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RESUMO

“PROPRIEDADES CITOTOXICAS DE COMPLEXOS DE Cu(l)-
TRIFENILFOSFINA COM LIGANTES ACILTIOUREIAS ou
NAFTOQUINONAS”: Neste trabalho sdo apresentadas a sintese, caracterizagao
e avaliagdo da atividade citotoxica de dezesseis complexos de
Cu(I)/Trifenilfosfina contendo ligantes aciltioureias ou naftoquinonas. Os
complexos foram divididos em duas séries baseadas nas classes dos ligantes
utilizados. A primeira série ¢ composta pelos complexos neutros de féormula
geral [Cu(Ln)(PPhs),] (1-6) e complexos monocationicos de formula geral
[Cu(Ln)(PPh3);]NOs; (1a-6a), em que Ln= ligante aciltiourecia e PPh;=
trifenilfosfina. A segunda série ¢ composta pelos complexos neutros de formula
geral [Cu(NQn)(PPhs),] (1b-4b), em que NQn= ligante naftoquinona e PPhs;=
trifenilfosfina. Os complexos foram caracterizados por diferentes técnicas como
analise elementar, condutividade molar, espectroscopia de absor¢ao na regiao do
infravermelho, ressonincia magnética nuclear 1D (C'P{'H}, 'H e BC{'H}) e 2D
(COSY 'H-'H, HSQC 'H-C e HMBC 'H-"*C), espectrometria de massas e
difra¢do de raios X de monocristal. Na caracteriza¢do por RMN de C{'H}, os
complexos (1-6) se destacaram por apresentar um padrdo de deslocamento
quimico incomum, para os carbonos C=0 e C=S dos ligantes aciltioureias apos a
coordenacdo bidentada (S, O) e anionica. Os resultados experimentais foram
fundamentados por estudos de DFT que sugeriram que efeitos relativisticos
influenciaram fortemente as constantes de protecdo de RMN dos atomos leves,
devido a coordenacdo ao atomo pesado (Cu(I)). Os complexos tiveram sua
estabilidade em meio de cultura celular investigada, sendo que todos se
mostraram instaveis influenciando diretamente nos resultados bioldgicos
obtidos. A citotoxicidade in vitro dos complexos foi determinada nas linhagens
celulares tumorais e ndo tumorais de mama (MCF7, MDA-MB-231 e
MCF-10A) e de pulmdo (A549 e MRC-5), e todos os complexos foram ativos

exibindo valores de ICs) na mesma faixa nas diferentes linhagens celulares. Os
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compostos foram mais ativos que os ligantes livres e que o sal precursor dos
complexos, demonstrando que mesmo instaveis os compostos sdo importantes
para a acdo citotoxica. Os complexos 1 e 1a da série 1, contendo os ligantes
aciltioureias, foram capazes de alterar a morfologia das células MDA-MB-231
(células de cancer de mama triplo negativo), inibir a formacdo de coldnias,
mostrando efeitos citotdxico e citostaticos nessa linhagem celular e alterar
significativamente o citoesqueleto das células, reduzindo a densidade e
promovendo a condensagdo dos filamentos de F-actina. Além disso,
promoveram o aumento das cé€lulas com DNA fragmentado (sub-GO) e
induziram as células a morte por apoptose. Os complexos 1b ¢ 4b, da série 2,
com os ligantes naftoquinonas, alteraram a morfologia das células
MDA-MB-231, inibiram a formagao de colonias em concentragdes maiores que
a do ICsy e foram capazes de inibir a migragdo celular. Enfim os compostos
sintetizados e caracterizados neste trabalho sdo importantes relatos de
complexos de cobre (I) com propriedade citotoxica em diferentes linhagens

celulares tumorais com potencial para estudos futuros em modelos in vivo.
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ABSTRACT

“CYTOTOXIC PROPERTIES OF Cu(I)-TRIPHENYLPHOSPHIN
COMPLEXES WITH ACYLTHIOUREA OR NAPHTOQUINONES
LIGANDS”: In this work, the synthesis, characterization, and evaluation of the
cytotoxic activity of sixteen Cu(I)/Triphenylphosphine complexes containing the
acylthiourea or naphthoquinones ligands are presented. The complexes were
divided into two series based on the classes of the ligands used. The first series
is composed of the neutral complexes of general formula [Cu(Ln)(PPhs),] (1-6)
and monocationic complexes of general formula [Cu(Ln)(PPhs),]NO; (1a-6a),
where Ln= acylthiourea and PPhs;= triphenylphosphine. The second series is
composed of the neutral complexes of general formula [Cu(NQn)(PPhs),]
(1b-4b), where NQn= naphthoquinone and PPhs;= triphenylphosphine. All
complexes were characterized by different techniques such as elemental
analysis, molar conductivity, infrared absorption spectroscopy, 1D and 2D
nuclear magnetic resonance (*'P{'H}, 'H and *C{'H}), mass spectrometry, and
X-ray diffraction. In the 3C{1H} NMR spectra, the complexes (1-6) stood out
by showing the unusual chemical shift pattern, for the C=0O and C=S carbon
atoms of the acylthiourea ligand after bidentate (S, O) and anionic coordination.
The experimental results were supported by DFT studies that suggested that
relativistic effects strongly influenced the NMR protection constants of the light
atoms due to coordination to the heavy atom Cu. The stability of the complexes
in the cell culture medium was investigated and all the complexes were shown
to be unstable, directly influencing the biological results obtained. The in vitro
cytotoxicity of the complexes was determined in the breast (MCF7 and
MDA-MB-231) and lung (A549) tumor cell lines and in the corresponding non-
tumor breast (MCF-10A) and lung (MRC-5) cell lines, and all complexes were
actives exhibiting ICsy values in the same range in different cell lines. The
compounds were more active than the free ligands and the precursor salt of the

complexes in different cell lines, showing that even unstable complexes are
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relevant for the cytotoxic action. In general, the acylthiourea series complexes, 1
and 1a, were able to change the morphology of MDA-MB-231 cells, inhibit
colony formation, showing cytotoxic and cytostatic effects on this cell line,
significantly altering the cytoskeleton of cells, reducing the density, and
promoting the condensation of the F-actin filaments. They promoted the
increase of cells in the fragmented DNA region (sub-G0) and induced cell death
by apoptosis. The complexes of the naphthoquinone series, 1b, and 4b, altered
the morphology of MDA-MB-231 cells, inhibited colony formation at
concentrations higher than the ICsy, and were able to inhibit cell migration.
Finally, the compounds synthesized and characterized in this work are relevant
reports of copper (I) complexes with cytotoxic properties in different tumor cell

lines with potential for future studies in vivo models.
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1 - INTRODUCAO

O cancer ¢ um dos principais problemas de satide de impacto
global. Recentemente uma comunicagdo publicada na revista Cancer por
pesquisadores da Agéncia internacional de Pesquisa sobre o cancer mostrou que
o cancer figura entre as duas principais causas de morte prematura em 127
paises. Segundo os pesquisadores, a tendéncia ¢ que o cancer supere as doengas
cardiovasculares e se torne a principal causa de morte prematura na maioria dos
paises ao longo deste século.! Nesse contexto formas de se combater essa
doenca incluindo o desenvolvimento de novos farmacos ainda se constitui um
grande desafio.

O desenvolvimento de um farmaco ¢ um processo longo e
dispendioso que passa pela descoberta de uma nova molécula, testes in vitro ¢
testes em modelos animais (in vivo), abrangendo estudos iniciais de seguranca,
farmacologia e toxicologia, até finalmente entrar para os ensaios clinicos de
fases I, 11, III, aprovacao pelas agéncias reguladoras e fase [V. Vale ressaltar que
muitos dos candidatos que chegam aos ensaios clinicos falham devido a
problemas, tais como baixa biodisponibilidade, baixa eficacia e efeitos colaterais
graves.”* Este trabalho, portanto, se coloca como uma contribui¢io para o setor,
no sentido de identificar novos compostos como potenciais candidatos a
farmacos através da sintese e caracterizacdao, além dos estudos iniciais in vitro
para a identificagdo dos efeitos dos compostos em células tumorais.

O desenvolvimento dos novos compostos toma como base as
limitagdes que os farmacos possuem como efeitos colaterais e resisténcia
adquirida. Além disso o sucesso do metalofirmaco, a cisplatina, na
quimioterapia do cancer impulsionou as pesquisas em dire¢ao aos compostos de
coordenagdo. Assim, diferentes metais e ligantes tém sido empregados no
desenvolvimento de novos compostos que possam ser utilizados para o

tratamento desta enfermidade. O cobre ¢ um metal essencial para o desempenho
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de varias fungdes em organismos vivos ¢ que desempenha um papel crucial na
progressao de tumores cancerigenos, participando de processos como a
proliferacdo celular e angiogénese e, consequentemente, na formacgdo de
metastases.>® Os compostos a base desse metal vém sendo frequentemente
investigados em diversos estudos como potenciais candidatos a metalofarmacos,
e tétm mostrado promissora agdo antitumoral, atuando por diversos mecanismos
de agdo como por exemplo, interagdo com biomoléculas ou geracao de espécies
reativas de oxigénio.” °

Os ligantes selecionados para a sintese dos novos complexos a base
de cobre foram a classe das aciltioureias e das naftoquinonas, ligantes que ja
possuem propriedades biologicas, incluindo a antitumoral, além de serem
fundamentais para a modulagdo de propriedades dos complexos, como
lipofilicidade, solubilidade e estabilidade. Adicionalmente nosso grupo de
pesquisa, o Laboratorio de estrutura e reatividade de compostos inorganicos
(LERCI), possui vasta experiéncia na utilizacdo desses ligantes na sintese de
compostos de coordenagdo, tendo obtido resultados muito promissores na
area.!'"1® Portanto, este trabalho pretende colaborar com a descoberta de novos
compostos com acao citotoxica frente as células tumorais, além de demonstrar
aspectos estruturais relevantes dos complexos de cobre através das técnicas de

caracterizacao ¢ estudo tedrico.

1.1 - Revisao da Literatura

1.1.1 - Cancer: incidéncia e tratamento

Cancer ¢ o nome usado para definir um grupo de doengas que
possuem em comum a multiplicagdo descontrolada de células. Este crescimento

desordenado ¢ causado por uma mutaciao genética no DNA da célula, que passa

2



Celisnolia Morais Leite Introdugio

a receber instrugdes erroneas para a realizagdo de suas fungdes, em um processo
denominado carcinogénese, que em geral, ocorre de forma lenta e gradual.!”'®
No estdgio mais avancado da doenca as células cancerosas ja se encontram
disseminadas, entrando na corrente sanguinea ou no sistema linfatico e se
espalhando para uma nova regido do corpo, iniciando a forma¢do de um tumor
secundario. Este processo ¢ denominado metastase, € ¢ o estagio mais perigoso
do cancer, com o pior prognostico.!*-?°

A incidéncia e a mortalidade em decorréncia do cancer estdo
crescendo rapidamente segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e os
fatores relacionados a esse crescimento sao complexos. No entanto, o
envelhecimento e crescimento populacional estdo associados ao impacto global
causado pelo cancer.?! Em 2020, o cincer representou aproximadamente 10
milhdes de mortes em todo o mundo, sendo os canceres mais incidentes o de
mama com 2,3 milhdes de casos novos, seguido pelos de pulmdo com 2,2
milhdes e de prostata com 1,4 milhdes.?> No Brasil, para cada ano do triénio
2020-2022, estima-se a ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer. Os tipos
mais incidentes, excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma, serdo os
canceres de prostata e colon e reto no sexo masculino e os canceres de mama e
colon e reto no feminino.?

O cendrio apresentado acima mostra os desafios para o
estabelecimento de medidas para controlar o cancer, o que requer compreensao
sobre a doenca, diagnoéstico, além de esforgos na busca de tratamentos cada vez
mais eficazes. Atualmente as formas mais comuns de tratar o cancer sdo a
cirurgia, a radioterapia, a imunoterapia € a quimioterapia, sendo que na maioria
das vezes é empregado uma combinagdo desses tratamentos.’* Dentre as
intervengdes mencionadas, a quimioterapia ¢ a mais utilizada e consiste na
administragdo, em intervalos regulares, de um ou mais medicamentos, que sao
denominados quimioterdpicos ou antineopldsicos, € que visam a inibigdo,

controle e/ou a destrui¢do das células tumorais.?>*?°
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Os quimioterapicos para o tratamento do cancer incluem tanto
compostos organicos quanto compostos inorganicos, € um dos mais utilizados ¢
o cisplatina, uma vez que desde que foi introduzido na clinica médica, sua
eficacia foi evidenciada em virtude do aumento da taxa de cura de tumores
solidos como por exemplo, o de testiculo que atingiu indice proximo de 90%

quando detectado precocemente.?’

1.1.2 - Compostos de platina no tratamento do cancer

A cisplatina foi o primeiro farmaco a base de metal empregado no
tratamento do cancer, sendo aprovado para uso clinico em 1978 pela FDA (Food
and Drug Administration). Sua propriedade medicinal foi descoberta
acidentalmente em 1965, enquanto Barnett Rosenberg e colaboradores
estudavam o efeito de uma corrente elétrica em bactérias Escherichia coli em
que se verificou que a cisplatina inibia a divisdo celular das bactérias. Apos esse
evento, investigacdes posteriores permitiram identificar que esse composto
também possuia propriedade antitumoral.>’%

A cisplatina atua de forma nao seletiva, devido sua alta reatividade,
e por isso causa lesdes tanto nas células tumorais quanto nas normais, 0 que
acarreta diversos efeitos colaterais, como nefrotoxicidade, ototoxicidade,

3032 o que impulsionou a busca

nauseas, vomitos, perda de cabelo, entre outros,
por novos farmacos a base de platina menos reativos, sendo alguns deles
aprovados para uso clinico.’’” A Figura 1.1 mostra a linha do tempo para o
desenvolvimento dos compostos de platina, atualmente utilizados na clinica

médica para o tratamento do cancer.
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FIGURA 1.1: Linha do tempo para o desenvolvimento dos medicamentos a base
de platina empregados no tratamento do cancer. *NSCLC = Non-Small-Cell
Lung Carcinoma, **SCLC= Small-Cell Lung Carcinoma e ***CML = Chronic
Myeloid Leukemia).

Os compostos a base de platina, sdo hoje empregados em

aproximadamente 50% dos regimes quimioterapicos,®® sendo eficazes no
combate de diferentes tipos de neoplasias, incluindo cabega, pescogo, testiculo,
ovario, pulmio, estdmago, etc.>* Dentre os mecanismos de a¢do apontados para
esses compostos, o mais classico deles descreve que os complexos entram na
célula via difusdo passiva através da membrana celular. No meio intracelular
ocorre a labilizagdo dos ligantes cloridos, carboxilatos ou oxalato formando
novas espécies em que moléculas de agua substituem os ligantes labeis. Essas
novas espécies interagem com as bases nitrogenadas do DNA, mais
especificamente com a guanina, formando um aduto com o DNA, levando a
danos estruturais e inativacado dessa biomolécula. Ao danificar o DNA, os
compostos de platina impedem a replicagdo das células, desencadeando o
processo de morte celular.®*%

Um outro problema recorrente relativo aos compostos de platina ¢ a

resisténcia adquirida com o uso sistémico desses compostos. A resisténcia
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adquirida as drogas de platina pode ocorrer por meio de trés mecanismos
principais: aumento da degradagao e desativacao da droga antes de atingir o alvo
(DNA); diminui¢do da absor¢ao das drogas nas células cancerosas e melhorias
no processo de reparo do DNA pela célula devido aos danos causados pelos
compostos.>® Vale ressaltar que os efeitos colaterais e resisténcia adquirida
ndo sdo limitagdes restritas a essa classe de compostos, os quimioterapicos de
um modo geral provocam esses efeitos indesejaveis.

Adicionalmente ao desenvolvimento dos compostos a base de
platina, outros metais ganharam destaque no desenvolvimento de
metalofarmacos para o tratamento do cancer devido as limitagdes citadas acima,
dentre eles o cobre. Este se apresenta como um forte candidato, uma vez que as
células tumorais possuem uma resposta diferenciada ao metabolismo desse
metal, j& que este ¢ um metal enddégeno, importante para o desempenho de

diversas fungdes nos organismos.’

1.1.3 - Cobre e sua importancia biologica

O cobre ¢ um nutriente essencial para o desempenho de diversas
fungdes nos organismos, ainda que seja necessario em pequena quantidade,
sendo util como cofator catalitico ou como componente estrutural de proteinas.®
Possui uma alta capacidade para aceitar e doar elétrons, tornando-o ativo para as
reagoes biologicas de oxidacao-reducdo. Proteinas como a citocromo ¢ oxidase
(COX), NADH desidrogenase-2 (ND2), Cu/Zn-superdxido dismutase (SOD1) e
tirosinase sao alguns exemplos de proteinas que notadamente precisam de cobre
para desempenhar suas funcdes ndo sendo possivel substitui-lo por nenhum
outro metal.®

A importancia do cobre em humanos ¢ ilustrada por dois disturbios
genéticos, as doencas de Menkes e Wilson (WD), que causam deficiéncia

sistémica de cobre ou excesso, respectivamente.’*** A doenca de Menkes é uma
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doenga recessiva ligada ao cromossomo X e fatal para criancas do sexo
masculino. A deficiéncia de cobre causada pela doenga de Menkes provoca uma
série de sintomas, como hipotonia, cabelos ressecados e quebradicos,
deterioracdo do sistema nervoso, deficiéncia intelectual, entre outros.*** J4 a
doenca de Wilson leva a um actimulo de cobre em diversos 6rgdos com
consequente toxicidade, o que causa uma série de manifestagdes clinicas como
artrite, cardiomiopatia, disfun¢do tubular renal, distirbios do Sistema Nervoso
Central (SNC), etc.#4

Qualquer desequilibrio na biodisponibilidade do cobre, seja devido
a mutacoes hereditarias ou a condi¢des ambientais alteradas, leva a deficiéncia
ou toxicidade e consequentes resultados patologicos, sendo indispensavel a
regulacdo das concentragdes de cobre no corpo. Essa regulacdo ¢ realizada
através de mecanismos homeostaticos que controlam sua absor¢do, excregao e
biodisponibilidade.**

O cobre dietético ¢ inicialmente absorvido pelo intestino e o figado
¢ o responsavel por controlar a distribui¢do de cobre ao soro e tecidos, além da
excrecdo do excesso na bile. Estima-se que a quantidade de cobre livre ¢ de
menos de 1 dtomo por célula, sendo que a maior parte do cobre biodisponivel
esta incorporado em proteinas. 3+

Na circulagdo, o cobre ¢ transportado pelas proteinas plasmaticas,
que incluem a ceruloplasmina, sintetizada e secretada por hepatocitos e que liga
aproximadamente 70% do cobre no plasma, a albumina proteina mais abundante
do plasma sanguineo responsavel pelo transporte de substidncias ¢ a
macroglobulina capaz de inativar uma enorme variedade de proteinases podendo
atuar também como uma proteina transportadora.®>%°! Internamente as células
também possuem mecanismos reguladores para manter a homeostase do cobre,
incluindo transportadores especificos para absor¢do, distribuicdo e efluxo de
cobre (por exemplo, CTR1 e ATP7A/B) e pequenas moléculas para

desintoxicagdo (por exemplo, glutationa e metalotioneinas).®
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1.1.4 - Cobre na terapia do cancer

O cobre desempenha importantes funcdes no desenvolvimento e
progressao do cancer, uma vez que pode influenciar na capacidade de células
cancerigenas de invadir tecidos circundantes e se espalhar para o6rgaos distantes
(metastase), além de ser um modulador angiogénico (formacao de novos vasos),
etapa essencial para fornecer oxigénio e nutrientes para tumores.>>>

As fungdes desempenhadas pelo cobre nesses processos acontecem
porque as proteinas que sdo importantes para a progressdo do cancer sao
dependentes desse metal. Assim, baseado em seu papel na progressdao do cancer,
pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de estratégias que apontam o cobre
como alvo foram desenvolvidas.>*>> A Figura 1.2 resume essas estratégias,
sendo que a primeira delas consiste na quelacio de cobre livre para
indisponibilizé-lo a processos como angiogénese ¢ metastase, que sao Processos
que dependem de proteinas que precisam deste metal para desempenhar suas
fungdes.’>>® Alguns dos trabalhos que utilizaram essa estratégia mostraram que
a quelagdo de cobre pela D-pen (D-penicilamina), trientina ou TM
[(NH4)2Mo0S4)] atrasou a propagacao de tumores inibindo a vascularizagcdo de
lesdes em modelos animais de alguns tipos de cancer.®*® O composto TM por
exemplo, ¢ utilizado com esse fim estratégico encontrando-se em fase 1 de
ensaios clinicos para tumores sélidos metastaticos incluindo mama, pulmao,

colon e prostata.>®
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FIGURA 1.2: Estratégias que utilizam o cobre para a terapia do cancer. COX =
citocromo ¢ oxidase, Ctrl = transportador de cobre 1, FGF2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2, IL-1a, -6, -8= interleucina-1a, -6, -8, LOX= lisil
oxidase, MEK1/ 2= proteina quinase ativada por mitogénio/ ERK (quinase
regulada por sinal extracelular) quinase 1/2, NFkB = fator nuclear kappa B,
UPR= resposta de proteina ndo dobrada, VEGF = fator de crescimento
endotelial vascular, XIAP = inibidor de apoptose ligado ao X. FONTE:
Adaptado de DENOYER et al. 22.

