectro na regido do infravermelho. Além das bandas
relacionadas ao sistema fenantrolinico, foi possivel observar a banda
caracteristica do estiramento CO em 1690 cm™.” Além disso, o espectro de
RMN de H', mostra os 3 sinais referentes aos protons a, b e ¢ (Figura 6.2) da
fenantrolina em 9.11, 8.50 e 7.58, respectivamente, deslocados em relagdo a
fenantrolina livre. Adicionalmente, percebe-se o desaparecimento de um sinal de

dois H da fenantrolina livre em 8.22 ppm.®
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FIGURA 6.2: Espectro de RMN da fenantrolina-5,6-diona em CDCIl; em 400

MHz.

Nos ligantes 1 e 2, observa-se no espectro de infravermelho o

desaparecimento da banda em 3300 cm™ referente ao grupo NH, da diamina e o

desaparecimento da banda em 1690 cm™ atribuida ao grupo carbonil do ligante

fendiona, assinalada em roxo na Figura 6.4. Sendo assim, sugere-se que houve a

substituicdo das carbonilas pelos
esquematizado na Figura 6.3.
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FIGURA 6.3: Reacdo de

fenantrolina-5,6-diona em meio 4cido.®
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FIGURA 6.4: Espectro de IV em pastilha de KBr dos ligantes
Fenantrolina-5,6-diona (vermelho) e ligante L1 (preto). O retangulo roxo

assinala a banda 1690 cm-1 que desaparece apOs a reagao.

Os espectros de RMN H' do ligante L1 mostram os trés sinais na
regido de aromaticos atribuidos aos 6 protons que sdo equivalentes. Todos os
sinais se apresentaram como duplos dubletos, uma vez que cada proton sente a
interacdo dos outros dois protons no mesmo sistema aromatico, ocasionado o
desdobramento do sinal. Através das constantes de acoplamento, se pode
observar que o préton a possui maior interagdo com o proton ¢, € uma menor
interacdo com o proton b. O que significa que o proton a esta em posicao orto ao
proton ¢ e em meta em relagdo ao proton b. Inicialmente, atribui-se o préton
mais desprotegido, o qual estd ligado ao carbono adjacente ao nitrogénio, proton
a como o orto ao nitrogénio da fenantrolina e a partir dai se fez a atribui¢cdo dos

outros sinais conforme a Figura 6.5.
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FIGURA 6.5: Espectro de RMN do ligante L1 em CDCI; a temperatura

ambiente em 400MHz.

O espectro de carbono para este mesmo ligante L1 (Figura 6.7)

mostra 7 carbonos referentes aos 14 carbonos simétricos da molécula, dois a

dois. Os carbonos hidrogenados foram atribuidos com o auxilio da técnica de

HSQC (Figura 6.6). Nesta técnica se observou os hidrogénios a, b e ¢ ligados

diretamente aos carbonos de deslocamento quimico 155, 125, ¢ 75 ppm,

respectivamente. Os cruzamentos entre Hidrogénio a e Carbono em 155 ppm se

assinala em azul, o Hidrogénio b ao carbono em 135 ppm em laranja ¢ o

cruzamento do Hidrogénio ¢ em verde.
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FIGURA 6.6: Espectro de HSQC do ligante L1 em CDCI, a temperatura
ambiente em 400 MHZ

A atribuicao dos outros carbonos do ligante L1 se mostra duvidosa
até mesmo na literatura. Pelos efeitos de ressonancia da molécula nao € trivial
atribuir os carbonos nio hidrogenados.” Sendo assim, fez-se uso de métodos
computacionais para a simulacdo dos espectros de RMN da molécula. Para se
corrigir os espectros obtidos, foram otimizadas as estruturas das moléculas
1,10-fenantrolina ¢ a de 3,4-diaminofurazano, pela mesma metodologia, ¢
calculados seus espectros de RMN. Uma vez feito isso, foi calculado o erro do
resultado do célculo em relacdo ao experimental ja conhecido na literatura. E

esse erro obtido em cada préton foi aplicado na molécula de ligante calculada.
Exemplificando:

O carbono 1 do ligante 1,10 — fenantrolina apresenta um sinal em
150,12 ppm. O resultado do calculo deste carbono foi de 158,698 ppm. Sendo
assim, o método apresenta uma discrepancia de 8,578 a mais do que o valor real.

Entdo, para o céalculo do ligante 1. em que o resultado do deslocamento quimico
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do carbono 1 foi de 164,675, aplicou-se 0 mesmo erro do padrao fenantrolina,
8,578, e se chegou ao resultado corrigido de 156 ppm, muito mais proximo do
resultado experimental, 155 ppm. Este método foi utilizado para todos os

carbonos, obtendo-se os seguintes resultados.®

TABELA 6.1: Corre¢do linear dos espectros teoricos do ligante L1 com

1,10-fenantrolina como referéncia.

Phen C Ligante 1

Teo Exp Erro Teo Teo ref |[Exp

158,69 (150,12 |8,578 1 164,67 |156,09 [151,80
156,27 (146,10 (10,17 6 (160,63 |150,46 (150,31
142,07 (135,81 16,26 7 |158,09 (151,83 |150,10
135,83 (128,46 |7,37 5 142,74 |135,37 (135,74
134,02 (126,35 |7,67 4 (132,78 (125,10 {126,54
128,43 (122,90 |5,53 3 130,67 |125,13 (125,21

Entdo, a partir dos resultados teoricos foi possivel a atribuicdo de
todos os carbonos, como mostrado na Figura 6.7. O mesmo processo foi

realizado para o ligante 2, chegando-se as atribuicdes da figura 6.8.
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FIGURA 6.7: Espectro de RMN C" do ligante L1 em CDCI, a temperatura
ambiente em 400 MHZ

TABELA 6.2: Corre¢ao linear dos espectros teoricos do ligante L2 com

1,10-fenantrolina como referéncia.

Phen C Ligante 2

Teo Exp Erro Teo Teo ref Exp

158,69 150,12 8,57 1 163,91 155,33 155,04
156,27 146,10 10,17 2 158,62 148,45 148,86
142,07 135,81 6,26 6 149,43 143,17 141,96
135,83 128,46 7,37 3 138,94 131,57 134,73
134,02 126,35 7,67 4 130,66 122,98 125,13
128,43 122,90 5,53 2 130,32 124,78 124,83




FIGURA 6.8: Espectro de RMN C" do ligante L2 em CDCI, a

temperatura ambiente em 400 MHZ

Os espectros de absor¢do na regido do UV-Vis (Figura 6.9)

mostraram bandas na regido de 360 nm caracteristicos de transi¢oes intraligante

39

n-n* da fenantrolina. Os valores de absortividade molar em torno de 100.000

Lmol'cm™ mostraram que as bandas sdo muito permitidas o que € caracteristico

deste tipo de transicdo, uma vez que ¢ gerado um ndé no momento da transi¢ao

eletronica. ¥
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FIGURA 6.9: Espectro de absorc¢ao do ligante L2 em solu¢ao de Cloroformio a

temperatura ambiente.