A segunda estratégia terap€utica consiste nos iondforos de cobre,
que sdo compostos capazes de transportar especificamente esse metal para as
c¢lulas, o biodisponibilizando, gerando um desequilibrio em sua homeostase, o
que pode desencadear a morte celular.”® Compostos desse tipo tém internalizado
cobre coordenado nas células exibindo atividade anticancer in vitro € em
modelos de camundongos e suas eficacias terapéuticas tém sido investigadas em
varios ensaios clinicos.®>">8

Outra estratégia ¢ baseada no sucesso da cisplatina e consiste em

complexos de cobre que busquem atingir as células cancerigenas por alvos. Na
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literatura inumeros trabalhos t€m relatado a atividade citotdxica e antitumoral de
complexos de cobre, incluindo estudos in vivo.>** Os mecanismos de a¢do sdo
os mais variados, envolvendo diferentes alvos moleculares, como a inibi¢ao das
proteinas topoisomerase’® e proteassoma®®>%®  desregulagdio da funcdo
mitocondrial,” "' geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),!%7>7

A,>7+75 entre outros.

interacao com DN

Uma classe de compostos de cobre que tem se destacado na terapia
do cancer ¢ a chamada Casiopeinas, que sao complexos cationicos de C (II), de
formula geral [Cu(N-N)(O-O)]" ou [Cu(N-N)(N-O)]", em que N-N indica uma
diimina aromatica, como a 1,10-fenantrolina ou a 2,2-bipiridina, O-O representa
um ligante acetilacetonato ou salicilaldeido e N-O denota um aminoacido ou um
peptideo. Dentre esses compostos destaca-se 0 complexo
[Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)(NO3)] (Figura 1.3) que entrou
em fase I de ensaios clinicos. Esses compostos sdo considerados promissores,

dada sua funcdo hepatica protetora concomitante a sua atividade antitumoral.’®-

78
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FIGURA 1.3: Estrutura cristalina do complexo
[Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(aceti,lacetonato)(l\l 0O3)] que encontra-se em
estudo clinico fase . FONTE: GARCIA-RAMOS et al. 80.”

Outros compostos de cobre que também tém atraido atengdo sdo os
investigados como nucleases artificiais.®*® As nucleases sdo enzimas que
operam a niveis de DNA e RNA, sendo capazes de clivar as ligagdes de
fosfodiésteres e assim, desempenham papel fundamental em processos como a
sintese de DNA, reparo de DNA, empacotamento de DNA em cromossomos,
maturagdo de RNAs ou maturagdo de pré-mRNA (RNA precursor).®® Dessa
forma compostos que sejam capazes de mimetizar essas enzimas podem
hidrolisar o DNA, em uma diversidade de linhagens celulares induzindo as
c¢lulas a morte e, portanto, sdo potenciais candidatos a terapia do cancer.

Compostos de Cu (IT) com os ligantes bases de Schiff, terpiridinas,
polipiridil, entre outros, além da classe de compostos citados anteriormente, as
Casiopeinas, ja foram relatados como miméticos de nucleases.®* %6 A capacidade
desses complexos de mimetizar essas enzimas estd relacionada ao fato do sitio
ativo das nucleases ser ocupado por cations divalentes como Mg?*, Ca**, Mn*"

ou Zn*> " e também a propriedade redox do cobre. Inclusive, para a maioria dos
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complexos de cobre a clivagem do DNA ¢ mediada através da formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species), o que

estd intimamente ligado a propriedade redox desse metal.®

1.1.5- Ligantes aciltioureias e naftoquinonas no desenho de

complexos metalicos

As aciltioureias constituem uma classe de ligantes derivados da
tioureia em que um grupo carbonila encontra-se ligado a sua estrutura, como
mostrado na Figura 1.4. Suas aplicagdes sdo vastas e englobam a area da
medicina, agricultura, quimica e ciéncia dos materiais.®”*” Mais especificamente
na medicina, as aciltioureias sdo promissoras para o tratamento de infecgoes,
possuem atividade antibacteriana, antiviral e antitumoral.”®! Do ponto de vista
da quimica de coordenacdo sdo compostos versateis uma vez que as mesmas
possuem grupos doadores de elétrons O, S ¢ N e podem se coordenar aos metais
como ligantes neutros, monoanionicos € bianiOnicos. Adicionalmente, uma
variedade de grupos R, Ri ¢ R2 podem ser usados como substituintes na
estrutura principal da aciltioureia, permitindo uma enorme diversidade de
compostos, o que permite a modulacdo de propriedades como solubilidade,

lipofilicidade, estabilidade, entre outros.
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FIGURA 1.4: Estrutura basica dos ligantes aciltioureias.

O nosso grupo de pesquisa, o LERCI, tem trabalhado com essa
classe de ligantes incorporando-os a diversos complexos metalicos e obtido
resultados promissores no ambito da quimica inorganica medicinal. Por
exemplo, complexos fosfinicos de Pd(I) e Pt(Il) apresentaram atividade anti-
Mycobacterium contra tuberculose com valores de concentracdo inibitoria
minima (MIC, do inglés Minimum Inhibitory Concentration) que variaram entre
2,6-23 pM.”>? Compostos de Pd(II) também apresentaram atividade citotoxica
contra linhagens de células tumorais, destacando-se o complexo
[PA(L)(PPh3),]Cl em que L= N,N-dimetil-N’-2-tiofenocarbonilthioureia (Figura
1.5), que atingiu um alto indice de seletividade (>322) para as células tumorais
MDA-MB-231quando comparadas as células ndo tumorais de fibroblasto de

camundongo, a L.929 %
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------------------------------------------------------------

MDA-MB-231:
- ICg,=0,62 + 0,08 pM

L929:
¢ 1C5,>200 pM

____________________________________________________________

FIGURA 1.5: Formula estrutural, valor de ICsy nas linhagens MDA-MB-231 e
L929 e indice de seletividade (IS) para o complexo [Pd(L)(PPhs),]Cl em que L=
N,N-dimetil-N’-2-tiofenocarboniltioureia e PPhs;= ttrifenilfosfina.

Outros complexos que possuem esses ligantes em seu cerne e que
chamam aten¢do sdo os complexos de ruténio desenvolvidos recentemente no
LERCI, com férmula geral [Ru(dppb)(dphppy)(Tu)]PFs, em que dppb=
1,2-bis(difenilfosfina)butano, dphppy=difenil-2-piridilfosfina e Tu= aciltioureias
dissubstituidas. Nos ensaios in vitro 0s compostos mostraram potente
citotoxicidade na linhagem celular de cancer de pulmao (A549), com valores de
ICsp que variaram de 0,08 — 0,36 uM, sendo que o mais ativo deles foi 175x
mais potente que o farmaco inorganico de referéncia utilizado para comparacao,
a cisplatina. Esses compostos também chamam atencdo pelos altos valores de
indice de seletividade (10 — 33) para as c€lulas A549, em comparacao as células

nao tumorais de pulmao (MRC-5). Esses resultados ainda nao foram publicados.
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Uma outra classe de ligantes que também tem sido rotineiramente
utilizada para a sintese de novos complexos metalicos sdo as naftoquinonas.
Estes ligantes pertencem ao grupo das quinonas e sao classificados como
naftoquinonas por apresentarem um anel naftalénico no seu sistema aromatico.”
As quinonas apresentam uma grande variedade de propriedades biologicas e
podem ser encontradas em microorganismos, plantas e animais.”® Na clinica
médica varias quinonas sdao utilizadas na quimioterapia do cancer, tais como a
daunorrubicina, doxorrubicina, idarrubicina, mitomicina-C, entre outros (Figura
1.6).°” Em se tratando das naftoquinonas, o lapachol e a lausona se destacam, e
tém sido utilizados individualmente ou incorporados a complexos metalicos para

aplicacdo como agentes antitumorais.

(@]

o0 O OH O, O ,CH
OH OH

NH, NH,
Daunorrubicina Doxorrubicina

CH;

OH
NH, H,N
Idarrubicina Mitomicina-C

FIGURA 1.6: Quinonas utilizadas na clinica médica para o tratamento do
cancer.
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O lapachol ¢ um produto natural encontrado principalmente nas
plantas da familia das Bignoniaceae, do género Tabebuia, conhecidas como
ipés, sendo mais abundante no ipé roxo.”® Esta naftoquinona apresenta uma
grande diversidade de propriedades biologicas, dentre as quais a antitumoral,”-
103 tendo entrado para estudos clinicos de fase I. Esses estudos foram conduzidos
pela Universidade Federal do Pernambuco na década de 60. Os resultados
iniciais mostraram que o lapachol exibiu a capacidade de inibir o crescimento de
tumores, no entanto devido ao surgimento de efeitos colaterais diversos, teve seu
estudo clinico descontinuado.!%*1%

A lausona também ¢é de ocorréncia natural, extraida das folhas da
Henna uma arvore do género Lawsonia Inermis, comumente encontrada no
norte da Africa e sul da Asia.”® Ela é responséavel pela coloragio vermelha das
tintas de henna, sendo utilizada desde os tempos do antigo Egito nas pinturas de
pele, tatuagens e coloragdo dos cabelos.!%®!1%7 Na medicina popular, o extrato das
folhas da Henna ¢ utilizado para o tratamento de feridas, queimaduras, e
diversas doencas tais como artrite, ulceras, e diabetes.!%®

Um dos fatores apontados para a propriedade antitumoral das
naftoquinonas se deve a capacidade que essas moléculas possuem de induzir o
estresse oxidativo pela geragdo intracelular de espécies reativas de oxigé€nio
(ROS), como o peroxido de hidrogénio (H,0O,), o superdxido (¢O,7) e o radical
hidroxila (HO-*).” Essas espécies sdo capazes de danificar componentes
celulares importantes como fosfolipideos, proteinas e DNA, levando as cé¢lulas a
morte por apoptose. Além disso, as naftoquinonas também sdo capazes de inibir
a atividade de enzimas como a topoisomerases, que participam do processo de
replicacdo do DNA interferindo no bom funcionamento das células, novamente
induzindo-as a morte por apoptose.!® 11!

Nosso grupo de pesquisa também tem se aproveitado das

propriedades biologicas das naftoquinonas e vém desenvolvendo ao longo dos

anos uma serie de compostos de coordenagdo para aplicagdo antitumoral, e os
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16,112,113 egtando alguns

resultados estdo entre os mais promissores do grupo,
desses compostos patenteados no Brasil sobre o titulo “Processo de Obtencao de
Compostos de Ruténio, Compostos de Ruténio Obtidos e seu uso” (BR 10 2016
016535 0 A2). Na Tabela 1.1 destacamos os valores de ICsy € os indices de
seletividade encontrados para a linhagem tumoral de mama MDA-MB-231 e sua
correspondente nao tumoral MCF-10A. Podemos notar que todos os compostos

foram mais ativos na linhagem tumoral que a cisplatina, além de serem mais

seletivos.

TABELA 1.1: Valores de ICso (WM) e indice de seletividade (IS) obtidos para
diferentes complexos com as naftoquinonas lausona e lapachol na linhagem
tumoral de mama (MDA-MB-231) e na linhagem de mama nao tumoral
(MCF-10A).1>16

Citotoxicidade in vitro

Complexo MDA-MB-231 MCF-10A IS
[Ru(lau)(dppm):]PFs 0,09+0,02 0,55+0,07 6,1
[Ru(lap)(dppm):]PFs 0,13+0,01 2,7+0,5 20,8
[Ru(lau)(dppe)(bipy)]PFs 0,11+0,04 0,72+0,01 6,5
[Ru(lap)(dppe)(bipy)]PFs 0,15+0,03 2,8+0,3 18,4
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs 0,06+0,01 0,58+0,02 9,7
Ru(lap)(dppb)(bipy)]|PFs 0,07+0,03 0,77+0,03 11,0
Lausona/Lapachol >100 >100 -
Cisplatina 2,4+0,2 29,4+0,9 12,1

lau= lausona; lap= lapachol; dppm= bis(difenilfosfina)metano; dppe= 1,2-bis(difenilfosfina)etano; dppb=
1,4-bis(difenilfosfina)butano; bipy=2,2’-bipiridina; PFe¢= hexafluorofosfato, IS: [(ICso(MCF-10A)/ ICso(MDA-MB-231)].

O complexo [Ru(lap)(dppm),]PFs apresentou também a capacidade
de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), alterar o potencial de membrana
mitocondrial e levar & morte por apoptose as células MDA-MB-231.'° Em
estudos ainda ndo publicados, resultados in vivo mostram que o composto
[Ru(lau)(dppm),]PF¢ € eficaz em inibir o crescimento de tumores primarios em

camundongos, exibindo atividade similar ao do cisplatina, mantendo a massa
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corporal do animal, sem causar o efeito colateral nefrotoxico. As formulas

estruturais desses complexos sdo apresentadas na Figura 1.7.

FIGURA 1.7: Férmulas estruturais dos complexos [Ru(lau)(dppm),]PF¢s .
[Ru(lap)(dppm)2]PFs.

1.2 - Planejamento dos novos complexos de Cu(I)/Trifenilfosfina

com os ligantes aciltioureias ou naftoquinonas

No ramo da bioinorganica o sucesso da cisplatina abriu caminho
para o desenvolvimento de novos candidatos a quimioterdapicos baseados em
metais. Nesse sentido, este trabalho busca contribuir com a descoberta de novos
compostos como candidatos potenciais a metalofarmacos. Desse modo, nossa
estratégia consiste em incorporar os ligantes aciltioureias ou naftoquinonas, que
ja possuem propriedades biologicas, ao cerne Cu(I)/Trifenilfosfina.

O cobre ¢ um metal endogeno, que participa de processos
importantes para o bom funcionamento dos organismos, € a sua resposta

diferenciada para as células tumorais, t€ém permitido o desenvolvimento de
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estratégias que permitem o uso de compostos de coordenacdo a base cobre,
como candidatos a metalofArmacos para a quimioterapia do cancer.

No aspecto estrutural, o cobre no estado de oxidagdo 1+ permite a
utilizagdo da técnica de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) que ¢ uma
poderosa ferramenta de caracterizagdo de compostos, além disso, o Cu’
apresenta a tendéncia de ser transportado para dentro de células vivas por
transportador especifico como o Ctrl (citocromo-c), possui diferentes
mecanismos anticancer, comportamento redox e capacidade de gerar um local
por dissociacao parcial tornando os complexos de Cu (I) também promissores do
ponto de vista biologico.

A trifenilfosfina (PPhs) constitui-se um ligante importante por
estabilizar o cobre no estado de oxidagao (+1), além disso, resultados prévios em
nosso grupo de pesquisa, mostram que os ligantes fosfinicos contribuem para os
baixos valores de 1Csy nas linhagens tumorais, a0 compararmos complexos cuja
Unica diferenca foi a auséncia ou presenca desta classe de ligantes.!'"!?
Sugerimos que esses ligantes permitem modular propriedades como por
exemplo, a lipofilicidade que possivelmente contribui para uma melhor absorc¢ao
dos compostos pelas células. A escolha em especifico da trifenilfosfina foi de
carater técnico, devido a estabilidade do complexo precursor ([CuNO;3(PPh;):])
ao ar, o que permitiu a otimizacao das sinteses dos complexos finais em menor
tempo.

As foérmulas estruturais dos ligantes aciltioureias ou naftoquinonas
utilizados para o desenvolvimento destes novos compostos de cobre sdo
apresentadas na Figura 1.8. Observemos que os grupos R dos ligantes foram
substituidos por diferentes substituintes, com o intuito de correlacionar, se
possivel, a estrutura e a atividade dos complexos. Desta forma, nosso trabalho
criara subsidios sobre a importancia da presenca dos ligantes trifenilfosfina,
aciltioureias ou naftoquinonas no planejamento de novos compostos de

coordenacdo com atividades antitumorais, além da obtencdo de dados que
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possibilitardo uma maior compreensdo sobre os mecanismos de agdo de

complexos de cobre.
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FIGURA 1.8: Formulas estruturais dos ligantes aciltioureias e naftoquinonas
utilizados para o desenvolvimento dos novos complexos de Cu (I).
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2 -OBJETIVO

2.1 - Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar as

propriedades citotoxicas de complexos de Cu (I)/Trifenilfosfina com ligantes

aciltioureias ou naftoquinonas em células tumorais humanas, a fim de contribuir

com resultados que suportem uma melhor compreensao dos mecanismos de acao

de complexos de cobre.

2.2 - Objetivos Especificos

Sintetizar complexos de Cu(I)/Trifenilfosfina contendo os ligantes
aciltioureias ou naftoquinonas, sendo eles agrupados em duas
séries:

Série 1: complexos de formula geral [CuLn(PPhs),] (1-6) e

complexos de formula geral [CulLa(PPhs),] (1a-6a);

Série 2: complexos de formula geral [CuNQn(PPhs),] (1b-4b).
Caracterizar os complexos empregando técnicas espectroscopicas
(UV-vis, infravermelho ¢ RMN 1D e 2D), andlise elementar,
condutividade molar, espectrometria de massas e difra¢do de raios
X de monocristal (quando possivel a obtengdo dos mesmos);
Investigar a estabilidade estrutural dos complexos nos meios de
cultura celular e avaliar sua influéncia na citotoxicidade in vitro dos
mesmos;

Determinar a citotoxicidade dos complexos frente a linhagens
celulares humanas tumorais € n3ao tumorais de mama (MCF7,

MDA-MB-231 e MCF-10A) e pulmio (A549 e MRC5);
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e Propor uma correlacdo da estrutura e atividade dos complexos, se
possivel;

e Avaliar por meio dos ensaios de morfologia, sobrevivéncia
clonogénica (formagdo de coldnias), migracdo, ciclo celular e

apoptose a acao citotoxica e/ou citostatica dos complexos.
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3 - METODOLOGIA

3.1 - Obtencio de atmosfera inerte

Todas as sinteses foram realizadas sob atmosfera de argdnio, de
procedéncia da White Martins, que foi desoxigenado e seco pela passagem do
fluxo do gés por um sistema de colunas contendo: silica gel, cloreto de calcio e
catalisador do tipo BTS-R-3-11 (Fluka Chemika, mantido a 60°C para que o

catalisador permaneca ativado).

3.2 - Solventes e reagentes utilizados nas sinteses

O solvente utilizado em todas as sinteses foi o metanol de
procedéncia Synth P.A. Os reagentes utilizados nas sinteses, a trifenilfosfina
(PPhs), o nitrato de cobre trihidratado (Cu(NO3)2.3H20), a lausona (NQ1) e a
trietilamina foram todos de procedéncia Sigma-Aldrich. O lapachol (NQ2) foi
cedido pelo Prof. Dr. Diogo Moreira do Instituto Gonzalo Muniz (IGM-
FIOCRUZ - Salvador (BA)) e os ligantes NQ3 (3-estiril-lausona) e NQ4 (4-
cloroestiril-3-lausona) foram sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. Chaquip
Daher Netto (UFRJ - Maca¢). Os ligantes aciltioureias (Ln) € o complexo
precursor ([Cu(NOs)(PPhs),]) foram sintetizados segundo procedimentos

descritos na literatura.!'4!13

3.3 - Sinteses dos complexos

3.3.1 - Sinteses dos complexos da série 1: 1-6 ([CuLa(PPhs)z])
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Em um baldao de 25 mL foram adicionados 5 mL de metanol que foi
desaerado por 1 h. Em seguida, adicionou-se 0,154 mmol da aciltioureia e 50 uL
de trietilamina para a desprotonagdo do ligante. Posteriormente acrescentou-se
0,154 mmol do complexo precursor [Cu(NO;)(PPhs),]. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo por 30 min, observando-se a formag¢ao de um precipitado
amarelo que foi filtrado e lavado com &gua e metanol gelado. O rendimento
obtido nas sinteses dos complexos 1-6 ¢ apresentado na se¢do de apéndice, no
topico caracterizacdo completa dos complexos da série 1. Esses complexos
foram ainda testados quanto a solubilidade em diferentes solventes, sendo
soluveis em: DMSO, DMF, diclorometano e cloroféormio e insoliveis em: agua,

etanol e metanol e ainda pouco soliveis em: acetona e acetonitrila.

3.3.2 - Sinteses dos complexos da série 1: 1a-6a ([CuL.(PPh3),]NO3)

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 5 mL de metanol que foi
desaerado por 1h. Em seguida adicionou-se 0,154 mmol da aciltioureia e
deixou-se sob agitacdo até a total solubilizacdo. Foram entdo acrescentados
0,154 mmol do complexo precursor [Cu(NOs3)(PPhs),]. Essa mistura reacional
foi mantida sob agitacdo ¢ aquecimento brando por 30 min. O aquecimento foi
entdo desligado, e deixou-se a mistura atingir temperatura ambiente, sendo
posteriormente colocada na geladeira por no minimo 12 h. Observou-se a
formagdo de um precipitado amarelo que foi filtrado e lavado com metanol
gelado. O rendimento obtido nas sinteses dos complexos 1a-6a ¢ apresentado na
se¢ao de apéndice, no topico caracterizagdo completa dos complexos da série 1.
Esses complexos foram ainda testados quanto a solubilidade em diferentes
solventes, sendo soluveis em: DMSO, DMF, diclorometano, acetona,

acetonitrila e cloroféormio e insoliveis em: dgua, etanol e metanol.
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3.3.3 - Sinteses dos complexos da série 2: 1b-4b ([CuNQn(PPhs3).])

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 10 mL de metanol que foi
desaerado por 1 h. Em seguida adicionou-se 0,154 mmol da naftoquinona e 50
uL de trietilamina para desprotonacdo da aciltioureia. Posteriormente
acrescentou-se 0,154 mmol do complexo precursor [Cu(NO3)(PPhs),]. A mistura
reacional foi mantida sob agitagao por 30 min, observando-se a formacao de um
precipitado com tonalidades que variaram entre roxo (1b e 2b) e azul escuro (3b
¢ 4b). Os precitados foram filtrados e lavados com agua e metanol gelado. O
rendimento obtido nas sinteses dos complexos 1b-4b ¢ apresentado na secao de
apéndice, no topico, caracterizacdo completa dos complexos da série 2. Esses
complexos foram ainda testados quanto a solubilidade em diferentes solventes,
sendo solaveis em: DMSO, DMF, diclorometano e cloroformio e insoluveis em:
agua, etanol e metanol e ainda, os complexos 3b ¢ 4b foram soluveis em acetona

e acetonitrila.

3.4 - Caracterizacao dos complexos

3.4.1 - Condutividade Molar

Solugdes 1,0 x 10 mol-L! dos complexos foram preparadas em
DMSO e levadas para as medidas de condutividade molar utilizando um
condutivimetro Meter Lab, modelo CDM230. Os valores encontrados foram

comparados com valores estabelecidos na literatura.''®

3.4.2 - Analise elementar
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Os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre dos
complexos foram determinados em um analisador CHN modelo EA 1108 da
FISONS, na Central Analitica do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Sao Carlos.

3.4.3 - Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro Bomem-Michelson FT, modelo MB — 102. O método
utilizado foi o de pastilhas de KBr, em que as amostras dos complexos foram
diluidas no sal de KBr grau espectroscopico. A faixa de varredura utilizada foi

de 200-4000 cm™!.

3.4.4 - Espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-visivel

Os espectros de absor¢do no ultravioleta e visivel foram adquiridos
em um espectrofotometro de arranjo de diodo da Hewlett Packard (HP) 84524
utilizando cubetas com caminho 6ptico de 1 cm. A faixa de varredura utilizada
foi de 200 a 800 nm. Utilizou-se o solvente acetonitrila (UV Cutoff de 190 nm)
para preparar as solucdes de todos os complexos e dos ligantes nas
concentragdes que variaram entre 1,0x103 e 5,010 mol-L'!. Essas solucdes
foram posteriormente diluidas para a determinacdo das medidas obedecendo aos
critérios da lei de Lambert-Beer. Os espectros experimentais dos complexos e

ligantes foram deconvoluidos em um ambiente Matlab.

3.4.5 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

26



Celisnolia Morais Leite Metodologia

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz), C{'H} (100 MHz) e
STPLIH} (162 MHz) foram registrados no equipamento BRUKER 9.4 T, modelo
AVANCE 1III, no Laboratorio de Ressondncia Magnética Nuclear do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos. Utilizou-se o
cloroformio deuterado para o preparo das solucdes dos complexos 1-6, 1b e 2b,
a acetonitrila deuterada para os complexos 1a-6a e a acetona deuterada para os
complexos 3b ¢ 4b. As anélises de RMN para a caracterizagdo dos complexos
foram apenas qualitativas. Foram realizados também os experimentos 2D
(COSY 'H-H, HSQC 'H-*C ¢ HMBC 'H-!*C), para a atribui¢do correta dos
sinais de RMN. As sinteses dos complexos foram monitoradas por RMN de

STP{TH} usando-se capilar D20 (referéncia externa).

3.4.6 - Difracao de Raios X

As medidas de difracdo de raios X foram realizadas pelo Dr. Jodo
Honorato, no Laboratdrio de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
na Universidade de Sdo Paulo, coordenado pelo Prof. Dr. Javier Ellena, em um
difratdbmetro Rigaku XtaLAB mini II, radiacio MoKa (A = 0.71073 A). As
estruturas foram resolvidas com o programa SHELXT!"” usando métodos
diretos, sucessivos mapas de Diferenca de Fourier permitiram a localizacao dos
atomos ndo hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio, todos os
demais foram refinados anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos pelo
método dos minimos quadrados através do programa SHELXL.!'® Os calculos
dos parametros da célula unitaria e as corre¢des por absorcao foram realizados
usando o software CrysAlisPro. As representacdes das moléculas e tabelas de
dados cristalograficos foram geradas utilizado os programas OLEX2'" e

MERCURY.'?
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3.4.7 - Espectrometria de Massas

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas apenas
para os complexos de 1-6, pela MSc Jéssica Amaral, no laboratério de Produtos
Naturais, DQ-UFSCar. As analises foram realizadas utilizando um instrumento
Agilent 6545 ESI-QTOF-MS. Os dados de MS/ MS foram produzidos na faixa
de massa de 50-1200 Da. As amostras foram dissolvidas em MeOH/ 4cido
formico a 0,1% e analisadas por FIA em uma vazdo de 0,35 mL.min"!, inje¢do
de volume de 2,0 pL a 38 °C. A fase movel consistia em uma mistura H,O +
0,1% de acido formico e MeOH + 0,1% de acido féormico na proporcao de
20:80, com 4,0 min de tempo de analise. As condi¢des da fonte ESI foram as
seguintes: voltagem capilar 2500 V, voltagem do bico 500V, temperatura do gas
350 °C, gas de secagem 13 L-min, nebulizador 35 psi, gas de feixe 320 °C em
fluxo de 10 L-min’!, fragmentador 120 V, skimmer 80 V e tensdo de energia de
colisdo de 0, 20 e 40 V. Os dados foram analisados por meio do software

Qualitative Navigator B.08.000.

3.5 - Calculos teoricos

Os célculos teoricos foram realizados pelo prof. Dr. Rafael Gomes
da Silveira, do Instituto Federal Goiano, Campus Ceres, Ceres-GO. A
otimizagdo estrutural dos complexos 1-6, bem como dos seus respectivos
ligantes, foi calculada a partir das coordenadas cristalograficas (quando os dados
experimentais estavam disponiveis). Nas otimizagdes realizadas foram
empregados DFT usando a funcao de densidade hibrida B3LYP com fungdes de
base 6-31G* para os atomos leves, enquanto para o centro metalico foi usado
LANL2DZ com potencial de nucleo relativistico (ECP).!2!?2 A fim de analisar

os deslocamentos quimicos de *C para C = O ¢ C = S, o formalismo DFT-
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GIAO usou as fungdes B3LYP ¢ CAM-B3LYP e os dados foram comparados

com os dados experimentais usando a equagao:

_ 123
5iso,calc = Oref — Oiso

Em que or = 182,4254 ppm usado para *C(TMS). A estrutura do
cristal TMS (CCDC 678366) foi otimizada no mesmo nivel da teoria da
molécula complexa. Os espectros e figuras foram criados no software
Gabedit.'”* O pacote de programa de estrutura eletronica Gaussian 09, revisdo

E.01'** foi usado para todos os célculos DFT.

3.6 - Estabilidade dos complexos em meio de cultura

A estabilidade dos complexos de cobre em Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) sem vermelho de fenol, na presenca de 10% de soro
fetal bovino (FBS do inglés Fetal Bovine Serum)), foi avaliada por
espectroscopia de UV-vis e por RMN de *'P {'H}. Para as analises por UV-vis,
solugdes estoque dos complexos foram preparadas em DMSO na concentragao
de 0,5 mmol-L! e diluidas com meio de cultura para obter solu¢des finais de 10
uM dos complexos e 0,5% de DMSO (v/ v). Para os ensaios espectroscopicos
por RMN de 3'P{'H}, foram preparadas solugdes saturadas dos complexos com
90% de DMSO e 10% de meio de cultura. As amostras foram analisadas por
UV-vis imediatamente apos a preparacao e apos 2, 18, 24 e 48 h (complexos 1-
6); 2, 4, 24 ¢ 48 h (complexos 1a-6a) ¢ 2, 4, 24, 48 ¢ 72 h (complexos 1b-4b).
As andlises por RMN de 3'P{'H} foram realizadas imediatamente apoOs o
preparo das amostras e apds 24 e 48 h. No monitoramento por RMN de *'P{'H}

utilizou-se o capilar D20 (referéncia externa).
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3.7 - Determinaciio de espécies reativas de oxigénio (ROS, do

inglés Reactive Oxygen Species)

Os experimentos de espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletronica (EPR, do inglés Electron Paramagnetic Resonance)) foram realizados
junto ao grupo do Prof. Dr. Otaciro Rangel Nascimento no Instituto de Fisica de
Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo (IFSC/USP). O espectrometro
utilizado foi o Varian E109 operando em banda X (9.5 GHz) a temperatura
ambiente. O composto 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO, 40 mmol-L7)
foi utilizado como armadilha de spin (do inglés spin trap) para verificar a
formagdo das Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) pelo complexo 4b (solucao
10 umol-L!) em DMSO. A solugdo do complexo foi irradiada em uma cubeta
de quartzo com LED (375 nm) em determinados intervalos de tempo (0, 5, 15,
30 e 60 min). Entao aliquotas foram retiradas e transferidas para uma cubeta de
quartzo contendo o padrao de Cr (III) fixado no exterior da mesma durante todas
as medidas. Uma solucdo de DMPO 40 mmol L', em DMSO foi medida como
controle. Os espectros obtidos experimentalmente foram simulados para
obten¢do dos parametros de EPR como largura de linha, area do sinal de
absor¢do, valor das constantes hiperfinas e valor de g, usando o programa
EasySpin no ambiente Matlab. As condi¢des experimentais foram: 0,25 G de

modulacao, 20 mW de poténcia, constante de tempo de 0,128 s, 10 scans.

3.8 - Ensaios Biologicos

Os ensaios de ciclo celular e apoptose foram realizados pelas
Doutoras Ana Carolina B. M. Martin e Angélica Ellen Graminha, no
Laboratério de Biologia do Envelhecimento do Departamento de Gerontologia

da UFSCar, coordenado pela Profa. Dra. Marcia Cominetti. Os ensaios de
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morfologia celular, sobrevivéncia clonogénica e migragao celular para os
complexos 1b ¢ 4b, da série das naftoquinonas, foram realizados pela Dra.
Adriana Macedo, no laboratorio de cultura celular do Departamento de Quimica
da UFSCar, coordenado pelos professores Dr. Alzir Azevedo Batista e Dr.
Fillipe Vieira Rocha. As andalises de microscopia de fluorescéncia no ensaio de
morfologia celular com marcacdo Faloidina foi realizado no laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular (LBBM) localizado no Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas, da UFSCar, coordenado pela Profa. Dra. Heloisa S. S. de

Araujo.

3.8.1 - Cultura das células

As linhagens de células tumorais humanas, de mama triplo-negativo
MDA-MB-231 (ATCC N. HTB-26), de pulmdao A549 (ATCC N. CCL-185) e
ndo tumoral humana de pulmdao MRC-5 (ATCC N. CCL-171), foram cultivadas
em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) de
procedéncia Vitrocell, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS). A
linhagem de células tumoral humana de mama MCF-7 (ATCC N.HTB-22), foi
cultivada em meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) de
procedéncia Vitrocell, suplementado com 10% de FBS. As células ndo tumorais
de mama MCF-10A (ATCC No. CRL-10317) foram cultivadas em meio
DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) de
procedéncia Gibco, suplementado com 5% de soro de cavalo (Gibco), fator de
crescimento epidermal humano (EGF (Gibco)) (20 ng-mL™), hidrocortisona
(Sigma-Aldrich) (0,5 pg-mL "), insulina (Sigma-Aldrich) (10 ug-mL™) e 1% de
penicilina/estreptomicina (Vitrocell). As linhagens celulares foram mantidas em
cultura a 37 °C e 5% CO; em estufa umidificada, para serem utilizadas nos

ensaios descritos a seguir.
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3.8.2 - Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar a viabilidade das células apds tratamento com os
complexos utilizou-se 0 método colorimétrico do MTT
(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium), descrito por
MOSMANN 119.!% Para as analises, 1,5x10* células/pogo foram semeadas em
placas de 96 pogos ¢ mantidas em estufa a 37° C e 5% de CO, por 24 h para a
adesao celular. Apos este tempo, adicionou-se os complexos em diferentes
concentragdes (0,31 - 25 uM) e as células foram novamente incubadas na estufa
por 48 horas. Decorridas as 48 h, 50 uL de MTT 1,0 mg.mL™! (Sigma-Aldrich)
em PBS foram adicionados em cada poco e as células foram novamente
incubadas em estufa nas mesmas condigdes citadas anteriormente, por um
periodo de 4 h. Em seguida, o meio de cultura contendo o MTT foi retirado das
placas e os cristais de formazan formados foram solubilizados pela adigdo de
150 uL de isopropanol, e a absorbancia dos pogos registrada utilizando-se um
leitor de microplacas (Synergy/H1-Biotek) em um comprimento de onda de 540
nm. Os valores de ICsy (concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular)
foram determinados por meio da curva concentracdo-resposta utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism 8.0.2. O experimento foi realizado em
triplicata, em trés ensaios independentes. As células incubadas com 0,5% de

DMSO foram o controle negativo.

- Morfologia celular

As células MDA-MB-231 e MCF-10A foram semeadas na
densidade de 0,5x10° células/ po¢o em uma placa de 24 pogos e incubadas em
meio suplementado, a 37 °C com 5% de CO, por 24 h para adesdo celular. Entdo

a morfologia celular foi examinada e as micrografias registradas, antes da adig@o
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dos complexos, 24 ¢ 48 h apds o tratamento das células nas concentragdes
¥ax1Cso, ICso € 2xICso dos complexos 1, 1a, 1b e 4b, em um microscopio
invertido (Nikon, T5100) com objetiva de 10%. As concentracdes foram relativas
ao 1Csy obtido para os complexos no tempo de 48 h. O experimento foi realizado
em triplicata e as células incubadas com 0,5% de DMSO foram o controle

negativo.

3.8.4 - Morfologia celular (marcacdo com Faloidina)

Para avaliar o dano na organizagdo do citoesqueleto causado pelos
complexos (1 e 1a), as células foram coradas com Alexa Fluor 488 conjugado
com Faloidina (ThermoFisher Scientific). Assim para a realizacdo do
experimento, as células MDA-MB-231 na densidade de 2x10* células/ pogo
foram semeadas em uma placa preta de 96 pogos com fundo transparente
(Corning Incorporated) e apos 24 h de incubagdo a 37 ° C e 5% de CO,, foram
expostas a diferentes concentracoes (72xI1Csgp, ICso € 2xICsp) dos complexos por
24 h. Apos o tratamento, o meio foi removido e as células foram fixadas com
paraformaldeido (Sigma-Aldrich) 3,7% em PBS (m/ v) por 30 min. Em seguida,
as células foram lavadas 3x com PBS e permeabilizadas com triton X-100
(Sigma-aldrich) 0,1% em PBS (v/ v) por 5 min em temperatura ambiente. As
células foram entdo novamente lavadas 3x com PBS. A reacdo foi bloqueada
pela adicdo de albumina de soro bovino (BSA, do inglés Bovine Serum
Albumin) 2% em PBS (m/ v) por 45 min. As células foram lavadas 2xcom PBS
e marcadas com Alexa Fluor 488 faloidina por 30 min e coradas com DAPI (1
ug-mL™) (Life Technologies, Carlsbad, CA) para marcacdo nuclear por 10 min.
As imagens foram obtidas em um microscopio automatizado ImageXpress
Micro XLS System (Molecular Devices) com aumento de 400%. O experimento

foi realizado em triplicata. As cé€lulas incubadas com 0,5% de DMSO foram
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utilizadas como o controle negativo e como controle positivo utilizou-se o

composto camptotecina (20 umol-L).

3.8.5 - Sobrevivéncia clonogénica

As células da linhagem MDA-MB-231 foram semeadas em uma
placa de 6 pogos na densidade de 300 células/ pogo e incubada a 37 °C e 5% de
CO; por 24 h para adesdo celular. Em seguida, as cé¢lulas foram tratadas com
diferentes concentragdes (Y4xICsy, ¥2xICsg, ICso € 2XICsp) dos complexos 1, 1a,
1b e 4b pelo periodo de 48 h. Entdo o meio foi substituido por um meio fresco
sem complexo e as c€lulas foram novamente incubadas por 10 dias. Em seguida,
as celulas foram lavadas com PBS, fixadas com metanol e acido acético (3: 1)
por 5 min e coradas com o kit de coloragao diferencial rapida em hematologia
Instant Prov (Newprov). A sobrevivéncia relativa foi calculada usando o
software ImageJ, usando o plugin “ColonyArea” que mede a area e intensidade
de cada colonia na imagem selecionada. O experimento foi realizado em

triplicata e as células incubadas com 0,5% de DMSO foram o controle negativo.

3.8.6 - Ensaio de Ciclo celular

As células MDA-MB-231 na densidade de 0,6x10° células/ pogo
foram semeadas em placas de 12 pogos. Apos 24 h de incubagdo a 37 °C em
atmosfera de CO,, as células foram tratadas com diferentes concentracdes dos
complexos 1 ¢ 1a por 24 h. As concentragdes dos complexos (Y/axICsg, Y2XICso,
ICso, 2XICso e 4XICsp) utilizadas neste ensaio foram relativas a concentragdo do
ICsp obtido em 24 h. Em seguida, as cé¢lulas foram coletadas, lavadas com PBS
gelado e fixadas por 24 h a -20 ° C em etanol a 70%. Apds a fixagdo, as células

foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min a 4 ° C, ressuspensas em 150 pL de
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tampao PBS contendo RNase A (Sigma-Aldrich) 0,2 mg.mL"! e com solugio de
fluorocromo hipotonico Iodeto de Propidio (PI, Sigma-Aldrich) 5 ug-mL"! e
incubadas por 30 min para analise usando um citometro de fluxo Accuri C6 (BD
Biosciences), registrando 10000 eventos. A distribuicao da fase do ciclo celular
foi analisada usando o software FlowJo. O experimento foi realizado em

triplicata. As células tratadas com 0,5% de DMSO foram o controle negativo.

3.8.7 - Ensaio de apoptose

O ensaio de apoptose induzida pelos complexos nas células
MDA-MB-231 foi realizado por citometria de fluxo usando um kit de deteccao
de apoptose PE-Anexina-V (BD Biosciences). As células na densidade de
0,6x10° células/ pogo foram semeadas em uma placa de 24 pogos e, apds 24 h
de incubacgdo, foram expostas a concentracdes dos complexos 1 e 1a (Y4xICsy,
¥ax1Csp, 1Csp € 2XICsp) por 24 h. As concentragdes dos complexos 1 ¢ 1a
utilizadas neste ensaio foram relativas ao valor de ICsy obtido em 24 h. Apos o
tratamento, as cé¢lulas foram coletadas, centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min a 4
° C, lavadas com PBS gelado e ressuspensas em 150 uL. de tampao de ligagao.
Posteriormente as células foram expostas aos marcadores PE-Anexina V (2,5
uL) e 7-ADD (7-amino-actionomicina D) (2,5 uL) por 20 min, em temperatura
ambiente no escuro. Em seguida, as células foram novamente centrifugadas a
2000 rpm por 5 min a 4 °C e ressuspensas em 200 pL de tampao de ligagdo para
analise usando um citémetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences), registrando
10000 eventos. A fluorescéncia foi quantificada pelo software Cell Quest (BD
Biosciences). O experimento foi realizado em triplicata. As cé€lulas tratadas com

0,5% de DMSO foram o controle negativo.
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3.8.8 - Ensaio de Migracao (Wound Healing)

As células MDA-MB-231 na densidade de 2x10° células/ pogo
foram semeadas em placas de 12 pogos e incubadas em estufa umidificada a 37
°C e 5% de CO; até a cultura atingir uma confluéncia em torno de 90%. Em
seguida, com o auxilio de uma ponteira, de volume maximo 200 pL, ¢ uma
régua, foi feita uma risca no centro de cada pogo. Cuidadosamente, os pocos
foram lavados com PBS para remocdo de fragmentos celulares e células
desaderidas da area riscada. As células foram entdo tratadas com os complexos
1b e 4b nas concentracdes de YaxICso e 2xICso. ApOs tratamento, imagens da
risca de cada poco, foram capturadas em dois campos diferentes, antes do
tratamento (0 h), 24 e 48 h apos o tratamento, utilizando um microscopio
invertido (Nikon, T5100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000-
1.3 Megapixels Live Resolution). A area de fechamento da risca pela migracao
celular foi medida atraves do software Imagel, e a porcentagem de fechamento

da risca foi calculada utilizando a equagdo abaixo:

% Fechamento da risca= [(A«on - At=an)/ (At=0n)]*100

Em que, A=on ¢ medida da éarea riscada no tempo de 0 h e Aan € a
medida da area riscada no tempo de 24 e 48 h. O experimento foi realizado em

triplicata. As células tratadas com 0,5% de DMSO foram o controle negativo.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Sintese e Caracterizacio dos complexos (série 1)

A sintese dos complexos da série 1 (1 - 6) e (1a - 6a) foi realizada
através da reacdo do precursor [Cu(NO3)(PPhs);] com os respectivos ligantes
aciltioureias dissubstituidas (Ln), em metanol, sendo que na sintese dos
complexos de 1-6, adicionou-se trietilamina (Et;N), uma base fraca que
possibilitou a desprotonacdo dos ligantes aciltioureias. Assim, a coordenagao
das aciltioureias ao centro metalico ocorreu segundo rota de sintese mostrada na
Figura 4.1: na primeira, apos a desprotonacdo, os ligantes se coordenaram ao
cobre de forma anidnica via atomos de S e O, o que promoveu a formacao de
complexos neutros (1-6), na segunda, as aciltioureias se coordenaram de forma
neutra também via atomos de S e O, o que possibilitou a formacao de complexos
cationicos (+1) (la- 6a). A sintese e caracterizagdo do complexo 2 ja foi
reportada na literatura, porém a rota sintética utilizada pelos autores ¢ mais
dispendiosa do que a apresentada neste trabalho. Além disso o autor nao
publicou a estrutura de raios X e nao aplicou em estudos bioldgicos como a
citotoxicidade frente a células neoplasicas,'?® o que torna a sintese do complexo

2, importante a nivel de comparagdo com os outros compostos.
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FIGURA 4.1: Rota de sintese para a obtengdo dos complexos da serie 1.