6.2. Complexos: Estudo do estado de oxidacido, uma abordagem

teorica

No desenvolver do trabalho, a primeira pergunta a ser respondida
era qual o estado de oxidacao do ion cobre usar para melhores resultados. Sendo
melhores resultados, neste caso, a formagcdao de uma estrutura com maior
estabilidade termodindmica, com maior planaridade e que pudesse apresentar
propriedades espectroscOpicas mais apropriadas para seu uso como uma possivel
sonda. Desta forma, recorreu-se aos calculos estruturais de complexos de cobre [

e cobre II contendo o ligante L1, derivado da fenantrolina (Figura 6.10)
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FIGURA 6.10: Estrutura do complexo [Cu(L1),]*" calculada em DFT B3LYP
LANL2DZ.

Para o complexo com estado de oxidagdo I, foi observado angulo
entre os planos dos ligantes de 83 graus enquanto que para o complexo de estado
de oxidagao II foi encontrado um angulo de 39 graus mostrando como esperado

que o estado de oxidagdo II teria uma maior planaridade.

Isto ocorre porque o ion Cu I ¢ um ion d10 que para acomodar
quatro ligantes em sua esfera, fard uma hibridizacao sp3 com seus orbitais 4s e
4p vazios, adotando assim uma geometria tetraédrica. Para o ion Cu II a
configuragdo é d’ o que faz com que esse ion hibridize uma forma dsp?

formando um quadrado planar.

No que diz respeito aos espectros de absor¢ao da molécula, ambas
apresentaram bandas no visivel, porém o complexo de Cu II apresentou uma
banda mais ao visivel quando comparado ao andlogo de Cu I (Figura 6.11). Os

calculos dos orbitais mostraram que ambos os complexos possuem bandas de
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transferéncia de carga, porém no Cu I esta banda ¢ caracterizada com uma
transicdo do metal para o ligante enquanto que no ion Cu II ocorre uma
transferéncia do ligante para o metal. O ion Cu I de configura¢do d'°, com
camada fechada, possui uma maior tendéncia em optar por doar sua densidade
eletronica no estado excitado. Em contrapartida, o ion Cu II possui uma maior
deficiéncia eletronica, pela sua configuracdo d9 quando comparado ao ion d10,
sendo esperado que no estado excitado ele tenha uma tendéncia a receber

densidade eletronica dos seus ligantes.

Cabe ressaltar que no estado fundamental, ambos os ions sdo
deficientes de elétrons e recebem densidade eletronica de seus ligantes em uma
reagdo acido-base de Lewis. O que ¢ levado em consideragdo no estudo do

espectro de UV-Vis € o comportamento no estado excitado da molécula.

Os estudos de NBO mostram a composicao orbitalar dos orbitais de
saida e de chegada envolvidos na transigao eletronica, Figura 6.11, onde pode-se
observar claramente a diferente movimentacao de densidade eletronica no estado
excitado dos complexos. Entdo, dada as propriedades espectroscopicas, mas
principalmente, considerando as propriedades estruturais desejadas, optou-se por

seguirmos os estudos com os complexos de nimero de oxidagao II.
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FIGURA 6.11: Orbitais predominantes nas transi¢oes eletronicas do
complexo [Cu(L2)2]2+ (a) e [Cu(L2)2]1+ (b). Imagens obtidas pelo
método NBO em DFT B3LYP LANL2DZ.

6.3. Caracterizacao dos Complexos:

6.3.1 Sintese

Inicialmente, a partir da reacdo entre o sal de cobre e os ligantes
(esquema 1) visava-se a inser¢cdo de duas moléculas de fenantrolina substituida
no arcabou¢o molecular. Os produtos resultantes variaram em cor entre, verde e
marrom, € se mostraram parcialmente soluveis em agua. Ao se comparar oS
resultados de analise elementar foi observado um grande desvio do esperado

para os complexos bisquelatos. Ao serem analisadas as possibilidades, criou-se a
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hipotese da formagdo de um possivel aquo-complexo, € que a segunda

fenantrolina nao estivesse coordenada ao centro metalico.

Etanol /=
CusSO, + 211 —= B

Esquema 6.11: Sintese do complexo [Cu(L1)]**

Neste sentido, a sintese foi refeita mudando-se a razao entre os
reagentes, com um equivalente dos ligantes. Os solidos formados apresentaram
as mesmas cores e rendimentos proximos aos encontrados a partir da primeira
sintese. Estas observagdes reforcaram a hipdtese de formacdo de
aquo-complexos. Os valores obtidos através da analise elementar estdo

condizentes com esta proposta estequiométrica (Tabela 6.3).

Ao buscar uma solucdo para este caso, recorremos ao calculo
estrutural DFT para as moléculas propostas, e se observou que o complexo
contendo dois equivalentes de ligante, possuia uma distancia entre os planos
formados Cu-Ligante de 0,84 angstrons, enquanto que o aquo-complexo, esta
distancia foi de apenas 0,58 angstrons (Figura 6.12). Essa maior distancia que o
complexo bisquelato apresenta ¢ decorrente do efeito estérico entre eles, no
entanto esta tor¢ao de 3 graus, desvio da planaridade em um sistema rigido, pode
conferir uma tensao, forte o suficiente, para que o complexo nao seja formado
experimentalmente. Esta perda de planaridade da fenantrolina nao sé ¢ inviavel
do ponto de vista estrutural, pela rigidez do complexo, como energeticamente

poderia alterar a aromaticidade do ligante, uma vez que ele perderia a



45

planaridade no processo. Esta tensdo nao existe no caso do aquo-complexo, pela
natureza do ligante, e consequentemente, observa-se um desvio de apenas 0,85

graus na planaridade.

FIGURA 6.12: Simulacdo do complexo Al a esquerda e do complexo

[Cu(L1)]*" a direita evidenciando a distancia entre os ligantes.

Apesar da obtencdo de aquo-complexos nao ter sido planejada,
estas estruturas foram mantidas neste estudo, uma vez que podem conferir
interacoes multiplas com a molécula do DNA, tais como: intercalacdo e ligacao
covalente. No entanto, do ponto de vista espectroscopico, a inser¢do de outro
ligante piridinico se mostra interessante. Desta forma, foram realizadas sinteses

de substituicdo das moléculas de dgua pelo ligante imidazol.
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Esquema 6.2: Sintese do complexo [Cu (L1)(ImH),

Quando este complexo reage com dois equivalentes de imidazol
ocorre a formacdo de um complexo verde escuro atribuido ao complexo
[Cu(L1)(Im),]**. Em seu espectro na regido do UV-Vis pode-se observar uma
banda caracteristica em 550 nm (figura 6.13), porém, ao se realizar a medida em
presenga de agua a temperatura ambiente se observa um consumo da banda em
550 nm, quando o espectro resultante passa a ser o espectro do aquo-complexo.
Sendo assim, atribuiu-se a este fendmeno, uma labilizacdo dos ligantes
imidazolicos por moléculas dgua, o que é comumente relatado na literatura® .
Uma vez que foi observada a degradacao do complexo € meio aquoso, uma
medida de absortividade neste meio seria inviavel, por isso o espectro de

absorcao so foi possivel de ser apresentado e absorgao.
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FIGURA 6.13: Espectro de absor¢do em solu¢gdo aquosa do composto
[Cu(L1)(Im),J**

ABS

FIGURA 6.14 : Espectro de absor¢do em agua do complexo Al.