O primeiro modo de coordenacdo observado para os complexos € o
mais frequente, de forma que existem muitos estudos sobre compostos de
coordenacdo em que as aciltioureias se coordenam de forma bidentada e

monobasica.!?7:128:129.14 (5

segundo modo de coordenacdo ¢ pouco usual, sendo
que o unico trabalho encontrado para aciltioureias dissubstituidas nas bases de
dados Cambridge Crystallographic Data Centre ¢ SciFinder data de 1996'° ¢
para aciltioureias monossubstituidas, do ano de 2020."3! Essa limitada literatura
torna os compostos la—6a relatos importantes para a constru¢do do

conhecimento acerca do modo de coordenagdo bidentado (S, O) e neutro das
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aciltioureias. Na Figura 4.2 s3o ilustrados os varios modos de coordenacdo das

aciltioureias ja reportados.'3%133
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FIGURA 4.2: Diferentes modos de coordenacao dos ligantes aciltioureias: (1)
bidentada (O,S) e neutro,’**!3! (2) bidentada (O,S) e monobasica,** (3)
bidentada (O,S) ligado a M e (N) ligado a M e neutro,'*? (4) monodentado (S) e
neutro,** (5) bidentado (O,N) e neutro'*® e (6) bidentado (N,S) e neutro.!*3

Os modos de coordenacao das aciltioureias descritos anteriormente
para os complexos sintetizados neste trabalho foram determinados pela técnica
de difrac¢do de raios X. Foram obtidas 7 estruturas cristalinas dos 12 complexos
sintetizados para a série 1, em que a aciltioureia ocupa dois dos sitios de
coordenacao do Cu (I) enquanto os ligantes trifenilfosfina ocupam os outros dois
sitios (Figura 4.3). Constatou-se ainda que os complexos apresentam geometria
tetraédrica distorcida, como mostrado pelos pardmetros geométricos dos angulos
de ligacdo, em que os valores angulares sdo diferentes das estruturas tetraédricas

regulares (109,5°) (observar Figura 4.3 e na se¢do de Apéndice as Tabelas Al e
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A2). Os dados cristalograficos encontram-se na secdo de Apéndice nas Tabelas

A3 e A4.

FIGURA 4.3: Estruturas cristalinas dos complexos 1, 1a, 2, 4a, 5a, 6 ¢ 6a ¢
angulos de ligagao para o complexo 1 ¢ 1a.

A abertura dos angulos P1-Cu-P2 (117,48(7)-127,90(4)°) em
comparagdo com o tetraedro regular ¢ acompanhado pelo fechamento dos
angulos de mordida das aciltioureias O1-Cu—S1 (89,77(7)-97,34(19)°). Um
padrao semelhante foi observado em outros complexos de Cu(l) j& reportados
contendo trifenilfosfina e aciltioureias coordenadas de forma bidentada, via

atomos de O e S.!?6 Um dos fatores que influenciam esses desvios dos angulos
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de ligacdo sdo os efeitos estéricos impostos pelos dois ligantes trifenilfosfina
que sdo volumosos, como relata KHAN et al.,'” em complexos do tipo
[Cu(TPP),(ATU)X] (X= Br e I, ATU= acetiltioureia, TPP= trifenilfosfina) e
GUNASEKARAN et al.,'*® em complexos de formula geral [CuCI(HL)(PPhs3);]
(HL= N,N-di(alquil/aril)-N’-aciltioureia e PPhs;= trifenilfosfina) cujos angulos
P1-Cu-P2 estdo na faixa de 122-127°.

Os comprimentos de ligagdo selecionados para complexos 1, 1a, 6 ¢
6a, estdo apresentados na Tabela 4.1 (para os demais complexos na se¢ao de
Apéndice, na Tabela AS5). A faixa das distincias de ligacdo referentes as
ligagdes Cu—P, Cu-S e Cu—O ¢ comparavel a valores j& reportados para outros
complexos de Cu(I).!2613%140 Por exemplo, KHALAII et al.,'* reportou em
complexos de Cu(l) com trifenilfosfina e tiossemicarbazonas comprimentos de
ligacdo Cu—P na faixa de 2,25-2,27 A e XU et al.,'*' em compostos do tipo
[Cu(PPh;3):(pptz)|BF4 (pptz= 5-fenil-1,2,3-tritriazolpiridina), na faixa de 2,25—
2,26 A, mostrando que esses comprimentos da ligagdo Cu—P sdo tipicos para
compostos trifenilfosfinicos de Cu(I). Com relagdo as ligacdes Cu-S e Cu-O,
KUCHAR et al.,'*¢ observou em complexos estruturalmente semelhantes aos
sintetizados neste trabalho, comprimentos na mesma faixa (2,02-2,39 A).

Também se observou para os complexos de 1-6, que apods a
coordenag¢do o comprimento das ligacdes S—C do grupo tiocarbonila (S(1)-C(2))
e O—C do grupo carbonila (O(1)-C(1)) aumentaram em relacdo aos ligantes
livres. 15142714 J3 - 05 comprimentos referentes as ligacdes N(1)-C(1) e
N(1)-C(2) diminuiram. Esses valores do fragmento (SCNCO) equivalem a
valores intermediarios entre as ligagdes duplas e simples apresentadas pelos
ligantes, e essa alteragdo ocorre em decorréncia da deslocalizacdo dos elétrons ©
no anel de seis membros formado apds a coordenacdo dos ligantes ao cobre,
como mostra a literatura para os mais diversos complexos metalicos formados a
partir dessa classe de ligantes.'*>!'*1%® Para os compostos 1a-6a o carater de

dupla ligacao dos grupos S=C e O=C ¢ mantidos mesmo apos a coordenag¢ao, do
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mesmo modo os comprimentos das ligagdes N—C sofrem pequenas variagoes,
assim como esperado, uma vez que ndo ocorre a desprotonacao das aciltioureias
ndo havendo portanto, a deslocalizagio eletronica.!**!3! Outra observagdo com
relacdo aos comprimentos de ligagdo ¢ que em todos os complexos as distancias
de ligacio Cu—O sdo menores que as distAncias Cu—-S (em média 0,22 A). Isto
ocorre devido ao maior tamanho do raio do enxofre, como relatado por ALI et

al.,'* em complexos de Ni, Cu, Co e Zn com aciltioureias dissubstituidas.

TABELA 4.1: Comprimentos de ligacdo (A) selecionados das estruturas
cristalinas dos complexos 1, 1a, 6 e 6a e seus respectivos ligantes aciltioureias.

Comprimento Ligantes Complexos
de ligacdio (A) L1 L6 1 1a 6 6a
Cul-P1 - - 2,247(6)  2,261(8)  2,267(2) 2,265(1)
Cul-P2 - - 2,268(6)  2,236(8)  2,239(2) 2,247(9)
Cul-0O1 - - 2,052(2)  2,124(2)  2,066(6) 2,132(2)
Cul-S1 - - 2,308(7)  2,311(9)  2,325(2) 2,315(1)
C2-S1 1,676(2) 1,688(2) 1,727(2)  1,684(3)  1,714(8) 1,691(3)
C2-N1 1,396(2) 1,404(2) 1,336(3) 1,401(4)  1,353(1) 1,404(4)
C1-01 1,213(2) 1,221(2) 1,261(3)  1,217(3)  1,268(1) 1,228(4)
C1-N1 1,390(2) 1,387(2) 1,317(3)  1,363(4)  1,306(1) 1,363(4)

As aciltioureias podem assumir diferentes conformacdes,
dependendo do modo como esses ligantes se coordenam aos metais, sendo a
mais comum para as monossubistituidas, a conformacdo em S e para as
dissubstituidas a conformagdo em U."* As letras indicam a posi¢do das ligacdes

C=S e C=0 em relagdo a liga¢do central N-H,'*” como ilustrado na Figura 4.4.
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FIGURA 4.4: Conformagdes mais comuns observadas para as aciltioureias
dissubstituidas (U) e monossubstituidas (S).

Os ligantes aciltioureias dissubstituidas assumiram a conformagdo
U em todos os complexos como mostrado pelas estruturas cristalinas. No caso
dos compostos 1-6 essa conformacao ¢ fundamental para a formagao do anel de
seis membros e para a deslocalizacdo eletronica, aspectos importantes para a
estabilizagdo desse modo de coordenacdo.!’ J4 para os compostos 1a-6a o modo
de coordenagdo, bidentado (S,0) e neutro do ligante aciltioureia ¢ estabilizado
pela ligacdo de hidrogénio que ocorre entre o contraion nitrato e a ligagdo
central N-H. Na Figura 4.5 essa interagdo ¢ demonstrada para o complexo 1a
como exemplo representativo de todos os complexos carregados. Esse tipo de
interacdo ¢ observado em varios complexos metalicos em que as aciltioureias se
coordenam de forma neutra, indicando o importante papel que essas interagoes
desempenham na construcdo desse tipo de estrutura.!>>!*® GUNASEKARAN et
al.,'* relata por exemplo, que o composto do tipo [CuCI(HL1),(PPh3)] em que,
HL 1= N,N-difenil-N’-benzoiltiourecia ¢ PPh; = trifenilfosfina ¢ estabilizado por
ligacdes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares. COLINA-VEGAS

et al.,’”® menciona que o modo de coordena¢io monodentado (S) e neutro das
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aciltioureias ao centro metalico podem estar relacionados a estabilidade das

ligagdes de hidrogénios.

FIGURA 4.5: Ligacao de Hidrogénio observada entre o contraion nitrato e a
ligacao central N—H para o complexo 1a.

Os espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho também foram
importantes para a discussdo sobre a coordenacdo das aciltioureias ao Cu(l),
uma vez que esses ligantes apresentam os modos vibracionais caracteristicos
referentes as ligacoes N-H e C=O0O, cujas alteragdes sdo indicativos de
coordenagdo das aciltioureias.”*'> Assim sendo, a Tabela 4.2 apresenta os
principais modos vibracionais das aciltioureias livres dentre os quais se destaca
o estiramento referente a ligagdo N-H, banda de forte intensidade, na regido
entre 3264-3120 cm’!, que nos espectros dos complexos 1-6 ndo é observado
(Figura 4.6 e Figuras A1-AS5) indicando a natureza anidnica dos ligantes quando

estes se coordenam ao centro metalico.!>!1>2
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TABELA 4.2: Atribui¢do tentativa dos principais modos vibracionais das
aciltioureias livres.

Aciltioureia
v(N-H) cm! v(C-H) cm! v(C=0) ecm! v(C=S) cm™!
L1 3192 3026; 3003; 2928 1693 1202
L2 3264 3063; 3024; 2970, 2932; 2870 1651 1288
L3 3155 3058; 3032; 2962; 2932; 2874 1674 1219
L4 3177 3059; 3036; 2961; 2935; 2872; 2864 1690 1230
L5 3180 3115;3061; 3016; 2924 1682 1236
L6 3120 2930; 2862 1697 1236

Nos espectros dos complexos la—6a, apesar das aciltioureias se
coordenarem como ligantes neutros ndo se observou a banda de estiramento da
ligagdo N-H na regido esperada (3200 — 3100 cm™). Provavelmente o modo
vibracional da ligacdo N-H foi deslocado para regides de menores frequéncias e
aparecem sobrepostos a regido dos estiramentos das ligagdes C-H (Figura 4.6 ¢
Figuras A1-AS5). Esse deslocamento ¢ causado pela ligagdo de hidrogénio
(N-H---ONOy) (confirmada pela difracdo de raios X) que alonga a ligacdo N-H,
resultando na diminui¢do da frequéncia de absor¢do.'”*> PANDEY et al.,!>* em
complexos de Cu(I) com aciltioureias monossubstituidas ([Cu(aciltioureia),Cl]),
também sugere desvio para o vermelho do modo vibracional referente a ligagdo
N-H, devido ao envolvimento dessa ligagdo em ligagdes de hidrogénio

intramoleculares do tipo (O=C-N-H---Cl).
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FIGURA 4.6: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho e atribuigao
tentativa dos principais modos vibracionais do ligante .1 ¢ dos complexos 1 e
1a na regido de 3400-2700 cm™.

Além do estiramento v(N-H) que nos fornece informagdes acerca
do modo anidnico ou neutro das aciltioureias na coordenacao, o estiramento do
grupo carbonila v(C=0), modo vibracional de forte absor¢cdo, ¢ bastante
elucidativo por ser muito sensivel ao ambiente quimico, podendo em alguns
casos ter a frequéncia diminuida em até 185 cm’!, apds a coordenagdo.'* Para os
complexos 1-6, o deslocamento da banda referente a esse grupo foi na faixa de
150-183 cm' para regides de menores frequéncias (Figura 4.7 e Figuras
A6-A10), o que corrobora com o enfraquecimento da ligacdo devido a
deslocalizagdo eletronica apos desprotonagdo do ligante e posterior coordenacao
ao metal.®> Os deslocamentos referentes ao modo vibracional v(C=0) para os
complexos de 1a-6a compreenderam valores de 8-66 cm™! (Figura 4.7 e Figuras

A6-A10), como esperado, uma vez que nao ocorre a deslocalizagdo eletronica e,
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portanto, ndo se observa um deslocamento significativo desse estiramento. Esse
mesmo comportamento € observado nos complexos em que as aciltioureias se

coordenam como um ligante neutro e monodentado.!?!3¥

Os deslocamentos para
o modo vibracional referente a ligagdo C=0 sao apresentados na Tabela 4.3, em
que ¢ feita a atribuigdo tentativa dos estiramentos dos ligantes livres e

coordenados.

TABELA 4.3: Atribui¢do tentativa das frequéncias vibracionais (cm™) do
estiramento v(C=0) para os ligantes aciltioureias livres e coordenados e os
respectivos deslocamentos (A) apos coordenagao.

Ligantes livres (Ligantes Coordenados)
v(C=0)ecm?! A (cml) v(C=0)ecm?! A (cm™)
1 1693(1510) 183 la 1693(1651) 42
2 1651(1516) 135 2a 1651(1636) 15
3 1674(1524) 150 3a 1674(1684) 10
4 1690(1508) 182 4a 1690(1624) 66
5 1682(1502) 180 Sa 1682(1674) 8
6 1697(1520) 177 6a 1697(1637) 60

Os ligantes e complexos apresentam ainda as bandas referentes ao
v(C-H) em torno de 2950 cm™.13:153 Na regido entre 1600-1450 cm™ ocorre as
bandas de estiramento das ligacdes C=C, e no caso dos ligantes, essas bandas

encontram-se sobrepostas a banda de deformacdo angular da ligagio N-H,!5%15

entre 900-690 cm™' observa-se as bandas referente a deformagio angular fora do
plano da ligacdo =C-H."* A banda v(C=S) dos ligantes (1202—-1288 cm™') foi
deslocada para regides de menores energias apds a complexacdo ao cobre
devido ao enfraquecimento da ligagdo, como esperado principalmente para os
complexos 1-6.°* Nos complexos 1a—6a observou-se também os estiramentos

em torno de 1380 cm™ referente ao contraion NO5".!>® Em todos os complexos,
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na regido entre 540-430 cm™' sdo observados os modos vibracionais referentes
as ligagdes P-Caromaico tipicos do ligante trifenilfosfina,'>!'*” bem como as
ligagdes Cu-P'%15%160 Todos esses modos vibracionais podem ser visualizados
na Figura 4.7 para os complexos 1 e 1a e na se¢ao de apéndice nas Figuras A6—

A10, encontram-se os espectros para os demais complexos.

———————

~0); ‘—|—'
(C=C); v(NOy)

1 3(=C-H)

v(C=S)

— (P-C,,)
| :(Cuj’)

v(C=0)

W(C=C); 6(N-H) 3(=C-H)

I
800

I I | I I I
1800 1600 1400 1200 1000 600 400

Numero de onda (cm'l)

FIGURA 4.7: Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho e atribuicao
tentativa dos principais modos vibracionais do ligante L1 e dos complexos 1 e
1a na regido de 1800-300 cm’'.

Os complexos foram analisados por espectroscopia de RMN
empregando técnicas 1D e 2D em diferentes nticleos como fosforo(*'P), carbono
(3C) e hidrogénio ('H). Para os complexos de 1-6 os espectros foram
registrados em CDCIl; enquanto que para os complexos de 1a—6a o solvente

deuterado utilizado foi a acetonitrila-d;. Assim sendo, os complexos de 1-6 ¢ de
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la—6a exibiram no espectro de RMN de *'P{'H} somente um sinal, em torno de
-3,7 e -1,0 ppm respectivamente, indicando a equivaléncia dos atomos de
fosforo, do ligante trifenilfosfina, por estarem ligados ao centro metalico em um
arranjo tetraédrico,'**!®! confirmado pela difra¢do de raios X. O sinal
apresentado pelos complexos ¢ de aspecto alargado, como mostrado na Figura
4.8, e comumente observado em complexos de Cu(I).!®? Essa caracteristica é
atribuida a alguns fatores como por exemplo, distor¢ao da geometria tetraédrica
e interagdo quadrupolar com os 2 isotopos de cobre (**Cu e *Cu, ambos com
[=3/,).162:163 Qutra observagdo importante ¢ que o sinal referente aos atomos de
fosforo ndo apresentou deslocamento pronunciado apds a coordenagdao. No
entanto foi observada uma tendéncia, em que o sinal de 3'P{'H} deslocou-se
para regioes mais desblindada do espectro corroborando com a coordenagdo,
uma vez que esse deslocamento indica que o atomo de fosforo se encontra
menos protegido devido a doa¢do em o. O sinal de RMN de *'P{'H} para a

trifenilfosfina livre € apresentado na Figura 4.8 em diferentes solventes.
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FIGURA 4.8: Espectros de RMN de *'P{'H} para os complexos A) 1-6 em
CDCls, B) 1a—6a em CD;CN, C) PPh3 em CDCl; e D) PPhs em CD;CN.

Os resultados de RMN de 'H foram consistentes com as estruturas
propostas. As analises das integrais revelaram que em todos os complexos os
ligantes trifenilfosfina e aciltioureia estdo presentes na proporcao de 2:1
respectivamente, como ilustrado nos espectros de RMN de 'H dos complexos 1
(Figura 4.9) e 1a (Figura 4.10). Para o complexo 1 observa-se ainda a auséncia
do sinal referente ao hidrogénio do grupo NH da aciltioureia, evidenciando a

14164 30 se coordenar ao cobre, corroborando com os

natureza anionica do ligante
resultados observados na espectroscopia vibracional na regido do infravermelho.
Para o complexo 1a esse sinal € observado com deslocamento quimico em 9,09

ppm indicando que a aciltioureia se coordenou de forma protonada.
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FIGURA 4.9: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 1, em CDCls,
mostrando a atribuicao dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA 4.10: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 1a, em CD;CN,
mostrando a atribuicao dos sinais referentes ao complexo.

51



Celisnolia Morais Leite Resultados e discussdo

Nos espectros de RMN de 'H todos os sinais dos hidrogénios dos
ligantes coordenados ao cobre foram atribuidos. Nos complexos de 1-6 dois
conjuntos distintos de sinais sdo observados, o primeiro na regido dos
hidrogénios alifaticos correspondendo aos grupos CH, e CHs; do ligante
aciltioureia (6 0,82-3,73 ppm) e o segundo na regido de 6 6,25-7,92 ppm,
referente aos hidrogénios aromaticos dos ligantes trifenilfosfina e aciltioureia
(Figura 4.9 e Figuras A11-A15). Nos complexos de 1a—6a, além dos sinais que
correspondem aos hidrogénios alifaticos dos grupos CH, e CH; do ligante
aciltioureia (0 0,84-3,90 ppm) e dos sinais referentes aos hidrogénios aromaticos
dos ligantes trifenilfosfina e aciltioureia (& 6,61-7,68 ppm), também ¢
observado um outro sinal (6 8,99-9,21 ppm) que corresponde ao hidrogénio do
grupo NH do ligante aciltioureia (Figura 4.10 e Figuras A16—-A20).

A atribuicdo dos hidrogénios foi realizada baseada na analise dos
dados das técnicas bidimensionais COSY ('H-'H), HSQC ('H-3C) e HMBC
("H-C) e dos parametros como constante de acoplamento e integragdo dos
sinais. A técnica de COSY ('H-'H) por exemplo, foi muito elucidativa,
principalmente para regides de sobreposicdo dos sinais dos hidrogénios
aromaticos para os complexos de 1-6. A Figura 4.11 (A) ilustra uma ampliacao
da regido aromatica do mapa de correlagio COSY ('H-'H) para o complexo 1,
observando-se os acoplamentos entre os hidrogénios vizinhos da trifenilfosfina e
dos hidrogénios vizinhos da aciltioureia. Nos complexos la-6a temos uma
melhor separacdo dos sinais dos hidrogénios aromaticos e assim os padroes de
acoplamento sao melhor visualizados para os diferentes ligantes, conforme
indicado na Figura 4.11 (B) para o complexo 1a. Os mapas de correlagdo COSY

("H-"H) para todos os outros complexos estdo apresentados na se¢do de apéndice

nas Figuras A21-A28.
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FIGURA 4.11: Mapa de correlagio COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo
1, regido aromatica, em CDCIl; e B) complexo 1a, regido aromatica, em CD3;CN.
Em destaque os padrdes de acoplamentos exibidos pelos complexos.