Uma vez que a reacdo com imidazol nos levou a um sistema 1abil,
retornou-se a idéia de formacao de complexos bisquelatos, mas que o co-ligante

pudesse apresentar uma maior tor¢ao que a fenantrolina. Desta forma, escolheu a
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molécula de bipiridina como co-ligante, por apresentar maior possibilidade de
torcdo e poder se coordenar de forma bidentada. Diante destas observagoes,
novos calculos teoricos de otimizacao de estrutura foram realizados. Os dados
mostraram que para essa nova molécula, com a bipiridina, as distancias entre os
planos dos ligantes seriam de 40 graus, e a tor¢ao entre os imidazois, que podem
girar em torno da ligacao simples, foi verificada ser de 7 graus (Figura 6.15),

devido a esta maior flexibilidade do ligante, a reacao poderia ser mais viavel.

FIGURA 6.15: Estrutura otimizada do Complexo B1 pelo método DFT B3LYP

LANL2DZ mostrando tor¢ao de 7 graus no ligante bipiridinico.

Pelas razdes supracitadas, o estudo se desenvolveu com os
aquo-complexos (Al e A2) e seus respectivos analogos, contendo a bipiridina

(B1 e B2) (Figura 6.16).
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Os complexos foram sintetizados conforme o esquema reacional
abaixo. Uma vez que o centro metdlico possui configuracao d9, a conformacgao
esperada do complexo formado seria quadratica plana. Para esse tipo de
complexo ocorre prioritariamente um mecanismo associativo de substituicdo
com a formac¢do de um complexo pentacoordenado, no estado de transi¢do, com
a subsequente saida das moléculas de agua, coordenadas ao centro metalico.
Esta associagdo € coerente tanto na inser¢do da fenantrolina substituida quanto
na inser¢ao da bipiridina, uma vez que os ligantes agora sao ligantes pequenos

que propiciam baixo impedimento estérico.
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FIGURA 6.16: Esquema reacional dos complexos metalicos

6.3.2. Analise elementar

A tabela 3 mostra os resultados de analise elementar para os
complexos. Para os complexos com Bipy (Bl e B2) foi adicionada uma

molécula de acetona de cristalizacdo para resultados mais coerentes. Conforme
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esperado, as féormulas minimas dos compostos indicam a obtengdo dos

complexos de interesse.

TABELA 6.3: Andlise elementar dos complexos metalicos

Complexo Féormula minima %C (T/E) %N (T/E) %H (T/E)
Al C,H,,CuF ,NO,P, | 25,33/24,50 12,66/12,09 1,52/1,70
A2 C,H,,CuF ,NO,P, | 28,61/27,73 12,51/11,45 1,50/1,83
Bl C,,H,,CuF ,N,O,P, | 38,52/37,92 13,31/13,10 2,39/2,50
B2 C,,H,,CuF ,N;OP, | 40,88/40,35 13,15/12,77 2,60/3,02

6.4. Caracterizacao dos complexos do tipo Aquo (Al e A2)

Os resultados de condutividade para os compostos foram de 235 ¢
248 Scm™mol™” para os complexos Al e A2, respectivamente. Estes resultados
sdo coerentes com eletrdlitos 2:1 uma vez que o contra ion PF, ¢ monovalente, o
que também ¢ coerente com o estado de oxidagdo do ion cobre II esperado

nestas condigoes.

O espectro de UV-Vis do composto Al apresentou uma banda
similar a do ligante, porém levemente deslocada para uma regido de maior
comprimento de onda. Esta regido acaba sendo uma regido muito energética
para uma excitacdo de complexo com aplicagdo biologica, uma vez que se
procura um composto com maximos de absor¢do mais deslocados para a regido
do visivel, desta forma, a excitacdo ndo atinge um nivel energético capaz de

causar alteracdes celulares. Foi observada uma diminuicao da absortividade
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molar do composto, o que realmente indica a coordenagdo, apesar do pouco

deslocamento quando comparado ao ligante livre.

Os resultados de DFT (Figura 6.17) mostram resultados coerentes
com o experimental, o que mais uma vez, nos indica a obtengdo do composto.
Segundo os estudos de NBO, a banda nessa regido deixa de ser uma banda
intraligante e agora passa a ser uma banda de transferéncia de carga

Ligante-Metal.
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FIGURA 6.17: Espectro de absor¢ao experimental em agua do complexo Al em
vermelho, em DFT B3LYP LANL2DZ em meio aquoso em preto € as forgas de

oscilador em vermelho com intensidades relativas.

J& no complexo A2 observa-se uma banda intensa em 290 nm
referente ao ligante L2 coordenado. Outra banda composta por dois picos ¢

observada, um em 420 e outro em 440 nm, de absortividades proximas de 2400
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Lem'mol™?. Este valor de absortividade, nesta regido, pode ser atribuido a
transferéncias de carga entre estados dubletos, uma vez que transicdo com
inversao de Spin ndo sdo permitidas. Nao foi possivel observar bandas de menor
absortividade atribuidas as bandas centradas no metal, sendo assim, sugere-se
que a coordenacgdo do ligante L2 aumenta a energia de campo ligante levando a
banda MC que comumente se observa em 500 nm para a regido de 420 nm, por

tanto, encoberta pela banda de maior intensidade na mesma regido (Figura 6.18).
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FIGURA 6.18: Espectro de absor¢do do complexo A2 em Cloroféormio a

temperatura ambiente.

O complexo Al quando excitado na banda de transferéncia de carga
ndo apresentou emissao na presenca de oxigénio, porém para o complexo A2, os
estudos dos espectros de emissdo mostraram que quando excitado na banda de
transferéncia de carga ele ¢ capaz de emitir luz visivel na presenca de oxigénio.
Quando o complexo ¢ excitado na banda de 440 nm observa-se a formagao de
um ombro na emissao (Figura 6.19), porém quando o complexo ¢ excitado em
420 nm, se observa uma banda larga com maximo em 475 nm (Figura 6.20).