Os espectros de RMN de *C{'H} apresentaram sinais que também
corroboraram com as estruturas propostas, sendo mais informativos os que
correspondem aos carbonos dos grupos C=S e¢ C=0 do ligante aciltioureia. A
atribuicao desses carbonos foi realizada mediante analise do mapa de correlacao
HMBC ('H-'*C), que corresponde aos acoplamentos entre hidrogénios e
carbonos a longas distancias, visualizado na Figura 4.12 (A) para o complexo 1
e na Figura 4.12 (B) para o complexo 1a. Portanto, através do acoplamento entre
o sinal do carbono na regido mais desblindada do mapa de correlagio HMBC
("H-C) com o sinal dos hidrogénios referentes ao grupo R; da aciltioureia,

pode-se confirmar que esse carbono pertence ao grupo C=S. Esse deslocamento
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quimico pode ser justificado pelo fato do carbono do grupo C=S encontrar-se
ligado a dois &tomos de nitrogénio, que por serem mais eletronegativos,
desblindam o atomo de carbono com relagdo ao campo magnético aplicado.'>® O
carbono do grupo carbonila, cujo deslocamento quimico ¢ confirmado pelo
acoplamento com os hidrogénios na posi¢do orto do anel aromatico (Figuras
4.12 (A) e 412 (B)), mesmo ligado ao nitrogénio e ao oxigénio (ainda mais
eletronegativo), provavelmente tem seu deslocamento quimico influenciado pelo
campo anisotropico gerado pelo sistema de 6 elétrons m do grupo benzoil da
aciltioureia.'>® Na se¢do de apéndice sdo apresentados os mapas de correlagdo
HMBC ('H-13C) para todos os outros complexos nas Figuras A29-A33. Vale
ressaltar que no caso dos compostos 5 € 5a o carbono do grupo carbonila acopla
com o H, do grupo tiofenocarbonil, enquanto nos complexos 6 e¢ 6a o

acoplamento do C=0O com o H, do grupo furoil nao foi observado.
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FIGURA 4.12: Mapa de correlagio HMBC ('H-'3C) obtido para A) o complexo
1, em CDCl; e B) complexo 1a, em CD;CN. Em destaque os acoplamentos
escalares exibidos pelos complexos relativos aos carbonos C=0 e C=S.
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Nas Figuras 4.13 e 4.14 estdo ilustrados os espectros de RMN de
BC{'H} dos complexos 1 e 1a, nos quais observou-se alguns sinais como
dupletos. Esta multiplicidade ocorre em decorréncia dos acoplamentos dos

137 Adicionalmente ao

atomos de P com os 4tomos de carbono da trifenilfosfina.
mapa de correlagio HSQC ('H-'*C) (Figuras A34-A39), esses acoplamentos PC
sao importantes para a atribuicdo correta dos carbonos da trifenilfosfina, uma
vez que as constantes de acoplamento decrescem no seguinte sentido
JIpCquatemaric™ JpCorto > IpCmeta > Jpcpara- DeSse modo, foi constatado nos complexos
1-6 'Jpc (Cquartenirio) €m torno de 22 Hz e deslocamento quimico na faixa de
134,3-134,7 ppm, %Jpc (Coro) em torno de 15 Hz e deslocamento quimico na
faixa de 134,0-134,1 ppm, *Jpc (Cyrers) €em torno de 8 Hz e deslocamento quimico
na faixa de 128,4-128,5 ppm, ndo sendo observado acoplamento PC,.. € o
deslocamento quimico para os carbonos na posi¢do para aparecem em 129,3
ppm. Nos complexos de 1a—6a 'Jpc (Cquartenario) €m torno de 28 Hz e
deslocamento quimico na faixa de 133,4-133,5 ppm, %/pc (Cor1o) €m torno de 14
Hz e deslocamento quimico na faixa de 134,1 -134,3 ppm, *Jpc (Ciers) €m torno
de 9 Hz e deslocamento quimico na faixa de 129,7-129,8 ppm, também nao se
observando acoplamento PC,., € 0 deslocamento quimico para os carbonos na
posi¢do para aparecem em 131,1 ppm. Os espectros de *C{'H} para os
complexos de 2-6 e de 2a-6a sdao apresentados na secao de apéndice nas Figuras

de A40-A49.
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FIGURA 4.13: Espectro de RMN de C{'H} obtido para o complexo 1, em
CDCls, mostrando a atribuigdo dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA 4.14: Espectro de RMN de *C{'H} obtido para o complexo 1a, em
CD;CN, mostrando a atribui¢do dos sinais referentes ao complexo.
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Apbés a coordenacdo das aciltioureias ao cobre, diferentes
tendéncias foram percebidas para os dois modos de coordenacdo com relagdo
aos deslocamentos dos carbonos dos grupos C=S e C=0, quando comparados

aos ligantes livres, como mostrado na Tabela 4.4 para todos os complexos.

TABELA 4.4: Deslocamento quimico para os sinais referentes aos carbonos dos
grupos C=S e C=0 dos ligantes aciltioureias e dos respectivos complexos, em
CDCl; para os complexos de 1-6 ¢ em CD3;CN para os complexos de 1a-6a.

Ligante Complexo A (ppm)
C=S C=0 C=S C=0 C=S C=0
L1 180,2 163,6 1 179,5 169,4 0,7 5,8
L2 179,4 163,9 2 177,8 169,5 1,6 5,6
L3 180,1 163,7 3 178,3 169.,4 1,8 5,7
L4 179,8 163,7 4 178,1 169.,4 1,7 5,7
L5 179,7 157,9 5 179,0 165,4 0,7 7,5
L6 179,1 153.,5 6 179,8 161,5 0,7 8,0
Ligante Complexo A (ppm)
C=S C=0 C=S C=0 C=S C=0

L1 181,4 165,2 1a  181,1 165,1 0,3 0,1
L2 181,0 165,7 2a  180,5 165,7 0,5 0,5
L3 181,5 165,2 3a  181,1 165,4 0,4 0,2
L4 181,2 165,2 4a  180,8 165,4 0,4 0,2
LS 180,6 159,3 S5a  180,6 159,5 0,0 0,2
L6 - - 6a 179,7 155,1 - -

Nos complexos em que as aciltioureias se coordenaram de forma
bidentada e anionica (complexos de 1-6) notou-se que o sinal referente ao
carbono do C=S deslocou-se para regides mais blindadas do espectro, enquanto
que o carbono da carbonila deslocou-se para regides mais desblindadas (Figura
4.15). Ao contrario do esperado, devido a deslocalizacao eletronica que ocorre

apds a coordenagdo nesse tipo de composto, o deslocamento do C=S foi pouco
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acentuado (de aproximadamente 1,3 ppm), enquanto o deslocamento do C=0 foi

em torno de 6,0 ppm.
Bidentada , O
(aciltioureia monobasica)

— Complexo 1
L1

f1 (ppm)

FIGURA 4.15: Espectros de RMN de "“C{'H} do complexo 1 e de seu
respectivo ligante livre L1 em CDCls.

CUNHA et al.,"”* publicaram um importante trabalho discutindo a
importancia desses deslocamentos para a predicio do modo de coordenacao das
aciltioureias ao metal. Segundo os autores, para o modo de coordenacdo
bidentado O, S e monobasica da aciltioureia, os deslocamentos para ambos os
carbonos foram proeminentes. Fazendo uma anélise apresentada na Tabela 4.5,
de varios complexos ja descritos na literatura e sintetizados em nosso grupo de
pesquisa, a maioria dos complexos apresenta esse mesmo comportamento. No
entanto, os complexos de 1-6, apesar de seguirem a mesma tendéncia,

apresentam deslocamento do carbono (C=S) pouco pronunciado.
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TABELA 4.5: Dados de deslocamento quimico de RMN de *C{'H} para os
carbonos C=S e C=0 de complexos, contendo aciltioureias dissubstituidas, ja
reportados na literatura.

Geometria Metal Ligante Complexo A (ppm) Ref.
C=S C=0 C=S C=0 C=S C=0

Octaédrica Ru?* AT1 179,7 157,9 Cl 173,2 169,2 6,6 11,3 165
Octaédrica Ru?* AT2 179,8 163,7 C2 174,1 170,3 5,7 6,6 165
Octaédrica Ru?* AT3  180,2 163,6 C3 174,1 170,3 6,1 6,7 165
Q planar Pd** AT4 179,4 163,9 C5 170,3 169,9 9,1 6,0 127
Q Planar Pd** AT4 179,4 163,9 C7 170,0 169,6 9,4 5,7 151
Q Planar Pd** AT2  179,8 163,7 C8 170,6 168,5 9,2 4,8 151
Q Planar Pd** ATI1 179,7 157,9 Cc9 166,7 164,1 13,0 6,2 151
Q Planar Pd** ATI1 179,7 1579 CI10 166,7 164,1 13,0 6,2 o4
Q Planar Pt** AT4 179,4 1639 Cl12 168,2 166,2 11,2 43 153
Q Planar Pt** ATI1 179,7 1579 CI13 166,7 164,1 11,5 6,2 153
Octaédrica Ru?* AT3 180,2 163,6 Cl4 174,6 170,2 5,6 6,6 14
Octaédrica Ru?* ATI1 179,7 1579 CI15 174,1 166,2 5,4 5,0 14
Octaédrica Ru?* ATS 179,1 153,5 Cl16 174,3 162,5 4.8 9,0 14
Octaédrica Ru?* ATI1 179,7 1579 C17 173,8 166,3 5,9 8,4 14
Octaédrica Ru?* ATS 179,1 153,5 CI8 174,1 162,8 5,0 9,3 14
Pseudo-octaédrica Ru?* AT1 181,0F 159,04 C19 1735" 168,0% 7,5 9 13
Pseudo-octaédrica Ru?* AT3 181,6" 164,5% C20 174,9* 172,4% 6,7 7,9 13
Pseudo-octaédrica Ru?* AT5 180,5% 154,9* C21 1740 164,1% 6,5 9,2 13

ATI1: N’N’-dimetil-N-2-tiofenocarboniltioureia; AT2: N’N’-dibutil-N-benzoiltioureia; AT3: N’N’-dimetil-
N-benzoiltioureia; AT4: N°’N’-dietil-N-benzoiltioureia € AT5: N’N’-dimetil-N-furoiltioureia.

Buscando uma explicagdo para os desvios dos deslocamentos dos
carbonos C=0 e C=S, um estudo de DFT foi realizado para os complexos de 1-6
¢ constatou-se 0 mesmo comportamento observado experimentalmente. Quando
os calculos foram realizados com a fun¢gdo CAM-B3LYP os dados foram mais
consistentes com o experimental, com um erro de 4-5% (Tabela 4.6), se
compararmos com os resultados obtidos com a fungdo B3LYP que mostraram
erros entre 8-10% (Tabela 4.6). Desse modo, efeitos relativisticos contemplados
no método utilizando a fungdo CAM-B3LYP podem justificar o comportamento

para os deslocamentos dos carbonos C=S e C=0, apos a insercao do centro de
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Cu(I), uma vez que na espectroscopia de RMN, os atomos pesados influenciam
fortemente as constantes de prote¢do de RMN dos atomos vizinhos leves. Essa
contribuicao relativistica para a constante de blindagem de RMN dos atomos
vizinhos leves ¢ tipicamente modulada em termo de acoplamento spin-Orbita que
se relaciona ao carater covalente da ligacdo M-L (metal-ligante), como relatado

por NOVOTNY et al.'¢®

Tabela 4.6: Deslocamento quimico de RMN de 'C{'H} experimental e tedrico para os

carbonos C=S e C=0 dos complexos de 1-6.

RMN de *C{'H} experimental

RMN de BC{'H} tedrico

Ligantes Complexos Ligantes Complexos

C=S C=0 (=S C=0 Bf/zci* BS/:CQ* Bf/zi* C=0 B*/C**
L1 180,1 163,6 1 179,5 169,4 L1 187,6/180,9 166,9/169,0 1 166,3/170,9 153,5/158,2
L2 179,4 163,9 2 177,8 169,5 L2 175,2/181,7 154,3/155,5 2 166,1/170,6 153,7/158,4
L3 180,1 163,7 3 178,3 1694 L3 174,9/181,5 154,2/155,7 3 166,1/170,8 153,4/159,1
L4 179,8 163,7 4 178,1 169,4 L4 175,0/181,6 154,0/1553 4 167,0/171,8 154,0/159,8
L5 179,7 1579 5 179 1654 L5 174,1/183,6 144,8/158,2 5 166,9/170,5 149,0/154,9
L6 179,1 153,5 6 179,8 161,5 L6 189,0/180,7 156,4/146,4 6 165,8/171,6 146,6/151,8
*B (dados calculados com o funcional B3LYP/ **C (dados calculados com o funcional

CAM-B3LYP.

Na Figura 4.16 estdo ilustrados os espectros de RMN de *C{'H}do
ligante .1 e do complexo 1a, nos quais podemos observar que os deslocamentos
dos carbonos C=0 e C=S para o complexo 1a quando comparados ao ligante
livre, ndo foram significativos, uma vez que nos complexos de 1a-6a nao ocorre
a deslocaliza¢dao dos elétrons m. Esse mesmo comportamento ¢ observado nos
complexos em que as aciltioureias se coordenam de forma monodentada e

neutra.' 12
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Bidentada ", O

(aciltioureia neutra)

— Complexo 1a ©
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190 185 180 175 170 165 160
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FIGURA 4.16: Espectros de RMN de *C{'H} do complexo 1la e de seu
respectivo ligante livre L1 em CD;CN.

Os dados de condutividade molar (Tabela 4.7) corroboraram com as
propostas estruturais apresentadas acima, indicando que os complexos de 1 — 6
sdo neutros ¢ os complexos 1a — 6a sdo eletrdlitos 1:1, sendo que a faixa que
caracteriza em DMSO, o intervalo para eletrolitos 1:1 é de 20-60 S ¢cm? mol ™.
Com relacdo a composicdo quimica dos complexos, determinada por analise
elementar, que indica os teores de carbono, nitrogénio, hidrogénio e enxofre
presentes na amostra, podemos observar que os dados (Tabela 4.7), estdo

consistentes com as formulagdes sugeridas.
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TABELA 4.7: Dados de andlise elementar e condutividade molar para os
complexos. Valores tedricos da composicdo quimica dos complexos entre

parénteses.

Analise Elementar (Teor.) Cong/lll(t)il;irdade
Complexo (S em? mol™)
% C % H %N % S Branco  Amostra

1 69,51 (69,46) 5,48 (5,20) 3,88 (3,52) 4,02(4,03) 0,023 0,986
2 70,19 (70,01) 5,89 (5,51)  3,82(3,40) 3,98(3,89) 0,024 0,543
3 70,43 (70,53) 6,18 (5,80)  3,39(3,29) 4,23 (3,77) 0,027 0,457
4 70,86 (71,01)  6,25(6,07) 3,16 (3,18) 3,67(3,64) 0,026 0,379
5 65,71 (65,94) 5,29 (491) 3,89 (3,50) 8,02 (8,000 0,026 0,364
6 67,26 (67,29) 5,16 (5,01) 3,61 (3,57) 4,28(4,08) 0025 0,407
la 64,32 (64,36)  5,25(4,93) 4,92(490) 3,93(3,73) 0,023 33,70
2a 64,95 (65,04) 5,62 (5,23) 4,76 (4,74) 3,87(3,62) 0,025 34,40
3a 65,72 (65,67)  5,71(5,51) 4,78 (4,59) 3,59(3,51) 0,023 28,52
4a 66,26 (66,12) 6,03 (5,77) 4,54 (4,46) 3,99 (3,40) 0,026 25,91
Sa 60,96 (61,14) 4,76 (4,66)  4,95(4,86) 8,13(7,42) 0,024 33,90
6a 62,29 (62,15) 4,75(498) 495(494) 436(3,78) 0,026 32,97

Os complexos 1-6 também foram caracterizados por espectrometria
de massas através do método de ionizagdo por eletrospray (ESI) no modo
positivo MS/MS. Nos espectros de massas encontramos os sinais referentes ao
ion molecular dos complexos ([M+H]"), sendo que esses sinais exibiram o
padrao isotopico do Cu(l) (Figura 4.17). Os sinais ([M+H]") resultaram em
razoes massa/carga (m/z)= 795,1820 (1), 823,2088 (2), 879,2758 (4), 801,1335
(5) e 785,1574 (6) ¢ estdo em acordo com os espectros simulados provenientes

das férmulas minimas das espécies cationicas (Figura 4.17). A presenga dos ions

63



Celisnolia Morais Leite Resultados e discussdo

moleculares nos espectros de massa confirmou a composi¢ao proposta para os

complexos.
Complexo 1 [M+H]": CyoH,,CuN,OP,S | Complexo 2 [M+H] : C,qHyCuN,OP,S |
Massa monoisotdpica: 795,1789 | | Massa monoisotopica: 23,2102
Mcédia das massas: 796,3987 : Média das massas: 824,4519
795,1820
797,1807 ! 823,2088
+
824,2045
796,1848 |

| | i |,

795 796 797 798 799 800 822 823 824 825 826 827 828

(m/%) (m/2)

— Experimental Simulado _ Experimental Simulado

Complexo 4 [M+H]": C5,Hs,CuN,OP,S Complexo 5 [M+H]": C4,H,4CuN,OP,S,
Massa monoisotopica: 879,2728 Massa monoisotopica: 801,1353

Média das massas: 880,5584 Média das massas: 802,4261

879-2758  881,2705 ' 803,1340
801,1335
880,2703 i
802,1394
882,2732
800.5 801 801.5 802 802.5 803 803.5

878 879 880 881 882 883 884 | ,
(n/z) | (m/z) |
—— Experimental Simulado : — Experimental Simulado i

Complexo 6 [M+H]*: C4yH,4,CuN,0,P,S
Massa monoisotopica: 785,1582 E
Média das massas: 786,3607 i

785,1574

l H l
784 785 786 787 788 789 |
(m/7) i

—— Experimental Simulado

786,0324

FIGURA 4.17: Perfil isotopico experimental e tedrico para os cations metalicos
dos complexos correspondendo aos ions moleculares ([M+H]").
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O complexo 3 ndo exibiu o sinal referente a razdo m/z esperada para
o complexo nao fragmentado, porém foram identificados os sinais referentes aos
fragmentos [M-PPh;]" (perda de PPh;), cuja razdo m/z= 589,1109 ¢ [M-L3]"
(eliminagdo do ligante aciltioureia) cuja razao m/z aparece sobreposta aos sinais

relativos ao fragmento [M-PPh;]"(Figura 4.18).

x10°
+ESI Scan
Frag.: 0 V 589,1109
R S\ e
1,6 | : I ,K::Z
1.2 /\/N\( ///Cu%" /
’ Neo \Q [M-Ac1lt10ure1a]+
0,8 C;6H3yCuP,
851 2215
0.4 ] 7896836
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
(m/z)
x104
+ESI n
SESean - o) 1474 589,1474
24 Frag:20V
2 —— Experimental
1.6 Simulado (m/z = 589,1603)
12 ‘ I Simulado (m/z = 587,1218)
Sinais sobrepostos
0.8 P N\
0.4 327,0597
1050330 263,0983 | 488,0324
0 . ' d

100 200 300 400 500 600 700 800 900
(m/7)

FIGURA 4.18: Espectros de massas para o complexo 3 e simulacdo dos sinais
referentes aos ions fragmentos ([M-PPh3]") e ((M-L3]").

O fragmento referente a saida do ligante PPh; ([M-PPhs]") é mais
abundante para todos os complexos, mostrando que ¢ mais facil quebrar a

ligacdo cobre-fosforo do que a ligacdo metal-aciltioureia corroborando com o
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fato da aciltioureia ser um ligante bidentado quelato e portanto, mais estavel.
Assim, o pico que representa a perda do ligante de aciltioureia ¢ menos intenso.
No processo de fragmentacdo de complexos Cobre(I)-Fosfina Polipiridil
relatado na literatura, a eliminacdo do ligante PPh; também ocorre mais

7 corroborando com os resultados

facilmente que o ligante bidentado,'¢
apresentados para os complexos 1-6. Os espectros de massas para os complexos
1, 2 e 4-6 sdo apresentados na se¢do de apéndice A50-A54.

Os complexos da série 1, o complexo precursor e os ligantes
aciltioureias também foram investigados quanto as suas propriedades Opticas.
Na maioria das moléculas orgénicas os niveis energéticos se distribuem como no
diagrama apresentado na Figura 4.19 em que os orbitais ocupados de menor
energia sao os ¢ ¢ os orbitais de maior energia sdo aqueles correspondentes aos
orbitais desocupados, ou antiligantes (n* e o*).!"*> Os ligantes aciltioureias
possuem, orbitais c-doadores, m-doadores, m*-aceptores de elétrons e ainda

atomos com pares isolados de elétrons, podendo ocorrer transigdes do tipo

n—n* e n—n*, 19819 destacadas no diagrama na cor vermelha.

A
: %
(o) A
1 4 Niveis
5 desocupados
n F F 3 r 3
* %*
n—ao n—na* 0—0
Energi —
ergia n
n—n*
6—T* - Niveis
ocupados

FIGURA 4.19: Esquema representativo dos niveis de energia e transicoes
eletronicas com destaque para as transi¢des do tipo n—n* e n—n*. Adaptado de
PAVIA et al.!>
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Nos espectros de absor¢ao dos ligantes L.1-L5 sdo observadas trés
bandas, a primeira atribuida as transi¢des do tipo m—mn*, do grupo benzoil ou
tiofeno da aciltioureia, com maximos de absor¢do que variaram de 240-254 nm,
a segunda atribuida as transi¢des também do tipo m—n*, do esqueleto da
aciltioureia com maximos que variaram de 276-282 nm e a terceira banda
referente as transi¢coes n—mn*, de baixa absortividade molar (transi¢ao proibida
por simetria), com maximos que variam de 342-348 nm., como por exemplo,
observado no espectro do ligante L1 na Figura 4.20. O espectro de absor¢do do
ligante L6 (Figura 4.20) apresentou perfil diferente e apenas duas bandas foram
observadas, uma banda intensa de caracteristica alargada, atribuida a transigdes
do tipo n—n*, do grupo furoil e do esqueleto da aciltioureia e a segunda banda
de baixa intensidade, atribuida as transi¢des n—mn*. A identificagdo dessas
bandas foi feita baseada em evidéncias como absortividade molar da banda e
resultados descritos na literatura.”’!’® Os espectros de absor¢do para os demais

ligantes sdo apresentados na se¢ao de apéndice na Figura A55.

25000 25000
—1L1 —L6

*

n—n

20000 - T
15000 4

10000 4

] (0]
5000 - @J‘\N)J\N <
] \ 6] H N

n—a*

£ (mol'l.L.cm'l)

n—m*

O
o
N N,
H ~N
T T T T T T T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.20: Espectro eletronico dos ligantes L1 e L6, em solucdo de
acetonitrila e respectiva atribuicao tentativa das bandas de absorgao.