Sendo assim, infere-se que apesar de na absor¢do serem populados dois estados
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dubletos, apenas um destes estados (o correspondente a banda em 420 nm) ¢ um
estado emissivo, enquanto, o outro estado perde sua energia por movimentos

vibracionais ou teve sua luminescéncia suprimida pela presenca de oxigénio.
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FIGURA 6.19: Espectro de absor¢ao (Vermelho) x espectro de emissao (Azul)

excitado em 440 nm do complexo A2 em DMSO a temperatura ambiente.
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FIGURA 6.20: Espectro de absorcao (Preto) x espectro de emissao (Vermelho)

excitado em 420 nm do complexo A2 em DMSO a temperatura ambiente.
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Quando calculado o rendimento quantico de emissdo temos um
resultado de 0,031, que quando comparado ao valor de 0,040 do padrdo
[Ru(bipy),]*" , em oxigénio, mostra que conseguimos obter um complexo de
cobre emissivo, € potencial emissivo proximo do principal padrao inorganico da
literatura. O fato de o complexo ter sido emissivo tanto quanto o padrdo, no
meio oxigenado, mostra que este composto € promissor para estudos biologicos

de acumulagdo por microscopia confocal.

Outro fator importante foi o deslocamento de Stokes observado da
ordem de 1,81 x 10° cm™ (55 nm). Este bom valor indica que em experimentos
bioldgicos ou espectroscopicos nao havera interferéncias na emissdo observada
por processos de reabsor¢ao de luz, o que ¢ comum em compostos puramente

organicos.

Estudos eletroquimicos por voltametria ciclica mostraram que para
os dois ligantes foram observados potenciais de redugdo padrao da fenantrolina,
abaixo de -0,6 volt, porém deslocados. Gayathri, em 2014°" ja descreveu a
formagdo de novas fenantrolinas por meios eletroquimicos, aos quais ao
substituir a 1,10 fenantrolina ocorre a formag¢ao de um potencial abaixo de zero
como o observado (Figura 6.21). Uma vez que os ligantes propostos possuem
maior conjugacao de elétrons m, os potenciais oxidagdo dos ligantes L1 e L2
aparecem em valores mais negativos. Nenhum dos potenciais dos ligantes foi
coincidente com os potenciais metalicos (Figura 6.22) e n3o houve uma
diferenga significativa de potencial quando se muda o substituinte da

fenantrolina.



55

a.GCE@Phen

g S CE@Phentu® GCE/MWCNT@Phen

formation

FIGURA 6.21: Voltamogramas em Acetonitrila a temperatura ambiente dos

compostos 1,10-fenantrolina (a) e 1,10- fenantrolina-5,6-diona(b).*'
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FIGURA 6.22: Voltamograma em Acetonitrila a temperatura ambiente do

ligante L2.

A voltametria ciclica mostrou um par redox 0,35/ 0,1 volts para o
complexo Al e 0,25/ 0,05 volts para o complexo A2, atribuidos a potenciais
Cul-Cull.®' Sendo assim, para complexo oriundo do L2 se observa maior energia

necessaria na oxidacdo do centro metalico, sendo um indicio que este ligante ¢
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mais acido que o derivado do furazano (L1). Os potenciais para ambos 0s
compostos foram semi-reversiveis, do ponto de vista termodindmico, € a
semelhanga entre as intensidades de corrente indicam um processo cinético com

constante da mesma ordem de grandeza.
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FIGURA 6.23: Voltamograma em Acetonitrila a temperatura ambiente dos

complexo Al.

Quando comparados aos potenciais do sulfato de cobre nas mesmas
condigdes, observamos um potencial e 0,6V de oxidagao (Figura 6.24), o que
nos leva a crer que de alguma maneira o ligante fenantrolina atua como bom
doador de densidade eletronica ao centro metalico, uma vez que a diminuig¢ao do
potencial de oxidacdo do metal indica uma maior facilidade de retirada do

elétron, indicando assim que o Cu (II) estd recebendo densidade eletronica do

ligante.
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FIGURA 6.24: Voltamograma em Acetonitrila a temperatura ambiente do

Sulfato de Cobre II penta hidratado.

6.5. Complexos B1 e B2

Os complexos foram obtidos pelo esquema reacional da Figura
6.25. O ligante bipiridina tem como caracteristica ser um acido . Sendo assim,
para centros metdlicos ricos em elétrons como o Cu (II) pode ocorrer
retrodoagdo, efeito em que a densidade eletronica m do metal pode ser deslocada
em direcdo dos orbitais m antiligantes vazios da Bipy, abaixando a energia do
sistema. A presen¢a de dois pares de elétron ndo ligantes na molécula de agua
ocasiona uma repulsdo frente aos orbitais d do centro metalico, também rico em
elétrons, fazendo com que a dgua seja um ligante fraco quando comparado a
Bipy, para este caso. Entdo, a reacdo de substitui¢do de duas moléculas de agua
por uma bipy ¢ termodinamicamente favordvel no que tange a energia de
ligagdo, gerando o aumento da entropia do sistema, acarretada pelo efeito

quelato. Além disso, o fato de a Bipy ser um ligante que se coordena de maneira
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bidentada restringindo a mobilidade do centro metdlico pode auxiliar as

propriedades luminescentes.
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FIGURA 6.25: Esquema reacional genérico de formag¢ao dos complexos Bl e

B2.

Os ensaios de condutividade mostram valores de 146 e 177
Scm™mol” que sdo menores do que os aquo complexos correspondentes. Isto
provavelmente ocorre devido ao maior peso molecular e, consequentemente,
menor mobilidade no meio. Ainda assim, conforme esperado, estes valores

indicam eletrolitos 1:2 de acordo com as estruturas propostas.®

Com a adicdo da Bipy, a unica diferenga notavel ao espectro de
infravermelho foi a intensificagdo e a adicdo de novas bandas na regido
aromatica, acarretada pelo novo grupo inserido. Como esperado, hd também
uma banda em 840 cm™ atribuida aos estiramentos do grupo hexafluorfosfato,

utilizado como contraion.
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FIGURA 6.26: Espectro de infravermelho dos complexos A2 (preto) e B2

(vermelho) em pastilha de KBr a temperatura ambiente .

O espectro de absor¢do na regido do UV-Vis apresenta, além das
bandas dos ligantes em 290 nm, uma banda larga em 450 nm (Figura 6.27)
atribuida a transferéncia de carga. Em relagdo aos aquos complexos, se observou
um deslocamento batocromico, o que indica que a inser¢do da Bipy no
complexo aumentou a interacdo entre os orbitais do metal e dos ligantes,
fazendo com que a energia da transicdo eletronica diminuisse, ocasionando o
deslocamento para o vermelho. Um deslocamento ao vermelho mostra que com
o aumento da aromaticidade do sistema ele pode ser cada vez mais promissor na
obten¢do de sondas para aplicacdo bioldgica, devido sua excitagdo ocorrer em

regides menos energéticas.
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FIGURA 6.27: Espectro de absor¢cao do complexo B2 em Cloroférmio a

temperatura ambiente .

Mesmo com a inser¢do da Bipiridina s6é foi possivel observar
luminescéncia no complexo B2, o que nos leva a crer que o ligante L2 ¢ o

principal contribuinte para o estado emissivo do composto.

O rendimento quantico calculado para B2 foi de 0,035, o que
mostra que a bipyridina deixa o complexo mais emissivo que o seu analogo
aquo. Isso provavelmente ocorre devido a maior rigidez do sistema, impedindo a
perda energética por vibracdo. Foi observado para este composto um
deslocamento de stokes de 1,33 x 10° cm™ (75 nm), o que indica uma separagio
adequada entre energia absorvida e emitida, ndo sendo estudos futuros

comprometidos por processos de reabsor¢ao.

O experimento de emissdo foi inicialmente conduzido em

cloroformio, ao se observar o espectro, se via uma banda larga com pouca



61

defini¢do. A fim de se conseguir uma maior defini¢do do espectro, foi realizado
o mesmo experimento em DMSO. Como resultado, a banda antes larga e mal
definida em cloroférmio se apresentou como uma banda desdobrada (Figura
6.27). Assim como no complexo A2, ao se excitar na banda de maior
comprimento de onda, se obtinha um ombro como resposta no espectro de
emissdo, € ao se excitar na banda de transferéncia de carga, ligeiramente mais a

esquerda, foi possivel verificar a formag¢ao de uma banda de emissao completa.

Quando comparamos os resultados do B2 com o complexo A2,
observam-se caracteristicas semelhantes de absor¢do, os quais apresentam duas
bandas de absor¢do, porém, apenas uma ¢ responsavel pelo estado emissivo. A
adicao da bipiridina contribui para o abaixamento da diferenca de energia, uma
vez que as bandas sdo deslocadas para comprimentos de onda maiores ¢
promove um maior deslocamento de Stokes. Uma vez que compostos Al e Bl
ndo apresenta nenhuma emissdo, assume-se que a interacdo entre o centro

metdlico e o ligante L2 ¢ a responsavel pelo estado emissivo.

Intensidade Absoluta
L

FIGURA 6.28: Espectro de absorcao (preto) x emissao (vermelho) do complexo

B2 em DMSO a temperatura ambiente
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O voltamograma do complexo Bl e B2 (Figura 6.28) mostram um
potencial Redox em 0,27 V e 0,20 V, respectivamente, ambos semi-reversiveis.
Em comparacdo com os aquo-complexos, observa-se uma reduc¢ao no potencial
de oxidacdo, indicando que a presenca da Bipy, promove uma melhor
combinacdo entre seus orbitais com os do metal, o que justificaria ndo s6 o
metal estar mais rico em elétrons, reduzindo seu potencial redox, como o

deslocamento batocromico no espectro de UV-Vis.
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FIGURA 6.29: Voltametria ciclica do complexo Bl em Acetonitrila a

temperatura ambiente

7. Investigacao teorica (Estrutura e Dados espectroscopicos)

Frente aos resultados experimentais obtidos, a seccdo a seguir foi
descrita apenas para os complexos contendo o L2, mas toda a abordagem

também foi realizada para os complexos Al e BI.
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7.1. Complexo A2

A figura 7.1 mostra todos os espectros de IV calculados corrigidos
frente ao experimental. Os espectros foram normalizados pela banda
experimental da nitrila. Foi observado que o espectro com menor desvio do
experimental foi o obtido pela combinagdo de funcional B3LYP com base

CCPVDZ.

A [
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T
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FIGURA 7.1: Espectros de IV teoricos calculados e experimental do complexo

A2.

Quando se comparam os espectros se observa uma presenca de mais
bandas no espectro experimental que no teorico, oriundas das interagdes
intermoleculares, e interagcdes com o meio da pastilha, uma vez que o calculo ¢
realizado em fase gasosa. Um ponto discrepante é a banda em 850 cm™ , oriunda
do ion PF,, que ndo aparece nos espectros teoricos, uma vez que o calculo
considera apenas a estrutura do cation. A boa sobreposi¢do entre os espectros

mostra que o método foi capaz de prever bem as distancias de ligacao e forgas
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de oscilador. #* A auséncia de frequéncias negativas indica um bom grau de

convergéncia do método.

A Figura 7.2 mostra os threshold values para os pardmetros de
convergéncia em B3LYP /CCPVDZ. Estes valores s3o pardmetros de
convergéncia necessarios para que o calculo seja realizado com sucesso. Um
valor X de Threshold diz o valor minimo para todos os pardmetros do célculo
para que ele seja considerado confiavel. Como observado, no ponto de
convergéncia, todos os valores foram bem abaixo do setado pelo método como
aceitdveis para um calculo convergente. Estes valores foram verificados para

todos os calculos efetuados independente do método.**

Ttem Values Threshold Converged?
Maximum Force 0.000023 0.000450 YES
RMS Force 0.000004 0.000300 YES

Maximum Displacement 0.000729 0.001800 YES
EMS3 Displacement 0.000144 0.001200 YES
Predicted change in Energy=—2.674384D-08

Cptimization completed.

FIGURA 7.2: Threshold Values obtidos na finalizagcao do célculo do complexo
A2 em método DFT B3LYP LANL2DZ.

Quando comparamos os dados estruturais com resultados
experimentais de estruturas cristalinas de complexos similares na literatura®,
nota-se a coeréncia tanto entre os angulos de ligacdo, quanto em relagdo as
distancias entre os atomos (tabela 7.1). Demonstrando a eficiéncia do método
empregado. Estas constatacdes sdao muito importantes para os estudos de

ancoragem molecular, uma vez que sem a estrutura cristalina dos complexos ¢
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necessario validar, de todas as formas possiveis, que a estrutura tedrica € o mais

proxima do que seria a experimental.

TABELA 7.1 : Valores estruturais de comprimento e angulo de ligagcdo para o

complexo A2 calculados em DFT B3LYP LANL2DZ comparados a dados

experimentais cristalograficos*

N-Cu (A O-Cu (A aN-Cu-N

Vacuo 2,00 2,01 83,9
DMSO 1,99 1,99 82,2
Referéncia 1,96 1,96 79

Ao se comparar os resultados teoéricos das propriedades
espectroscopicas na regido do UV-Vis (TD-DFT) observamos que o método que
mais responde as propriedades espectroscopicas encontradas experimentalmente
¢ o método B3LYP com funcional CCPVDZ, que consegue prever tanto as

bandas do ligante, quanto as bandas de absor¢ao do complexo.

Quando ocorre uma transi¢ao eletronica, ocorre uma movimentagao
em toda a densidade eletronica da molécula, e como consequéncia disso, ¢
comum observarmos mais de uma transicao contribuinte em uma banda. Isto
porque, este novo arranjo da densidade eletronica envolve vdarios orbitais.
Apesar disso, ¢ comum observarmos uma transicdo como a principal

responsavel sobre o fendmeno, o que pode ser mensurado através da
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contribui¢do relativa de cada transi¢do para aquele estado espectroscopico, €

assim analisaremos todos os calculos de TD-DFT.