Os espectros dos ligantes L1-L5 foram deconvoluidos em 4
componentes gaussianas. As componentes de mais alta energia foram todas

atribuidas a transi¢des do tipo m—mn*, como ilustrado na Figura 4.21A para o
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ligante L1 e na Figura 4.21B para o ligante L5. A componente de mais baixa
energia corresponde as transi¢cdes do tipo n—mw*. O espectro do ligante L6
(Figura 4.21C) foi deconvoluido em 6 componentes gaussianas, cinco delas
atribuidas as transicdes m—n* e a componente de mais baixa energia, assim
como nos ligantes de L1-L5 foi atribuida as transi¢des do tipo n—m*. As varias
transigoes do tipo m—n* sdo originadas por excitacdo m—mn* dentro do grupo
benzoil, tiofeno ou furoil e do sistema m do esqueleto da aciltioureia, como
demonstrado por estudos anteriores para aciltioureias semelhantes as aqui
estudadas.”17%!171 Ag vérias componentes deconvoluidas também podem estar
relacionadas aos diferentes estados excitados vibronicos do ligante, uma vez que
uma molécula pode passar simultaneamente por excitagdes eletronica e
vibracional como demonstrado na Figura 4.21D. Os espectros eletronicos
deconvoluidos dos ligantes L2, .3 e L4 sdo apresentados na se¢ao de apéndice

na Figura A56.
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FIGURA 4.21: Deconvolugdo dos espectros dos ligantes A) L1, B) L5e C) L6 ¢
atribuicao tentativa das bandas e D) esquema representativo de transigdes
eletrOnicas sobrepostas as transi¢coes vibracionais. Os espectros eletronicos
experimentais foram registrados em solug¢des dos ligantes, em acetonitrila.

Absorbincia (w.a)
=
Y

O complexo precursor apresenta em seu espectro de absor¢do uma
banda de caracteristica alargada com maximo em 264 nm (37879 cm-!) e ¢ =
26844 mol'.L.cm™ (Figura 4.22). A deconvolu¢do da banda demonstrou ao
invés de uma banda com Amax) €m 264 nm, dois valores de maximos, um com
AMmax) €m 260 nm e outro em 280 nm (Figura 4.22). Ambas as bandas foram
atribuidas as transi¢cdes de transferéncia de carga interna do ligante PPh; ((IL)
n—7*, PPh;). As atribui¢gdes foram feitas por analogia aquelas ja bem descritas

na literatura para complexos de Cu(I) com ligantes PPhs.!>172-174
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FIGURA 4.22: Deconvolugdo do espectro do complexo precursor ¢ atribuicao
tentativa das bandas. O espectro eletronico experimental foi registrado em
solucdo do complexo precursor, em acetonitrila.

Os espectros dos complexos apresentam uma unica banda, também
de caracteristica alargada na regido entre 240-350 nm (41667-28571 cm!), com
méaximo em torno de 260 nm (38462 cm™). Essa banda representa o somatdrio
da sobreposi¢ao das transi¢cdes das componentes formadoras dos complexos, os
ligantes aciltioureias € o complexo precursor ([Cu(NOs)(PPhs),]). Essa
sobreposicdo de bandas ¢ claramente demonstrada pela deconvolu¢ao dos
espectros dos complexos, como ilustra a Figura 4.23 para os complexos 1 ¢ 1a.
A deconvolugdo para os demais complexos é apresentada na se¢do de apéndice
nas Figuras A57-A61. Além das bandas ja discutidas anteriormente, uma banda
do tipo MLCT (Cu —n*iioureia) € sugerida para os complexos de Cu(I)-

trifenilfosfina apds coordenagdo da aciltioureia.'*>!”> Estudos tedricos mostram
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que o ligante trifenilfosfina desempenha um papel importante (positivo) na
estabilizagdo do centro de Cu(I), porém nao esta envolvido nas transi¢oes de
natureza MLCT.'7® Para o complexo 1, a componente gaussiana com maximo
em 298 nm, devido a sua caracteristica alargada e regido de energia (Figura
4.23A) foi atribuida a transi¢cdo do tipo MLCT. Para o complexo 1a a banda
MLCT provavelmente ocorre junto a transi¢do IL: n—n* (Figura 4.23B), como

observado para outros compostos de Cu(I)/PPhs/aciltioureia.!*
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FIGURA 4.23: Deconvolucdo dos espectros dos complexos A) 1 ¢ B) 1a e
atribui¢do tentativa das bandas. Os espectros eletronicos experimentais foram
registrados em solugdes dos complexos, em acetonitrila.
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A Tabela 4.8 mostra os comprimentos de onda maximos das bandas
observadas bem como os respectivos valores de absortividade molar (€) de todos
os complexos e ligantes, além da atribui¢do tentativa das bandas. A
absortividade molar foi calculada graficamente a partir da relagdo entre
absorbancia e concentragdo do composto, dada pela lei de Lambert-Beer (A=
ebC), em que, b e C sdo o comprimento da célula (1 cm para a cubeta de quartzo
usada) e a concentragdo do cromoéforo respectivamente, € ¢ dado pelo
coeficiente angular da curva A versus C. As curvas referentes aos complexos ¢

ligantes sao apresentadas na se¢do de apéndice nas Figuras A62-A64.
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Tabela 4.8: Comprimento de onda de absor¢do maxima (A, nm), absortividade molar (g, mol''L ¢m™) e atribui¢do tentativa das
bandas dos ligantes e de seus respectivos complexos. Os espectros eletronicos experimentais foram registrados em solugdes
dos compostos, em acetonitrila.

A € A € A €
Ligantes Transicio Complexos Transicio  Complexos Transicao
(nm) (mol'Lem™) (nm)  (mol'Lem™) (nm)  (mol'Lem™)
238 23686 ¥
ILCT ILCT
L1 274 13213 n—m* 1 260 41105 la 260 40824
MLCT MLCT
340 848 n—m*
240 20928 n—om*
ILCT ILCT
L2 280 14558 n—m* 2 260 43544 2a 264 36390
MLCT MLCT
348 698 n—m*
240 19449 n—om*
ILCT ILCT
L3 282 13235 n—m* 3 260 45784 3a 262 37706
MLCT MLCT
348 772 n—7*
240 21278 n—*
ILCT ILCT
L4 282 14295 n—* 4 260 46771 4a 260 38680
MLCT MLCT
348 692 n—7*
256 22172 n—u*
ILCT ILCT
LS 280 23451 n—* 5 260 47356 5a 262 47356
MLCT MLCT
340 1225 n—7*
268 30005 n—om* ILCT ILCT
L6 6 266 48254 6a 266 50672
350 951 n—m* MLCT MLCT
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4.2 - Estabilidade e citotoxicidade in vitro dos complexos (série 1)

Para uma melhor interpretagdo dos resultados dos ensaios
bioldégicos uma importante informagdo ¢ a estabilidade dos complexos em
solugdo, principalmente no meio de cultura celular. Assim, utilizando as técnicas
de RMN de *'P{'H} e espectrofotometria UV-vis, a estabilidade dos complexos
na mistura DMSO/ meio de cultura foi monitorada. Vale ressaltar que a mistura
DMSO/ meio de cultura ¢ utilizada porque os complexos ndo sdo soliveis em
meio de cultura sendo necessario sua solubilizacio em DMSO e posterior
diluicdo em meio de cultura celular, sendo que a concentracdo méaxima em que
ndo ocorre a precipitagdo dos complexos é de 25 pumol-L!, quando a
porcentagem de DMSO ¢ de 0,5% (v/ v).

A Figura 4.24 mostra os espectros de RMN de 3'P{'H} das solugdes
dos complexos 1, 1a, 4 e 4a, nos quais foi observado um singleto préximo de -4
ppm referente aos complexos e ja no inicio do monitoramento um outro sinal em
aproximadamente 27 ppm. Este sinal aumenta em intensidade ao longo do
tempo, conforme ilustrado nos espectros. O sinal em 27 ppm foi atribuido a
trifenilfosfina oxidada por comparacdo com o espectro da PPh;O obtido nas
mesmas condi¢des experimentais (Figura A65). Esses resultados mostram que
os complexos ndo sdo estaveis na mistura DMSO/ meio de cultura ocorrendo a
labilizacdo do ligante trifenilfosfina (PPh;) que em seguida ¢ oxidada. Os
espectros de RMN de *'P{'H} das solu¢des dos demais complexos da série sdo
apresentados na secdo de apéndice nas Figuras A66 e A67 e apresentam o

mesmo comportamento.
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FIGURA 4.24 Espectros de RMN de *'P{'H} dos complexos 1, 1a, 4 ¢ 4a de
solugdes saturadas dos complexos, em uma mistura DMSO (90%)/ Meio de
cultura (10%) em diferentes tempos de monitoramento.

Nos espectros das solugdes dos complexos (10 uM) monitoradas
por espectrofotometria UV-vis ao longo de 48 h, também foi observado que os
complexos quando adicionados ao meio de cultura, sofrem decomposicao
indicada pela diminui¢do da intensidade da banda de absorcdo referente aos
complexos (em torno de 300 nm), como mostrado na Figura 4.25 para os
complexos 1, 1a, 4 ¢ 4a, demais complexos da série na secdo de apéndice nas
Figuras A68 ¢ A69. As condi¢des experimentais utilizadas neste experimento
foram as mesmas utilizadas nos testes biologicos (0,5% DMSO e 99,5% meio de
cultura), e, portanto, o comportamento observado pelos compostos através dessa

técnica ¢ mais fidedigno ao comportamento destes nos ensaios biologicos.
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Conforme demonstrado pelos espectros de absor¢dao na regido do
UV-vis, o tempo de decomposi¢do difere para os complexos 1 ¢ 4 e para os
complexos 1a e 4a (Figura 4.25), mostrando que variagdao do grupo R1 do metil
ao butil modulou a velocidade com que os complexos sofrem decomposi¢ao. Por
exemplo, no tempo de 24 h ainda ¢ possivel observarmos a banda referente as
absorgoes dos complexos 4 e 4a originalmente adicionados ao meio de cultura,
diferente dos complexos 1 e 1a, cuja bandas foram praticamente extintas nesse
mesmo tempo de monitoramento. Vale ressaltarmos que abaixo de 290 nm nao
foi possivel o monitoramento do espectro UV-vis dos complexos porque as

absorcoes do meio de cultura causam interferéncias nessa regiao.
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FIGURA 4.25: Espectros UV-vis de solugdes 10 uM dos complexos 1, 1a, 4 ¢
4a, em uma mistura DMSO (0,5 %)/ meio de cultura (99,5 %) em diferentes
tempos de monitoramento.
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O efeito citotoéxico dos complexos foi diretamente influenciado pela
estabilidade de suas ligagdes, que se mostraram altamente responsivas a0 meio
de cultura, ndo permaneceram intactas nessas condi¢des. A citotoxicidade in
vitro dos complexos contra as linhagens celulares tumorais € nao tumorais foi
avaliada pelo método de MTT. Os resultados foram expressos como valores de
ICso (concentragdo inibitoria de 50% da viabilidade celular) sendo descritos na
Tabela 4.9 e as curvas de concentragcdo-resposta sao mostradas nas Figuras A70

e A71, na se¢ao de apéndice.
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TABELA 4.9: Valores de ICs obtidos para os complexos 1 - 6, 1a - 6a, ligantes,
precursor e cisplatina frente as linhagens celulares tumorais (MCEF7,
MDA-MB-231 ¢ A549) e nao tumorais (MCF-10A e MRC5) apos 48 h de
incubagdo com os compostos.

ICso (pM) 48 h
Compostos
MCF7 MDA-MB-231 MCF-10A A549 MRC-5
1 4+1 4,7+0,3 3,3+0,3 6,1 £0,2 2,2+0,1
2 5,5+0,6 4,44 + 0,01 34+0,1 4,0+0,3 2,4+0,2
3 5,7+0,7 5,1+0,1 34+0,2 42+0,2 2,0+0,2
4 >25 >25 3,704 >25 1,45+ 0,06
5 3,5+0,3 4+1 33+0,1 4,6+0,3 2,8+0,2
6 7+1 4,7+0,2 4+1 4,604 2,4+0,5
la 7+1 4,7+0,6 3,104 4,7+0,2 3,5+0,3
2a 7+2 43+0,3 3,3+0,1 4,5+ 0,2 1,96 + 0,06
3a 6+2 3,81 +0,06 3,8+0,1 5,5+0,7 2,0£0,2
4a >25 >25 3,0+0,1 >25 34+0,2
S5a 5,6 +0,5 3,5+0,2 23+04  3,07+0,03 3,6+0,1
6a 9,2+0,6 44+0,1 39+0,2 3,0+£0,1 32+0,2
Cu(NO3),-3H,0 >25 >25 >25 >25 >25
Precursor n.t 3,6 £0,2 n.t n.t 24+0,1
PPh; >25 >25 >25 >25 >25
Aciltioureias >25 >25 >25 >25 >25
Cisplatina 9+3 2,4+0,2 23,9+0,7 14+1 29,1 £0,8

n.t: ndo testado

Os resultados mostraram que os complexos exibiram maior
citotoxicidade contra as linhagens celulares do que os ligantes livres, conforme
observado pelos valores mais baixos de ICsy. Os complexos 4 ¢ 4a mostraram-se
pouco citotoxicos nas linhagens de células tumorais, ndo sendo possivel calcular
o valor de ICsy at€¢ a concentracdo mais alta testada (25 puM). Os demais

complexos apresentaram valores de 1Csy similares frente a todas as linhagens
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celulares. Comparando com o precursor [CuNOs3(PPh;),], nas linhagens
MDA-MB-231 e MRC-5, a coordenagdo dos ligantes aciltioureias nao
contribuiu para o aumento da capacidade de inibicdo da viabilidade celular. Esse
fato provavelmente se deve a alta reatividade dos complexos, incluindo o
complexo precursor que também ndo ¢ estdvel quando exposto ao meio de
cultura celular (Figura 4.26). E possivel que quando em meio de cultura os
complexos gerem as mesmas espécies. Porém ainda que a coordenagdo dos
ligantes ndo aumente o efeito citotoxico e/ou citostaticos dos complexos, os
ligantes podem contribuir para diferentes mecanismos de ac¢do, uma vez que
esses ligantes podem modular propriedades fisico-quimicas dos complexos,
como exemplificado anteriormente pela diferenca na velocidade com que os

complexos 1 e 4 ou 1a e 4a sofrem decomposicao.
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FIGURA 4.26: Espectros de RMN de *'P{'H} de uma solu¢do saturada do
complexo precursor [Cu(NO3)(PPhs),], em uma mistura DMSO (90%)/ Meio de
cultura (10%), em diferentes tempos de monitoramento.
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Para uma maior compreensdo da atividade citotoxica dos
complexos e sua relacio com a estabilidade, a citotoxicidade nas células
MDA-MB-231 e MCF-10A também foi determinada apds a decomposi¢ao dos
complexos 1, 1a, 4 ¢ 4a. Os complexos foram expostos ao meio de cultura,
mantidos até o completo desaparecimento da banda de absorcdo (em torno de
300 nm) e s6 entdo adicionados as células. Apos 48 h de incubacao, as células
tiveram sua viabilidade celular determinada pelo ensaio MTT. A Figura 4.27
mostra as curvas de concentracdo-resposta para os complexos 1, 1a, 4 e 4a, nas
quais podemos constatar que os compostos 1 ¢ 1a exibiram menor atividade
citotoxica nas células MDA-MB-231 apds exposi¢ao prévia ao meio de cultura
(ICs0=9,3+£0,5uM (1) € 9,0 £ 0,8 uM (1a)). Os complexos 4 ¢ 4a tiveram seu
efeito citotoxico potencializado (ICsp = 8,9 + 0,5 uM (4) e 7,8 = 0,4 uM (4a)).
Como visto anteriormente, os complexos 4 ¢ 4a foram pouco citotdxicos nas
c¢lulas MDA-MB-231 quando adicionados as cé¢lulas imediatamente apods o
preparo das solug¢des (ICsp> 25 uM), mostrando que a substituicao do grupo R1
também modulou a forma como os complexos interagem com as células MDA -
MB-231, sendo que a atividade citotoxica pode ser consequéncia da agdo tanto
da espécie original quanto dos produtos da decomposi¢do dos complexos. Por
outro lado, na linhagem MCF-10A os complexos ndo mostraram efeito
citotoxico pronunciado apos decomposi¢do resultando em uma maior
seletividade para as células MDA-MB-231 e, embora ndo seja possivel atribuir a
citotoxicidade dos complexos a uma determinada espécie, as células MCF-10A
ndo foram sensiveis aos produtos da especiagdo desses complexos, conforme

evidenciado pelos resultados de viabilidade celular (ICsp> 25 uM).
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FIGURA 4.27: Curvas de concentracao-resposta das células MDA-MB-231 e
MCF-10A apos tratamento com os complexos 1, 1a, 4 ¢ 4a, adicionados
imediatamente apos o preparo das solucdes e adicionados somente apoOs a
decomposi¢ao dos complexos.

Os resultados de ICsy antes e apos a total decomposicao dos
complexos indicaram que a atividade citotoxica depende dos complexos
originais e das espécies formadas ao longo do processo de troca de ligantes, nao
sendo possivel a atribui¢do direta das espécies ativas. Um estudo recente de
NUNES et al.,'”” destacou a especiacio de complexos de Cu-fenantrolina no
meio de cultura e determinaram que, para baixas concentragdes de Cu(Il) total, a
BSA ¢ o principal ligante das moléculas de Cu(Il) e fenantrolina no meio de
cultura, sendo que Cu-BSA e Cu-BSA-fenantrolina foram as espécies mais
relevantes. Os aminoacidos que sdo alguns dos principais componentes do meio
de cultura, também sdo compostos que podem substituir os ligantes originais dos

complexos da série 1, como descrito na literatura para complexos do tipo
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[Cu(fenantrolina);]JCl, em que os aminoacidos substituem os ligantes
fenantrolina, se esses complexos forem colocados em contato com células
tumorais de ascite de Ehrlich em tampdo PBS.!”® Portanto, no meio de cultura,
espécies de cobre com aminoacidos ou BSA podem se formar devido a
especiacdo dos complexos 1-6 e la-6a. Sugerimos ainda que essas espécies
sejam de Cu(Il), uma vez que as condigdes do meio de cultura sdo aerdbicas e
embora ions de Cu(l) se liguem fortemente com a albumina sérica bovina
(BSA), o meio de incubacgao tipico usado ndo contém o suficiente de agentes
redutores para manter quantidades significativas de espécies de Cu(I)-BSA.!"7 A
composicao dos meios de cultura utilizados neste trabalho pode ser observada
nas Tabelas A6 e A7, na secdo de apéndice.

Outro aspecto que chama atencao ¢ que o Cu(NO3),-3H,0, o sal
precursor dos complexos ndo ¢ ativo em nenhuma das células testadas (ICsp> 25
uM) e considerando que em meio de cultura esse sal também forme espécies
com aminoacidos e BSA, sugerimos que as espécies originalmente adicionadas
ao meio de cultura, sio muito importantes para a atividade citotoxica, uma vez
que o processo de decomposi¢do nao € instantdneo, mas sim um processo que
ocorre ao longo de horas.

De posse dos resultados de citotoxicidade, considerando que os
complexos possuem efeitos citotoxicos semelhantes em todas as linhagens de
c¢lulas tumorais, exceto os complexos 4 ¢ 4a que foram pouco ativos, os
complexos 1 ¢ 1a foram selecionados para estudos bioldgicos mais detalhados
nas cé¢lulas MDA-MB-231 que foram selecionadas porque sao células originadas
do cancer de mama triplo-negativo, de dificil tratamento por ndo possuir
receptores hormonais necessarios para a terapia direcionada.!” Assim, os
complexos 1 e¢ la foram investigados quanto a sua capacidade de alterar a
morfologia celular, inibir a formagao de colonias, alterar o ciclo celular e induzir
morte celular por apoptose. Para a realizacdo dos ensaios de ciclo celular e

apoptose, a citotoxicidade dos complexos 1 ¢ 1a também foi determinada no
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tempo de 24 h e os valores de ICsy dos complexos nesse tempo foram de 1Cso= 8

+ 1 uM (1) e ICso= 7,0 = 0,5 uM (1a)).

4.2.1 - Anélise morfologica das células MDA-MB-231 e MCF-10A

A analise morfologica das células MDA-MB-231 tratadas com os
complexos 1 e¢ la, em diferentes concentracdes, que corresponderam aos
respectivos valores de /2XxICsg, ICso € 2xICsp dos complexos ao longo de 48 h,
mostrou para ambos os complexos comportamento similar, observando-se
alteragdes como diminui¢do da densidade celular, aparecimento de células
redondas e perda de adesdo celular, o que ¢ indicativo de morte celular.''-
13,167,180 Besas alteracOes sdo intensificadas com o aumento da concentracdo e

com o tempo de exposi¢do das células aos complexos 1 e 1a (Figura 4.28).
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FIGURA 4.28: Micrografias das células MDA-MB-231 apos tratamento com os
complexos 1 e 1a em diferentes concentragdes € tempos de exposicao.

Para comparagdo, a analise morfologica também foi realizada na
linhagem MCF-10A e as alteracdes foram as mesmas observadas na linhagem
MDA-MB-231, evidentes ja a partir da concentracdo do ICsy, observando-se
também diminuicdo da densidade celular e aparecimento de células

arredondadas (Figura 4.29). Esses resultados sdo consistentes com os do ensaio
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de MTT em que os complexos apresentaram valores similares de ICsy em ambas

as linhagens.

Complexo 1
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FIGURA 4.29: Micrografias das células MCF-10A apos tratamento com os
complexos 1 e 1a em diferentes concentragdes € tempos de exposicao

Foi também realizada uma andlise morfologica das células
MDA-MB-231 por coloragao com faloidina. Os resultados mostraram que o0s
complexos 1 e 1a alteraram significativamente o citoesqueleto das células
MDA-MB-231, promovendo condensacao dos filamentos de F-actina, mesmo na

menor concentragdo, conforme demonstrado na Figura 4.30. As alteragcdes que
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os complexos 1 ¢ 1a promoveram nas células MDA-MB-231 foram semelhantes
as alteragcOes causadas pelo controle positivo (Camptotecina 20 uM). Essas
alteracdes no citoesqueleto das células podem levar a sinalizagdo que induz a
apoptose, conforme descrito anteriormente para outros complexos

metalicos.!63:181.182

FIGURA 4.30: Micrografias de fluorescéncia das células MDA-MB-231 apos
tratamento com os complexos 1 ¢ 1a por 24 h, em diferentes concentragdes e
marcadas com Alexa Fluor 488 faloidina (verde) e DAPI (azul). As imagens
foram obtidas com amplificagdo de 400x. Os experimentos foram realizados em
triplicata. O controle positivo (C+) utilizado foi a Camptotecina 20 uM.