O resultado experimental j4 mostrava que a banda em 420 nm era
oriunda de uma transferéncia de carga, porém, ao se calcular os orbitais
envolvidos nas ligagdes quimicas pode-se observar uma transi¢cdo vertical
envolvendo os orbitais beta do complexo (figura 7.3), sendo o orbital de partida
possuindo 100% de contribuicdo do L2 e o orbital de destino, possuindo uma
contribuicao de 20% dos orbitais do ion metalico, caracterizando a banda como

uma transferéncia de carga do ligante para o metal.
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FIGURA 7.3: Comparacao entre espectros de absor¢do do complexo A2 tedricos
em TD-DFT e experimental obtido em Cloroféormio a temperatura ambiente.
Orbitais moleculares envolvidos na transi¢@o eletronica de transferéncia de carga

calculados em NBO.
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Quando observamos os resultados para o complexo B2 (Figura 7.4),
nota-se que o método que melhor respondeu aos resultados experimentais foi
B3LYP com funcional LANL2DZ. Tanto para os complexos do tipo A, quanto
para os complexos do tipo B, aos funcionais mais pesados ndo conseguiram

prever as bandas no visivel. Ainda ndo foi possivel determinar o motivo para tal.

No complexo B2, foi observado que a principal contribui¢do para a
transicdo em 450 nm ¢ a transferéncia de densidade eletronica de um orbital
95% Bipy, para um orbital 60% cobre (Figura 7.5), caracterizando a transi¢ao

como uma transferéncia de carga do ligante para o metal.

—— EXPERIMENTAL
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—— CAMB3LYP CCPVDZ]

L T I T T Ll 1 T T T
360 380 400 420 440 460 48D 5000 5200 540
h.nm

FIGURA 7.4: Comparagao entre espectros de absor¢ao do complexo B2 tedricos

em TD-DFT e experimental obtido em Cloroférmio a temperatura ambiente.
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7.2. Complexo B2

Quando se compara os dados para os compostos A2 e B2,
destacam-se dois pontos: primeiro, ao inserir a Bipy na estrutura, a transferéncia
de carga requer menor energia para ocorrer; segundo, a contribui¢ao desta banda
passa a ser prioritariamente da Bipy, mesmo com a presen¢a da fenantrolina,
indicando que os orbitais da Bipy estdo mais proximos em energia dos orbitais
metdlicos, do que os orbitais do ligante fenantrolinico. Este fato sugere a
ocorréncia de uma maior mistura entre os orbitais da Bipy com o cobre, o que
poderia justificar a maior concentracdo da densidade eletrOnica no centro
metalico observado na técnica de voltametria. Possivelmente, esta maior
interagao orbitalar confere um acumulo de densidade eletronica no centro

metalico, abaixando o seu potencial de oxidagao em 0.07V.

-
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FIGURA 7.5: Orbitais moleculares envolvidos na transi¢cdo eletronica de

transferéncia de carga do complexo B2 calculados em NBO.

Corroborando com o explicitado acima, analisando-se as cargas de
Mulliken calculadas sobre o centro metélico, percebe-se uma diminuicao da

carga positiva no cobre, quando se muda do aquo-complexo, para o complexo
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contendo bipiridina, assumindo valores de 0,858 e 0,586, respectivamente. Uma
reducdo em 32% na carga positiva do centro metalico. Para reforcar esta
hipotese, as cargas oriundas dos célculos por NBO também foram analisadas,
uma vez que as cargas de Mulliken consideram apenas as interagoes
eletrostaticas entre os 4&tomos e neste caso temos grande contribuicdo de efeitos

covalentes como a retrodoacao.

A técnica de NBO considera nao sé as contribuicoes eletrostaticas
como também as contribuicdes covalentes, o que torna o meétodo mais adequado
para este caso. Quando observamos o valor das cargas sobre o centro metélico
calculadas, percebe-se que a insercao da Bipy faz com que haja uma diminuicao
da carga positiva sobre o ion de cobre 1.065 para 0.979, uma reducgdo de 8%.
Apesar de esta diminuicdo ter sido menos acentuada do que nas cargas de

Mulliken, verifica-se que a mesma tendéncia foi observada.

TABELA 7.2: Distribuicdo de carga nos atomos de Cobre nos complexos

calculados em DFT B3LYP LANL2DZ

Al A2 Bl B2

Mulliken 0,858 0,858 0,586 0,586

NBO 1,154 1,154 1,060 1,060
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Quando analisamos 0 GAP HOMO-LUMO (Figura 7.6) dos dois
grupos de moléculas, A2 e B2, observa-se que o GAP calculado em
B3LYP-CCPVDZ em A2 ¢ de 3.62¢V, e para B2 ¢ de 3.90eV, o que mostra que
a inser¢dao da Bipy diminui a energia dos orbitais preenchidos da molécula em
relacdo aos orbitais antiligantes vazios, indicando uma maior estabilidade
termodinamica, como ja conhecido pela literatura. Esta diferenca energética ¢ o
equivalente a 29 KJ/mol. Vale a pena ressaltar, que a literatura reporta que
diferengas a partir de 0,1 eV, entre 0o GAP HOMO-LUMO, indicam diferencas

significativas na estabilidade termodindmica de compostos.**
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FIGURA 7.6: Diferenca energética HOMO - LUMO entre os complexos A2 (a
esquerda) e B2 (a direita) calculados em DFT B3LYP LANL2DZ.

Quando observamos, porém, o comportamento dos orbitais HOMO,
entre as duas moléculas nota-se que apesar da maior diferenca de energia
HOMO-LUMO vir do composto B2, este tem sua energia de HOMO maior que
a do complexo A2. Sendo a energia de -13,21 eV para A2, e de -12,73 para B2.

Sendo assim, se observa que apesar da maior estabilidade termodinamica do
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complexo tipo B, ocorre uma desestabilizagdo dos seus orbitais com a inser¢ao

da Bipy.

Observando o mapa de densidade de Spin destas moléculas no
estado fundamental (figura 7.7), foi capaz de analisar como estd distribuida a
densidade de carga na molécula, neste estado, e tem-se que a contribuicao
predominante para o complexo A2, em termos de distribuicdo ¢ de uma
densidade eletronica sigma, enquanto que para o complexo B2, a maior

contribui¢do ¢ de uma densidade w, conforme observamos na figura 7.7.

Estes resultados apontam que a contribuicdo sigma ¢ mais estavel
que a contribui¢cdo 7, acarretando em uma estabilizacdo de todos os orbitais da
molécula A2 em relagdo a molécula B2. Uma conclusdo coerente, quando
consideramos que ao coordenar a Bipy na estrutura molecular, insere-se também
uma grande densidade eletronica © na molécula, ocasionando este maior carater
no estado fundamental. Elegendo o composto B2 como um promissor candidato

a sonda molecular, bem como um intercalador da biomolécula de DNA.

A2

FIGURA 7.7: Densidades de Spin do estado fundamental dos complexos A2 e
B2 calculados no vacuo em DFT B3LYP LANL2DZ.
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8. Ancoragem molecular

Os modelos de modelagem molecular abordados neste trabalho sao
os baseados na mecanica classica, que considera os atomos como esferas duras
ligados por uma mola. A energia resultante deste sistema serd o balango entre as
energias de repulsdo dos atomos entre si e de pardmetros que consideram as
posi¢des de equilibrio destes atomos, € a constante da mola das ligagcdes quimica
geralmente € obtida de parametros espectroscopicos. Uma vantagem deste tipo
de modelagem ¢ a velocidade de anélise, uma vez que estes sistemas geralmente
sao muito complexos de serem avaliados por outros métodos, fazendo com que a
modelagem molecular por mecanica cldssica tenha menos recurso

computacional exigido.