4.2.2 - Ensaio de formacao de colonias
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O ensaio de formac¢ao de colonias avaliou a eficacia citotdxica dos
complexos 1 e 1a, além da capacidade proliferativa das células MDA-MB-231
apos o tratamento com os complexos. O ensaio de sobrevivéncia clonogénica
mede a capacidade de uma unica célula proliferar indefinidamente, formando
uma colonia que é constituida por pelo menos 50 células.!® Os resultados
mostraram que o complexo 1 inibiu significativamente a area e a intensidade das
colonias de uma maneira dependente da concentragdo apos 48 h de tratamento
(Figura 4.31), o que € consistente com os resultados do MTT, indicando efeitos
citotoxicos e citostaticos, como ja observado para outros compostos metalicos,

contendo ligantes aciltioureias e PPh;.!%
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FIGURA 4.31: Sobrevivéncia clonogénica das células MDA-MB-231 tratadas
com diferentes concentracoes do complexo 1 por 48 h. A representagdao dos
pocos e limiares para o experimento ¢ mostrada junto com as quantificagoes
graficas da area e intensidade das colonias. Os dados representam a média + DP

dos ensaios em triplicata. Significdncia nos niveis * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA e teste Dunnet’s.
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O complexo la também inibiu significativamente a drea e a
intensidade das coldnias, porém a inibicdo da area das col6nias somente foi
observada a partir da concentracdo do ICsy, enquanto que a diminuicdo da
intensidade das colonias ja foi perceptivel a partir da concentragdo da metade do
ICso (72x1Csp) (Figura 4.32). Esses resultados indicam que o efeito citostatico do
complexo la ¢ mais pronunciado que seu efeito citotoxico. Sendo assim, os
complexos 1 e 1a, sdo capazes de interferir no crescimento, desenvolvimento e

na multiplicag¢do celular e também atuam na morte das células tumorais.
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FIGURA 4.32: Sobrevivéncia clonogénica das células MDA-MB-231 tratadas
com diferentes concentracdes do complexo 1a por 48 h. A representacao dos
pocos € limiares para o experimento ¢ mostrada junto com as quantificacoes
graficas da area e intensidade das coldonias. Os dados representam a média = DP
dos ensaios em triplicata. Significncia nos niveis * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA e teste Dunnet’s.
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4.2.3 - Analise de ciclo celular

O ciclo celular é composto por duas fases, a mitose (M) e a
intérfase, nas quais ocorre uma série de eventos responsaveis pela replicacao do
DNA e divisdo da célula. A intérfase é dividida nas fases G1, S e G2.!%* Na fase
G1 ocorre o crescimento celular e a sintese de proteinas necessarias para a
proxima etapa, a fase S. Na fase S ocorre a sintese do DNA e na fase G2 a célula
se prepara para a divisdo celular que ocorrera na fase M. As células em fase G1
podem, antes da replicacio do DNA, entrar em um estado de quiescéncia

chamado GO, na qual ndo ha atividade inerente a replicagdo!® (Figura 4.33).
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FIGURA 4.33: Representacdo esquematica da progressao das fases do ciclo
celular. Adaptado de: https://brasilescola.uol.com.br/biologia/mitose.htm e
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_celular.
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No ciclo celular existem pontos que garantem a checagem do
processo de divisdo celular, fazendo com que somente continuem no processo as
células sem erros ou as que tiveram seu ciclo celular reparado, caso contrario as
células iniciam o processo de morte por apoptose.!®® No caso das células
tumorais, devido a mutagdes, o ciclo celular perde essa regulagdo e as células
permanecem no ciclo se multiplicando de forma irrestrita.'® Dessa forma,
alteragdes do ciclo celular que sensibilizem as células pela agdo de
quimioterapicos constituem uma importante implicacdo clinica para o
tratamento do cancer.'8®

Neste trabalho investigou-se a capacidade dos complexos 1 e 1a de
alterarem a distribuicao do ciclo celular das células tumorais MDA-MB-231. Na
Figura 4.34 sdo apresentados os histogramas e os graficos da porcentagem de
distribui¢do do ciclo celular em diferentes concentragdes dos complexos 1 e 1a.
Ao observar o perfil de distribuicdo do ciclo celular apos tratamento com os
complexos, vemos que os compostos alteraram de maneira similar o ciclo,
causando principalmente o acumulo das cé¢lulas com baixo conteudo nucleico,
ou seja, com o DNA fragmentado (Sub-G0), o que ¢ indicativo de inducdo de
morte celular.!?

O actimulo das células em Sub-GO ocorreu quando as
concentracdes dos complexos 1 e la foram aumentadas, somente sendo
observadas a partir da concentracdo do ICsp. O complexo 1 aumentou ainda,
significativamente, a porcentagem de células na fase G2/ M até a concentracao
do 1Csp, em comparacao com as células ndo tratadas, indicando que o complexo
de Cu(I) pode influenciar uma série de eventos da divisdo celular ao interromper
a progressao do ciclo celular nessa fase. Em concentracdes maiores que a do
ICso, o perfil do ciclo celular ¢ alterado e um acumulo das células na fase S foi
observado. Diferente do complexo 1, o complexo 1a ndo alterou o ciclo celular
em concentracdes menores que a do ICsp, no entanto nas concentragdes maiores

também houve um actimulo das células na fase S.
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FIGURA 4.34: A) Histogramas de DNA do ensaio do ciclo celular nas células
MDA-MB-231 incubadas com 1odeto de propidio (PI) (detectado no canal FL2-
A), apos tratamento com o complexo 1, em diferentes concentragdes, por 24 h.
B) grafico da porcentagem de células em cada fase do ciclo celular apds
tratamento com o complexo 1, em diferentes concentragdes, por 24 h. C) grafico
da porcentagem de células em cada fase do ciclo celular apos tratamento com o
complexo 1a, em diferentes concentragdes, por 24 h. Os dados representam a
média £ DP dos ensaios em triplicata. Significancia nos niveis de * p <0,05, **
p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA e teste Tukey’s.

Uma possivel explicagdo para as diferentes alteragdes do ciclo
celular com a mudanga das concentragdes dos complexos pode ser a especiacao
que esses compostos sofrem em meio de cultura. Quando maiores quantidades
dos complexos 1 e¢ 1a s3o adicionados ao meio de cultura, as concentragdes
relativas das espécies [Cu(L1)(PPhs),] ou [Cu(L1)(PPh3),]NO; presentes sao
superiores, sendo que essas espécies podem responder pela mudanga do perfil de
distribui¢do do ciclo celular em maiores concentragdes.

Os complexos 4 ¢ 4a também tiveram sua capacidade de alterar o

ciclo celular das células MDA-MB-231 avaliada, ¢ nenhuma alteracdo foi
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observada em comparacdo com as células ndo tratadas (Figura 4.35),

corroborando com os resultados obtidos pelo ensaio de MTT.
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FIGURA 4.35: Histogramas de DNA do ensaio do ciclo celular nas células
MDA-MB-231 incubadas com iodeto de propidio (PI) (detectado no canal FL2-
A), apds tratamento com os complexos 4 e 4a, na concentracdo de 25uM, por 24

h.

4.2.4 - Avaliagdo da morte celular por apoptose

A fim de avaliar o tipo de morte celular causada pelos complexos
de cobre, 1 e 1a realizou-se o ensaio empregando o kit Anexina V-PE, que
permite distinguir se os complexos matam as células por via apoptotica ou por
via necrotica. Esses dois tipos de morte se diferenciam por meio das vias
bioquimicas e da morfologia das células.!®® Na via apoptotica nio é
desencadeado processo inflamatério, havendo encolhimento celular e formagao
de corpos apoptdticos que sdo fagocitados por macrofagos.'¥1°° Na via
necrdtica ocorre perda da integridade da membrana, exposicdo ao contetdo
extracelular e aumento do volume celular, gerando uma resposta inflamatoria do

organismo!**!°! (Figura 4.36).
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FIGURA 4.36: Representacdo esquematica da morfologia de células em
apoptose ¢ necrose. Adaptada de https://pt.slideshare.net/tamiris18/2-lesao-
reversvel-e-necrose.

O processo apoptotico ¢ iniciado pela externalizacdo da
fosfatidilserina que ¢ um fosfolipidio que ¢ mantido na camada interna da
membrana plasmatica.'”® A anexina V ¢ uma proteina que possui a capacidade
de se ligar a fosfatidilserina e, que quando conjugada ao fluor6foro PE
(Ficoeritrina) gera um sinal fluorescente que permite a quantificacdo das células
em apoptose por citometria de fluxo."® O 7-AAD (7-amino-actionomicina D) é
um composto que apresenta a capacidade de permear o nucleo celular,
intercalando-se ao DNA emitindo fluorescéncia que também ¢é detectada por
citometria de fluxo e indica células em apoptose tardia ou necrose.'** Os
resultados obtidos sdo distribuidos em um histograma de dois parametros como

pode ser visto na Figura 4.37.
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FIGURA 4.37: Representagdo esquematica de um histograma de
parametros para a distribui¢do das células em apoptose e necrose.

dois

Dessa forma o potencial dos complexos 1 e la para induzir

apoptose foi investigado por citometria de fluxo e os resultados sdo apresentados

nas Figuras 4.38 e 4.39. Os complexos 1 e 1a induziram apoptose precoce €

tardia nas células MDA-MB-231 a partir da concentracdo do ICsy corroborando

com os resultados obtidos pela analise do ciclo celular que indicou morte celular

somente a partir dessa concentracdo. Esse mecanismo de morte ¢ apontado como

uma estratégia para o desenvolvimento de fArmacos anticancer.!>1%
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FIGURA 4.38: Histogramas de dois parametros que mostra a distribui¢do das
células MDA-MB-231 apds tratamento com diferentes concentragdes dos
complexos 1 e 1a, incubados por 24 h e, em seguida, marcadas com Anexina V-
PE (detectado no canal FL2-A) e 7-AAD (detectado no canal FL3-A) para medir
o efeito dos complexos na indugdo de apoptose nas células tumorais.
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FIGURA 4.39: Graficos da porcentagem de células apoptoticas apds tratamento
com os complexos 1 e 1a em diferentes concentracoes. Os dados representam a
média = DP dos ensaios em triplicata. Significancia nos niveis de * p <0,05, **
p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA e teste Tukey’s.
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A literatura descreve inimeros compostos de Cu(l) que sdo capazes
de induzir a morte por apoptose em diferentes linhagens celulares. Por exemplo,
SEQUEIRA et al.,'"”” mostraram que compostos do tipo [Cu(PP)(LL)][BF4] em
que PP = trifenilfosfina ou 1,2-bis(difenilfosfina)etano e LL= 4,4'-dimetil-2,2'-
bipiridina e 6,3- (2-piridil) -5,6-difenil-1,2,4-triazina) desencadearam a morte
das células do tipo HCT116 (linhagem de células de carcinoma de colon
humano) pela inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e subsequente
apoptose. PANDEY et al.,'”® também mostraram que complexos de Cu(I)-
aciltioureias dissubstituidas induziram apoptose em c¢lulas 2008, CI13
(linhagens de células de cancer cervical humano) e IGROV-1 (linhagem de
c¢lulas de cancer de ovario humano), bloqueando a progressdao do ciclo celular
dessas células na fase GO/ G1. Outros complexos de Cu(l)-fosfina induziram
apoptose via mitocondrial em células A549 (linhagem de células de cancer de

pulmio humano)'”’

e complexos de Cu(I) aciltioureia também induziram células
HeLa (linhagem de células de cincer de colo do Gtero humano) a apoptose.'”

A coloragao com DAPI também corroborou com os resultados de
citometria de fluxo, demonstrando que os complexos 1 e¢ la, promoveram
condensacdo da cromatina nuclear nas células MDA-MB-231 (Figura 4.40), o
que € uma caracteristica apoptotica, indicando que esse foi o mecanismo de
morte desencadeado nessas células, 18!

1ela.

quando expostas a a¢do dos complexos
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FIGURA 4.40: Dano nuclear causado pelos complexos 1 e 1a nas células
MDA-MB-231. As células foram tratadas com concentragdes de Y2ICsg, 1Csy €
2xICsop do complexo 1 e 1a por 24 h e marcadas com DAPI. As imagens foram
obtidas com amplificacido de 400 x. As setas brancas indicam observacao
crescente de condensagao de cromatina e aparéncia de fragmentagao nuclear em
comparagdo com cé€lulas ndo tratadas (C-). Controle positivo (C+): cisplatina 10
uM.
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4.3 - Sintese e Caracterizacio dos complexos (série 2)

A sintese dos complexos da série 2 (1b — 4b) foi realizada pela
reacdo do precursor [Cu(NOs)(PPhs),] com os respectivos ligantes
naftoquinonas (NQ), em metanol, na presenca de trietilamina (Et;N),uma base
fraca que possibilitou a desprotonagao dos ligantes. Assim, a coordenagao das
naftoquinonas ao centro metalico se deu de forma anidnica via atomos de
oxigénio fenolico e carbonilico, o que promoveu a formacdo de complexos

neutros (1b — 4b), cuja rota sintética ¢ mostrada na Figura 4.41.

Naftoquinona @ 0
CH,OH/Et;N

FIGURA 4.41: Rota de sintese para a obtencao dos complexos da série 2.
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O modo de coordenagdo das naftoquinonas para os complexos
sintetizados na série 2 foi determinado pela técnica de difracdo de raios X. As
estruturas cristalinas dos complexos 1b e 2b foram obtidas. A naftoquinona
ocupou dois dos sitios de coordenagdao do Cu(l) enquanto os ligantes
trifenilfosfina ocuparam os outros dois sitios (Figura 4.42). Assim como
constatado para os compostos da série 1, os complexos da série 2 apresentam
geometria tetraédrica distorcida, como mostrado pelos parametros geométricos
dos angulos de ligagdo, cujos angulos sdo maiores ou menores que os angulos
das estruturas tetraédricas regulares (109,5°) (Tabela 4.10). Para complexos de
Cu(I) a coordenagio bidentada (O, O) e anidnica possui literatura limitada,?*
tornando os complexos 1b-4b importantes relatos desse modo de coordenagéo
para complexos com o cobre no estado de oxidagdo +1. No entanto, para outros
centros metalicos, incluindo compostos de Cu(Il) a coordenacao bidentada (O,

O) é comumente descrita.!!%113201

As tabelas contendo os parametros
cristalograficos e de refinamento das estruturas dos complexos sdo apresentadas

na secao de apéndice na Tabela AS.

e e
S

FIGURA 4.42: Estruturas cristalinas dos complexos 1b e 2b.
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O padrao de fechamento dos angulos de mordida das naftoquinonas
O1-Cu-02 (76,81(6)-77,14(4)°) foi o mesmo ja reportado para o ligante
a-cetocarboxilato, em um complexos de Cu(I) cujo angulo de mordida foi de
79,18°.2° O angulo de ligagdo P1-Cu-P2 para o complexo 1b é de 127,67(2)°
(angulo mais aberto) e um dos fatores que explica esse desvio do tetraedro
regular sdo os efeitos estéricos impostos pelos dois ligantes trifenilfosfina que
tendem a se afastarem por serem volumosos, como relatado anteriormente para
os complexos da série 1. Para o complexo 2b o angulo ¢ de 118,84(2)°, menor
que o angulo do complexo 1b. Sugerimos que neste caso, a naftoquinona
lapachol exerce efeito estérico maior que a lausona e a estrutura se reorganiza de

forma a diminuir o angulo P1-Cu-P2.

TABELA 4.10: Comprimentos de ligacdo (A) selecionados das estruturas
cristalinas dos complexos 1b e 2b e seus respectivos ligantes naftoquinonas e
angulos de ligagdo ( ° ) selecionados para os complexos 1b e 2b.

Comprimento de ligacao Ligantes Complexos
A) NQ1* NQ2* 1b 2b
Cul-P1 - - 2,243(4) 2,208(5)
Cul-P2 - - 2,244(4) 2,259(5)
Cul-Ol - — 2,227(1) 2,228(2)
Cul-02 - - 2,034(1) 2,015(1)
C1-01 1,217 1,226 1,224(2) 1,227(2)
C2-02 1,335 1,346 1,273(2) 1,278(2)
C4-03 1,226 1,225 1,230(2) 1,237(3)
Angulos de ligagio Complexos
(°) 1b 2b
P1-Cul-P2 127,67(2) 118,84(2)
P1-Cul-0O1 102,92(4) 114,28(4)
02-Cul-P2 116,03(4) 109,92(5)
02-Cul-P1 114,65(4) 123,69(5)
02-Cul-01 77,14(4) 76,81(6)
01-Cul-P2 100,04(4) 103,99(5)

*CCDC 1268837, **CDCC 1189905
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Os comprimentos de ligacao selecionados para complexos 1b e 4b,
estdo apresentados na Tabela 4.10. A faixa das distancias de ligagdo referentes
as ligagdes Cu—-O (2,015(1)-2,228(2) A) é similar a valores ja reportados na
literatura, mesmo para compostos de Cu (II) com a coordenagao dos ligantes na
forma bidentada (O, 0).200202203 AGUIRRECHU-COMERON et al.,*! em
estudos com complexos de Cu(II) com 0 ligante
2-hidroxi-3-((5-metilfuran-2-il)metil)-1,4-naftoquinona ~ mostra  que  os
comprimentos de ligagdo Cu—O variaram entre 1,899(2)-2,414(2), valores
semelhantes aos apresentados para os complexos 1b e 2b. Os comprimentos de
ligacao Cu—P sdo semelhantes aos apresentados para os complexos da série 1 ¢
sdo comprimentos tipicos para compostos de Cu (I)-trifenilfosfina, 41.161.167.204

Os complexos 1b e 2b exibiram as mesmas tendéncias observadas
para os comprimentos de ligacdo dos ligantes naftoquinonas coordenados de

forma bidentada em inimeros complexos metalicos!!113:201

em que a maior
alteragdo no comprimento de ligagdo corresponde a distancia da ligacao C2-0O2,
quando comparado aos ligantes livres. A ligagdo C2-O2 diminui em 0,06 A para
o complexo 1b e 0,07 A para o complexo 2b (Tabela 4.10). Segundo trabalhos
anteriores a diminuicdo da ligagdo CO ocorre porque o orbital molecular
ocupado de maior energia (HOMO) desta ligagdo ¢ predominantemente de
carater antiligante e os elétrons que participam da ligacdo ¢ entre o metal e o
ligante pertencem a esse orbital, e consequentemente o compartilhamento dos
mesmos, resulta no aumento da ordem de ligacao C2-0O2, tornando-a mais forte
e mais curta.’®

No caso das ligagdes C1=01 e C4=03 as alteragdes sdo as minimas
¢ apesar do O1 participar da coordenacao, nao ha efeito de ressonancia entre as
ligacdes C1=01 e C2-O2 devido a existéncia da dupla ligacdo adjacente a

ligacao C2-O2. Assim o sistema ressonante surge entre C2—02/C3/Cs=03 e por

1ss0 apos a coordenacdo a ligagdo C4=03 sofre uma pequena variagao.
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A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho nos
forneceu importantes informacdes sobre a coordenagdo do ligante naftoquinona
ao Cu(l). Na regido de alta frequéncia os ligantes naftoquinonas livres
apresentam o estiramento v(O-H) em torno de 3200 cm™, enquanto que nos
complexos 1b-4b esse modo vibracional ndo foi observado, indicando a

desprotonagao do grupo OH e, portanto, a natureza anionica dos ligantes quando

6

ocorre a coordenacdo dos mesmos ao centro metalico,?’® como ilustrado na

Figura 4.43 para todos os complexos.
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FIGURA 4.43: Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho e tentativa de
atribuicdo dos principais modos vibracionais dos complexos 1b-4b e de seus
respectivos ligantes naftoquinonas, na regio de 3800-2600 cm.

Os ligantes naftoquinonas também apresentam modos vibracionais

intensos na regido entre 1640 e 1680 cm™ referentes aos estiramentos v(C1=01)

103




Celisnolia Morais Leite Resultados e discussdo

e v(C4=03). Apos a complexacao foi observado um deslocamento destas bandas
para regides de menores frequéncias, devido a diminui¢do da densidade
eletronica. No caso da carbonila C1=01, o deslocamento foi mais pronunciado
devido a ligacdo ao cobre. A alteracdo da frequéncia dessa ligacdo pode ser
visualizada na Figura 4.44, na qual ¢ mostrado o espectro para o complexo 1b.
Os espectros dos demais complexos encontram-se na se¢ao de apéndice nas
Figuras A72-A74. Esses resultados corroboraram com os resultados de difragao
de raios X, em que os comprimentos dessas ligagdes sofrem um pequeno

alongamento apds a coordenacio.
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FIGURA 4.44: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho e tentativa de
atribuicdo dos principais modos vibracionais do complexo 1b e de seu
respectivo ligante naftoquinona, na regido de 1800-400 cm™!.

Outra informagao importante ¢ com relagdo a ligacdo C2—-02, sendo

que os espectros dos complexos mostraram deslocamento do modo de vibragao
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referente ao v(C2-O2) para regido de maiores frequéncias devido ao
compartilhamento de elétrons do orbital antiligante, que torna a ligagdao C2-O2
mais forte, corroborando com o observado na difracdo de raios X. Os
deslocamentos para os modos vibracionais referente as ligagdes C1=01, C2-02
e C4=03 sdo apresentados na Tabela 4.11, em que ¢ feita a atribuicdo tentativa

dos estiramentos dos ligantes livres e apos coordenagao ao centro metalico.

TABELA 4.11: Atribui¢do tentativa das frequéncias vibracionais (cm™) dos
estiramentos v(C1=01 v(C2-02) e v(C4=03) para os ligantes naftoquinonas
livres e apoOs coordenados e os respectivos deslocamentos (A) apds coordenagao.