Particularmente, a intercalacdo ¢ o modo de ligacdo mais comum
entre os metalofarmacos antineopldsicos que contenham ligantes policiclicos

aromaticos®*%¢

. Nesse contexto, define-se intercalacdo como a insercao de
compostos geometricamente planos entre duas nucleobases adjacentes por forcas

intermoleculares de empilhamento .

Através da técnica de ancoramento molecular, avaliou-se os
parametros geométricos € complementaridade entre as estruturas dos complexos

de Cu(Il) (A1, A2, Bl e B2) com o fragmento de DNA d(CGCGAATTCGCG),
2, Esta estrutura cristalina do DNA, forma B, possui como intercalante
referéncia o fragmento aromatico acridina-9-carbaldeido (9AC). Assim, para
validar a metodologia computacional empregada, foi utilizada a abordagem de
redocagem (redocking)®’. O ligante nativo foi extraido do sitio de interagdo, e se
calculou a orientacdo original do ligante. Como solucao, espera-se que o valor

de desvio médio quadratico (RMSD) entre as coordenadas atomicas

experimentais ¢ do modelo seja inferior a 2,0 X, Figura 8.1.
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FIGURA 8.1: Pose de docking do ligante cocristalizado (carbonos em magenta)
e as nucleobases adjacentes (DAS, DA6, DT19 e DT20) do sitio de interacao
(carbonos em verde). Sobreposicao de ambos os fragmentos aromaticos (tedrico

e experimental). DA e DT s3o deoxiadenosina e deoxitimidina, respectivamente.

A figura 8.1 apresenta o modo de ligacdo por intercalagdo no qual
se encontra o fragmento policiclico aromatico 9AC cocristalizado (carbonos em
amarelo) e o modelo computacional sobreposto (carbonos em magenta). O valor
de RMSD foi de 0,6628 X, sugerindo boa concordancia entre os dados
experimentais € computacionais. Em sequéncia, avaliou-se os parametros
geométricos para complexos de Cu(Il) contendo os ligantes derivados da
dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazina no bolsdo hidrofébico AA-TT, (Figuras 8.2 ¢
8.4).

Pode ser inferido, a partir dos dados de docking, que entre os

compostos Al e A2 as presengas dos substituintes nitrilas no fragmento

pirazinico promovem variacdo na orientacdo do ligante no sitio de ligagdo.
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Como resultado, o reconhecimento molecular via empilhamento © — 7t ( X4y <
3,4 X)*® para o composto A2 ¢ mais significativo no bolsdo hidrofobico que A1,

Figura 53 A-C.

FIGURA 8.2: (A) e (B) sdo as poses de docking melhores pontuadas para Al e
A2, no bolsio hidrofébico AA-TT, respectivamente. (C) orientagdes
preferenciais dos ligantes, considerando as modificagdes no fragmento

pirazinico.

De maneira oposta, as substituicdes sobre o fragmento pirazinico
ndo promoveram variagdes significativas entre as orientagdes dos compostos B1
e B2 no sitio de ligacdo. Contudo, a substituigdo dos ligantes labeis pela
2,2°-bipiridina aumentou o volume estérico em torno do ambiente de
coordenacao do metal. Dessa forma, observa-se a diminui¢cdo de preferéncia da

interagdo por intercalacdo em relagao aos aquo-complexos (Figura 8.4).
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FIGURA 8.3: Poses de docking frente suas orientagdes relativas dos complexos

A2 e B2 (A)e Al e Bl (B) no sitio de ligacao.

E importante destacar que a partir da hibridizacio sp* dos grupos
C-H da 2,2’-bipiridina, observa-se a formacdo de ligagdes de hidrogénio nao
classicas (C-H...O) com o atomos de O-aceitadores das riboses proximais (como

critério, X 4 entre He O <2,72 X )%, (figura 8.4 ¢ 8.5).

FIGURA 8.4: (A) e (B) sdo as poses de docking melhores pontuadas para Bl e
B2, no bolsao hidrofobico AA-TT, respectivamente. (C) orientagdes
preferenciais dos ligantes, considerando as modificagdes no fragmento

pirazinico.
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Assim sendo, de acordo com os melhores valores de pontuagdo para
as poses de docking (Tabela 8.1), pode-se deduzir que tanto as presengas dos
substituintes nitrilas, como o ligante bipiridinico apresentam influéncia direta na
afinidade destes compostos pela biomolécula de DNA. Além disso, observa-se
para os compostos em questdo que o nimero 6timo de contatos intermoleculares

frente ao DNA foi equivalente a quatro.

FIGURA 8.5: Pontos de interagdo com DNA do complexo A2 (a) e B2 (b)

calculados por docking molecular com aguas omitidas.

TABELA 8.1. Pontuagdo, tipo e total de contatos intermoleculares observados

para os célculos de ancoramento molecular.

Pontuacio sp*C-H...0 T-T Total de

contatos
Al 70,75 1 2 3
A2 77,85 0 4 4
BI 75,68 4 1 5

B3 77,61 3 1 4
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9. Deslocamento com brometo de etidio

Uma das técnicas para se investigar a interacao de complexos com a
biomolécula de DNA ¢ o ensaio de deslocamento de brometo de etidio. As
Figuras 9.1 ¢ 9.2 demonstram as altera¢des ocorridas no padrao (DNA-brometo
de etidio) em decorréncia da insercdo dos complexos na solugdo. O

comportamento linear da curva indica uma boa confiabilidade no método.*

FIGURA 9.1: Equagdo de Stern-Volmer para o deslocamento do Brometo de

Etidio para o complexo A2.



78

—0uM

—10uM
—_— 20U
— 30U
—_—a0uM

— S0 UM

Intensidade de emisspo normalizada
=

LTl 1 14] i) 4]
Lnm
FIGURA 9.2: Variacao da intensidade de emissdo do aduto CT-DNA + Brometo

de Etidio com a adi¢do do complexo A2.

Através da equagdo de Stern-Volmer classica foi possivel extrair as
constantes de intera¢do de todos os compostos testados, demonstrados na tabela
9.1. Comparando os dados obtidos com resultados da literatura, observa-se que
os aquo-complexos apresentam valores de constantes de interagdes na ordem de
grandeza de padrdes covalentes, como o verde de metila. Em contrapartida, os
complexos Bl e B2 apresentam constantes da ordem de grandeza da Acridina,

padrao intercalador.

TABELA 9.1: Ordem das constantes de Stern Volmer obtidas pelo

deslocamento de Brometo de Etidio em comparagdo com a literatura.*®
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K Tipo de interagdo
Acridina 1,5.10° Intercalagdo
B1 3,7.10°
B2 4,3.10°
Verde de Metila 1.04. 107 Covalente
Al 2,6. 107
A2 1,4.107

Sendo assim, os dados experimentais corroboram com os dados de
ancoragem molecular, quando os aquo-complexos expressam uma maior
capacidade de interacdo com o DNA, e provavelmente possuem uma
componente covalente mais forte do que o composto com a Bipy. De qualquer
maneira, o estudo mostrou uma interagdo do complexo com o DNA capaz de
suprimir a luminescéncia do aduto, seja pelo deslocamento do Brometo de
Etidio ou pela mudanca na conforma¢do da biomolécula pds interagdo com o

complexo.

A titulagdo inversa também foi uma opgao para teste. Neste caso foi
feita uma tentativa de medir a emissao do complexo e verificar a sua variagao
conforme adicionava-se CT-DNA. Porém na concentracdo minima de 10
micromolar de DNA havia uma supressdao quase total da luminescéncia do
composto. Este fato nos mostrou que tanto o composto € capaz de interagir com

o DNA quanto essa interacao ¢ capaz de suprimir a luminescéncia do composto



80

fazendo com que estes complexos sejam bons candidatos para uma sonda

molecular de DNA on-off.
10. Ensaios bioldgicos

Para se averiguar se as fortes interagdes com o DNA sdo capazes
conferir citotoxicidade aos compostos, ensaios de viabilidade celular foram

executados frente a 4 linhagens celulares (Tabela 10.1).

Foi observado que os ligantes livres possuem IC,, maior que 20
micromolar para a linhagem MDA MB 231, no entanto, se mostraram ativos
frente as demais linhagens apresentando valores de IC;, bem expressivos,
demonstrando que por si s6 podem afetar a viabilidade celular, destaca-se o L1

como sendo o mais ativo.

Todos os complexos apresentaram reducoes significativas, mais de
dez vezes, na citotoxicidade quando comparado aos seus respectivos ligantes.
Indicando uma acao sinérgica entre os compostos organicos, ja biologicamente
ativos, € os centros metalicos. Vale destacar que os complexos do L1 se
mostraram mais ativos que os complexos contendo o L2, seguindo o que foi
observado para os ligantes livres, por exemplo: na linhagem DU- 145 os
complexos oriundos do ligante L1 se mostraram pelo menos 6 vezes mais ativos
dos que os complexos do ligante L2; na linhagem MCF-7 essa diferenca chega a
dez vezes. Outro destaque, refere-se a alta atividade dos complexos frente a
linhagem MDA-MB-231, uma vez que os ligantes foram inativos frente essa
linhagem, indicando que a coordenagdo alterou o modo de agdo frente a esta
linhagem. Pelos resultados obtidos, acredita-se que os compostos agem
indistintamente frente as diferentes linhagens celulares, apresentando valores

similares para todas elas, inclusive para linhagem nao-tumoral, PNT2.
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No entanto, ressalta-se a elevada citotoxicidade dos complexos,
superando a cisplatina, compostos padrdo, em todos os casos. Validando o

sistema como promissor na obtenc¢ao de complexos biologicamente ativos.

Uma vez que o experimento de deslocamento do Brometo de Etidio
indica uma interagdo forte com o DNA, sugere-se que além da capacidade de
interacoes hidrofébicas, a capacidade de interagdes covalentes com a
biomolécula de DNA seja um fator importante para a citotoxicidade. Além
disso, concluimos que o ligante pirazinico ¢ mais determinante do que o

bipiridinico para a agao neste caso.

Sugere-se entdo, que o centro metalico, nos complexos aquo, faca
uma ligagdo de carater covalente com uma das bases do DNA, adicionalmente,
os ligantes fenantrolinicos se intercalam de forma efetiva entre as bases
nitrogenadas, justificando ambos os valores de IC,,. Esta hipotese se mostra
mais coerente diante dos resultados apresentados. No entanto, mais ensaios
frente a molécula de DNA deverao ser realizados para comprovar estes tipos de

interacoes.

TABELA 10.1: Resultados de IC 50 (umolL-1) obtidos em 24 horas de

incubagdo em diferentes linhagens em comparagdo com a cisplatina®-"°

L1

L2

Linhagem
MDA MB 231 DU 145 MCF 7 PNT 2
>20 3,12+ 0,06 1,44 + 0,15 1,59 + 0,06

>20 5,83 £0,26 23,26 £ 0,85 8,67 +0,10



Al
A2
B1
B2

Cisplatina

0,24 + 0,03
3,05+ 0,19
<0,8
3,62+ 0,10

67,0 + 1,06

0,32+ 0,03

2,36 £ 0,05

0,37 + 0,04

3,66 + 0,91

15.0 £ 1,40

0,40 + 0,02
4,52 +0,37
0,47+ 0,01
4,33 +0,15

19,90 + 4,20

82

0,49 = 0,06

9,15 +0,54

2,01 + 0,05

5,51+ 0,34

11,74 + 1,20

Consideracoes finais

Os quatro complexos propostos foram sintetizados com sucesso. Os

estudos mostram que os compostos do ligante 2 sdo promissores como sondas

bioldgicas on-off sensiveis a0 DNA com luminescéncia e absor¢do na regido do

visivel, enquanto que os compostos do ligante 1 obtiveram melhores resultados

citotoxicos. Os estudos de interacdo (tedrico e experimental) sugerem uma

interacdo de moderada a forte destes compostos com o DNA sendo os
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compostos aquo complexos de interacdo mais forte. Nao se encontrou uma
relacdo clara entre a interacdo com DNA e citotoxicidade destes compostos,
indicando a necessidade de uma analise mais profunda sobre o modo de atuagao
na molécula de DNA, podendo co-existir mais de uma forma de
interagao/ligagdo. Os estudos de DFT mostraram que o melhor método para se
extrair as propriedades espectroscopicas ¢ o de funcional B3LYP com base
CCPVDZ pelo menos com esse numero de estados calculados. Estes estudos
mostraram quem em numero de oxidacdo I os compostos tendem a geometria
tetraédrica enquanto que em NOX II tendem a geometria quadratica plana. Essa
planaridade leva a uma boa interagdo com o bolsdo hidrofébico do DNA com 3
a 5 pontos de contatos mais fortes com as zonas hidrofobicas. Ao mesmo tempo
o NOX dois propicia transferéncia de carga do ligante para o metal com bom
deslocamento de Stokes e boa absortividade molar. Além disso os complexos se
mostraram nas linhagens testadas mais citotoxicos do que o padrao Cisplatina
nos levando a crer que os complexos de Cu II podem ser estudados como sondas

bioldgicas e como agentes citotoxicos.
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13. Apéndices

13.1. Espectro de absorc¢ao do ligante L.1 em agua.
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13.2. Voltametria ciclica do complexo A2 em Acetonitrila
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13.3. Voltametria ciclica do complexo B2 em Acetonitrila
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13.4. Voltametria ciclica do ligante L1 em Acetonitrila
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