Ligantes livres (Ligantes Coordenados)

v(C1=01) cm? Al (ecm?) v(C2-02)ecm? A2 (ecm?) v(C4=03)cm’ A3 (cm?)

b 1651(1587) 64 984(1094) 110 1680(1641) 39
2b  1639(1583) 56 1047(1095) 48 1663(1628) 35
3b  1641(1584) 56 1057(1094) 37 1663(1628) 35
4b  1645(1582) 63 1051(1093) 42 1665(1626) 39

Como para os complexos da série 1, os ligantes e complexos
apresentaram ainda as bandas referentes ao v(C-H) em torno de 2950 cm™.'>* Na
regido entre 1600-1450 cm™ ocorrem os estiramentos das ligagdes C=C.'>
Entre 900-690 cm™ observa-se a deformagdo angular fora do plano da ligacdo
=C-H.' Os compostos 1b-4b, apresentam na regido entre 540-430 cm™ os
modos vibracionais referentes as ligacoes P—Caromatico tipicos para o ligante
trifenilfosfina bem como as ligagdes Cu—P.""¥1'% Todos esses modos
vibracionais podem ser visualizados nas Figuras 4.44 ¢ A72-A74.

Os complexos também foram analisados por espectroscopia de
RMN 1D e 2D, em diferentes niicleos como fosforo(*'P), carbono (*C) e

hidrogénio ('H). Para os complexos 1b e 2b os espectros foram registrados em
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CDClIs, enquanto que para os complexos 3b e 4b o solvente utilizado foi a
acetona-ds. Os complexos da série 2 tiveram o mesmo comportamento que 0s
complexos da série 1, exibindo nos seus espectros de RMN de *'P{'H} somente
um sinal, em torno de -1,0 ppm. Esse tnico sinal indica a equivaléncia dos
atomos de fosforo do ligante trifenilfosfina, por estarem ligados ao centro

140207 confirmado pela difragdo de raios X. O

metéalico em um arranjo tetraédrico,
sinal de 3'P{'H} também ¢ alargado, como para os complexos da série 1, sendo
que essa caracteristica ¢ atribuida a fatores como distor¢do da geometria
tetraédrica e interagdo quadrupolar com os 2 isotopos de cobre (**Cu e ®Cu,
ambos com [=3/,).162163 Qs espectros de RMN de *'P{!H} dos complexos 1b-4b
sdo apresentados na Figura 4.45. Com relagdo ao deslocamento do sinal de
fosforo quando comparamos a trifenilfosfina antes e apds a coordenacdo, o
comportamento ¢ o mesmo apresentado para a série 1, ocorrendo um

deslocamento do sinal para regido mais desblindada do espectro devido a doagao

em o dos atomos de fosforo quando coordenados.

A e 1 b e 3D
2b B 4b

0.3 0.0 -0.3 -0.6 -0.9 -1.2 -1.5 -1.8 -2.1 -2.4 0.3 0.0 -0.3 -0.6 -0.9 -1.2 -1.5 -1.8 -2.1 -2.4
f1 (ppm) f1 (ppm)

FIGURA 4.45: Espectros de RMN de *'P{'H} para os complexos A) 1b ¢ 2b em
cloroformio-d e B) 3b ¢ 4b em acetona-de.

Os espectros de RMN de 'H foram consistentes com as estruturas

propostas. As analises das integrais confirmaram que em todos os complexos, os
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ligantes trifenilfosfina estdo presentes na propor¢cdo de 2:1, com relagdo ao
ligante naftoquinona, como ilustrado nos espectros de RMN de 'H dos
complexos 1b (Figura 4.46) ¢ 4b (Figura 4.47). Os espectros dos demais
complexos podem ser observados na se¢ao de apéndice (Figuras A75 e A76).
Para todos os compostos observou-se a auséncia do sinal referente ao hidrogénio
do grupo OH das naftoquinonas, evidenciando a natureza anidnica dos ligantes'®
ao se coordenarem ao cobre, corroborando com os resultados observados na

espectroscopia vibracional na regido do infravermelho.

71 69 67 65 63 61 59
f1 (ppm)

FIGURA 4.46: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 1b, em CDCl; e
atribui¢cdo dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA 4.47: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 4b, em
acetona-ds e atribuicao dos sinais referentes ao complexo.

Nos espectros de RMN de 'H os sinais dos hidrogénios dos ligantes
coordenados ao cobre foram atribuidos. A atribuigdo dos hidrogénios foi
realizada baseando-se na analise dos dados das técnicas bidimensionais COSY
("H-H), HSQC ('H-'*C) e HMBC ('H-'3C) e dos pardmetros como constante de
acoplamento ¢ integragdo dos sinais. No espectro do complexo 1b sdo
observados trés conjuntos de sinais na regido aromatica, que sdao melhor
visualizados no mapa de contorno COSY ('H-'H). O sinal em torno de 6 ppm
corresponde ao hidrogénio Ha’ do ligante naftoquinona pois ndo ¢ observado
acoplamento desse hidrogénio com nenhum outro (Figura 4.48). O segundo
conjunto de sinais corresponde aos hidrogénios aroméaticos dos ligantes
trifenilfosfina que acoplam entre si, sendo que os hidrogénios na posi¢do meta e
para aparecem sobrepostos, sendo possivel atribuir individualmente apenas os

hidrogénios na posi¢ao orfo. O terceiro conjunto de sinais corresponde aos
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hidrogénios (Ha, Hb, He ¢ Hd) do ligante NQ1 que se encontram na regido mais

desblindada do espectro (Figura 4.48).

116.0
L-tl6.2
6.4
6.6
6.8~
7.0%

: : 7.2:
_____________ ..w.

® = Bi——-’ 7.4

= ® @i 7.6
o an! 7.8
! 8.0

(e —————

80 78 7.6 74 7.2 7.0 68 66 64 6.2 6.0
2 (ppm)

FIGURA 4.48: Mapa de correlagdo COSY (‘H-'H) obtido para o complexo 1b,
regido aromatica, em CDCl;. Em destaque os conjuntos de sinais exibidos pelo
complexo.

No espectro do complexo 2b além dos sinais da regido aromatica,
um outro conjunto de sinais se destaca na regido alifatica e correspondem aos
hidrogénios CH e CH; do ligante NQ2 (Figura 4.49). J4 os espectros dos
complexos 3b e 4b apresentam 4 conjuntos de sinais. O conjunto na regido mais
blindada do espectro corresponde aos hidrogénios do grupo estiril (porgdo
benzoil) dos ligantes naftoquinonas NQ3 e NQ4, sendo que alguns dos
hidrogénios desse grupo aparecem sobrepostos aos hidrogénios da trifenilfosfina
cujos sinais pertencem ao segundo conjunto. No caso dos hidrogénios da
trifenilfosfina também sé foi possivel a atribui¢do individual dos sinais
referentes aos hidrogénios na posicdo orto. Os hidrogénios meta e para
aparecem sobrepostos nos espectros. O terceiro conjunto de sinais corresponde
aos hidrogénios da porcao quinona dos ligantes NQ3 ¢ NQ4. J4 o quarto

conjunto de sinais também corresponde aos hidrogénios do grupo estiril. Esses
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conjuntos de sinais observados para os complexos 3b e 4b sdo apresentados, na

Figura 4.50, nos mapas de correlagdo COSY ('H-'H).
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FIGURA 4.49: Mapa de correlagio COSY (‘H-'H) obtido para o complexo 2b,
regioes, alifatica (1,4 — 5,4 ppm) e aromatica (7,1 — 8,1 ppm), em CDCl;. Em
destaque os conjuntos de sinais exibidos pelo complexo.
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FIGURA 4.50: Mapa de correlagio COSY ('H-'H) obtido para os complexos A)
3b e¢ B) 4b, regido aromatica, em acetona-de. Em destaque, os conjuntos de
sinais exibidos pelo complexo.

Os espectros de RMN de *C{'H} apresentaram sinais que também
corroboram com as estruturas propostas, sendo que os sinais mais informativos
sdo os que correspondem aos carbonos dos grupos C1=01, C2-O2 e C4=03 do
ligante naftoquinona. A atribuicdo desses carbonos foi realizada mediante
analise do mapa de correlagio HMBC ('H-'*C), que corresponde aos
acoplamentos entre hidrogénios e carbonos a longas distancias. Por exemplo, no
complexo 1b, para o carbono do grupo C1=01 observou-se um acoplamento
com o hidrogénio (Ha) e um acoplamento pouco intenso com o hidrogénio

(Ha’), enquanto que para o carbono C4=03 observou-se os acoplamentos com
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os hidrogénios (Ha’ e Hd). No complexo 4b, para o carbono do grupo C1=01
observou-se apenas o acoplamento com o hidrogénio (Ha), enquanto que para o
carbono C4=03 observou-se os acoplamentos com os hidrogénios (Hd e Hi do
grupo estiril). Esses acoplamentos possibilitaram, portanto, a diferenciagdo
desses sinais na regido mais desblindada do espectro através dessa técnica. As
Figuras 4.51 e 4.52 ilustram esses acoplamentos para os complexos 1b e 4b. Os
mapas de correlagdo para os demais complexos sao apresentados na secao de

apéndice nas Figuras A77 e A78.

] L T 3eR-c
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82 80 78 7.6 74 7.2 7.0 6.8 6.6 64 6.2 6.0 5.8
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FIGURA 4.51: Mapa de correlagio HMBC ('H-'3C) obtido para o complexo 1b,
em CDCls. Em destaque os acoplamentos exibidos pelos complexos relativos
aos carbonos C1=01, C2-02 e C4=03.
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FIGURA 4.52: Mapa de correlagio HMBC ('H-'*C) obtido para o complexo 4b,
em acetona-d6. Em destaque os acoplamentos exibidos pelos complexos
relativos aos carbonos C1=01, C2-02 e C4=03.

Os sinais referentes aos carbonos da trifenilfosfina, diferente do
apresentado para os complexos da série 1, ndo exibiram duplicagdo, como
esperado devido aos acoplamentos dos atomos de P com os dtomos de C, sendo
possivel atribuir apenas o Corto € 0 Cquaternario da trifenilfosfina com o auxilio
das técnicas HMBC ('H-*C) e HSQC ('H-'*C). Os espectros de RMN de
BC{'H} com as respectivas atribui¢des dos sinais sdo apresentados nas Figuras
4.53 e 4.54 para os complexos 1b e 4b, respectivamente. Os espectros para os
complexos 2b e 3b sdo apresentados na se¢do de apéndice nas Figuras A79 e
A80 e os mapas de correlagio HSQC ('H-'*C) sdo apresentados nas Figuras

A81-A84.
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FIGURA 4.53: Espectro de RMN de *C{'H} obtido para o complexo 1b, em
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CDCl; e atribuigao dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA 4.54: Espectro de RMN de 3C{'H} obtido para o complexo 4b, em

acetona-dg e atribui¢ao dos sinais

referentes ao complexo.
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ApoOs a coordenacdo das naftoquinonas ao cobre, tendéncias com
relacdo aos deslocamentos dos carbonos dos grupos C1=01, C2-02 e C4=03,
quando comparados aos ligantes livres, foram observados, como mostrado na
Tabela 4.12 para todos os complexos e na Figura 4.55 para o complexo 1b e 4b.
Notamos que os carbonos C1, C2 e C4 sofreram deslocamento para regides mais
desblindada do espectro ap6s a coordenagdo. Os maiores deslocamentos
quimicos foram para os carbonos C2 e C4, o que condiz com o esperado, uma
vez que esses carbonos estdo ligados aos oxigénios que se coordenam ao metal.
A desblindagem desses carbonos ocorrem devido a diminui¢do da densidade
eletronica em decorréncia da coordenacao. Esses resultados corroboram com o
descrito na literatura para outros complexos metalicos envolvendo os ligantes

naftoquinonas.!®!12

TABELA 4.12: Deslocamentos quimicos (0) exibidos pelos carbonos C1, C2 ¢
C4 para os ligantes naftoquinonas livres e apos coordenagao.

Ligante Complexo A (ppm)
C1=01 C2-02 (C4=03 C1=01 C2-02 C4=03 C1=01 C(C2-02 C4=03
NQ1 182,1 156,1 185,1 1b 184,5 170,2 188,8 2.4 14,1 3,7
NQ2 181,8 152,8 184, 7  2p 188,3 167,7 182,3 6,5 14,9 2.4
NQ3 181,6 154,6 185,0 3p 188,6 168,2 182,9 7,0 13,6 2,0
NQ4 181,6 154,9 1849  4p 188,7 168,6 182,7 7,1 13,7 2,2
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FIGURA 4.55: Espectros de RMN de BC{'H} A) do complexo 1b e de seu
respectivo ligante livre NQ1 em CDCl; e B) do complexo 4b e de seu respectivo
ligante NQ4 em acetona-ds.

Os dados de condutividade molar corroboraram com as propostas
estruturais apresentadas acima, indicando que os complexos 1b—4b sdo neutros.
Em diclorometano, compostos neutros apresentam valores menores que 12 S

cm? mol!.116

(Tabela 4.13). A composi¢do quimica dos complexos, determinada
por andlise elementar (Tabela 4.13), estd consistente com as formulagdes

sugeridas.

TABELA 4.13: Dados de andlise elementar e condutividade molar para os
complexos 1b-4b. Valores tedricos da composi¢cdo quimica dos complexos entre
parénteses.

Analise Elementar Condutividade Molar
Complexo (Teor.) (S em’ mol )
% C % H Branco Amostra
1b 72,36(72,58) 4,94(4,63) 0,04 0,20
2b 73,72(73,86) 5,51(5,23) 0,04 0,07
3b 75,04(75,12) 5,12(4,79) 0,04 0,12
4b 72,12(72,24)  4,74(4,49) 0,04 0,13
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Os complexos da série 2, foram investigados quanto as suas
propriedades Opticas. Seus espectros eletronicos foram comparados aos
espectros dos ligantes livres e do complexo precursor, para uma melhor
atribuicao das bandas.

Os espectros eletronicos dos ligantes NQ1 ¢ NQ2 em solucdo de
acetonitrila, sdo apresentados na Figura 4.56, nos quais sdo observadas bandas
intensas na regido de 230-290 nm. Segundo a literatura as bandas de absorcao
abaixo de 250 nm sdo atribuidas as transi¢oes do tipo m=—n* dentro do sistema
benzenoide e as bandas entre 250 ¢ 290 nm sao atribuidas as transi¢does n—m*
do nucleo quinondide.?®® Também sdo observadas nos espectros eletronicos dos
ligantes naftoquinonas bandas de caracteristica alargada na regido entre
300-450 nm, que foram atribuidas a sobreposi¢ao das transi¢des do tipo n—n* e
de transferéncia de carga intramolecular (ICT, do inglés Intramolecular Charge

Transfer) do substituinte para o anel de quinona que é um aceptor de elétrons.?”
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FIGURA 4.56: Espectros absor¢do UV-visivel dos ligantes A) NQ1 ¢ B) NQ2
em solucdo de acetonitrila e suas respectivas formulas estruturais com destaque
aos sistemas benzenoide e quinondide e atribui¢des das bandas de absorgao.

A banda ICT ¢ mais intensa quando os ligantes NQ1 e NQ2 sdo
desprotonados (Figura 4.57) porque a doagdo do substituinte para o sistema

quinonodide torna-se mais eficiente. Essas transi¢cOes sdo as responsaveis pela
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colora¢do intensa, com tonalidade avermelhada (NQ1 e¢ NQ?2), das solugdes
desses ligantes desprotonados. Em um estudo solvatocromico dos ligantes
(Figura 4.58) observamos que em solventes de baixa polaridade a forma neutra
da naftoquinona predomina e a banda ICT ndo ¢ observada. Conforme a
capacidade doadora de ligagdao de hidrogénio aumenta, a absorcao da banda ICT
aumenta porque o equilibrio desloca no sentido da forma zwitterionica da

naftoquinona.’® O comportamento eletronico dos ligantes naftoquinonas ja ¢é

bem descrito pela literatura.?%-219
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FIGURA 4.57: Espectros de absor¢ao UV-visivel dos ligantes NQ1 ¢ NQ2 em
solugdo de acetonitrila, antes e apos desprotonac¢do com uma solugio 0,1 mol-L!
de NaOH.
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FIGURA 4.58: Efeito solvatocromico nas bandas de absor¢ao dos ligantes NQ1
e NQ2.
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O complexo precursor, como discutido anteriormente para a série 1,
apresenta em seu espectro de absor¢cao uma banda de caracteristica alargada com
maximo em 264 nm, referente as transi¢des de transferéncia de carga interna do
ligante PPh; ((IL) m—m*, PPh3).

Os espectros eletronicos dos complexos 1b e 2b, quando
comparados aos espectros dos ligantes NQ1 e NQ2 desprotonados mostram que
apos a coordenacdo (Figura 4.59), a banda ICT deslocou-se para o vermelho e
ainda que esse deslocamento ndo seja acentuado indica um aumento da
densidade eletronica no grupo doador (substituinte O°), o que facilita a transi¢ao

ICT que ocorrera em uma regido de menor energia.
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FIGURA 4.59: Espectros de absor¢cao UV-visivel dos ligantes NQ1 ¢ NQ2
desprotonados e de seus respectivos complexos 1b e 2b, em solugdo de
acetonitrila.

As bandas com Apsx= 274 nm (1b) e 254 nm (2b) sdo bem mais
intensas que nos espectros dos ligantes, pois representam o somatdrio das
transigoes m—n* do complexo precursor ([Cu(NOs)(PPh;),]) e dos ligantes
naftoquinonas. Também ¢ observado nos espectros dos complexos 1b € 2b um
ombro em torno de 330 nm que ¢ referente as transi¢des do tipo n—n* das

naftoquinonas. Os espectros eletronicos dos complexos 1b e 2b, dos ligantes
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livres e do complexo precursor, em solucao de acetonitrila, com suas respectivas

atribuicoes sao visualizados na Figura 4.60.
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FIGURA 4.60: Espectros UV-visivel dos complexos 1b e 2b, dos ligantes NQ1
e NQ2 livres e do complexo precursor, em solucdo de acetonitrila, com as
respectivas tentativas de atribui¢des de suas bandas.

A Figura 4.61 mostra os espectros eletronicos dos ligantes
naftoquinonas NQ1 e NQ2 desprotonados e dos seus respectivos complexos 1b
e 2b, na regido entre 286-667 nm (35000-15000 cm™) que foram deconvoluidos
em componentes gaussianas individuais. As transigdes mais intensas sao
separadas em duas gaussianas € ambas sdo relativas as transi¢des de ICT. As
transi¢des em torno de 30303 cm! (330 nm), menos intensas, correspondem as
transicoes n—7n* das naftoquinonas sendo também separadas em duas
componentes gaussianas. As transi¢des de ICT e n—n* sdo igualmente
deconvoluidas em duas componentes gaussianas tanto nos ligantes quanto nos
complexos, no entanto, ocorrem variagdes na intensidade e na forma das bandas,
indicando alteragdes na estrutura eletronica das naftoquinonas devido a

coordenacao.
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FIGURA 4.61: Deconvolucdo dos espectros eletronicos dos ligantes NQ1 e

NQ2 desprotonados e de seus respectivos complexos 1b ¢ 2b na regido de
35000-15000 cm™.

Os espectros dos ligantes NQ3 e NQ4 antes da desprotonagdo, em
solucdo de acetonitrila (Figura 4.62), apresentam uma banda de caracteristica
alargada, de alta absortividade molar, com maximo de absor¢do em torno de 300
nm que corresponde as transi¢des do tipo n—n* do grupo estiril,?!! sobrepostas
as transi¢oes do sistema quinonoide da naftoquinona. Em torno de 370 nm ¢
observada uma banda de baixa absortividade molar atribuida as transi¢des ICT,
a banda de menor energia com maximo em torno de 460 nm foi atribuida as
transi¢des do tipo n—m*.212214 A banda de ICT aparece com baixa absortividade
molar e provavelmente sO esta presente porque a acetonitrila ndo estd totalmente

seca, e conforme vimos anteriormente, como a agua esta presente na acetonitrila
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a capacidade doadora de ligacao de hidrogénio aumenta a absor¢cdo da banda

ICT porque o equilibrio desloca no sentido da forma zwitterionica da

naftoquinona.
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FIGURA 4.62: Espectros de absor¢ao UV-visivel dos ligantes NQ3 ¢ NQ4 em

solugdo de acetonitrila, antes e apds desprotona¢do com uma solugio 0,1 molL!
de NaOH.

ApoOs a desprotonacdo, o espectro eletronico das naftoquinonas
sofre alteracdo significativa (Figura 4.62), e assim, trés bandas referentes as
transi¢coes T —m*, com maximos em torno de 230 nm (sistema benzenoide), 270
nm (sistema quinondide) e 330 nm (grupo estiril) sdo observadas. A banda ICT,
em torno de 370 nm, apds a desprotonagdo apresenta forte absortividade molar,
uma vez que a forma zwitteridnica da naftoquinona domina. No estudo
solvatocromico observamos o aumento da absor¢ao da banda ICT, a medida que
a capacidade doadora de ligacao de hidrogénio aumenta, conforme demonstrado

nos espectros eletronicos dos ligantes NQ3 e NQ4, na Figura 4.63.
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FIGURA 4.63: Efeito solvatocromico nas bandas de absorc¢do dos ligantes NQ3
e NQ4.

Do mesmo modo que para os complexos 1b ¢ 2b, os espectros
eletronicos dos complexos 3b e 4b, apresentaram apenas um sutil deslocamento
da banda ICT para o vermelho, sem alteragdes na forma da banda quando
comparados aos espectros dos ligantes desprotonados (Figura 4.64). No entanto,
as bandas com maximo de absorcao em torno de 260 nm sao bem mais intensas,
pois representam o somatorio das transicdes m—n* do complexo precursor
([Cu(NOs)(PPhs),]) e dos ligantes naftoquinonas. Os compostos também
apresentam uma banda com absor¢io maxima em torno de 330 nm que
correspondem as transigdes m—n* do grupo estiril. As transicoes de menor
energia no espectro dos complexos corresponde as transi¢cdes do tipo n—n* ¢
ndo foram deslocadas apdés a coordenagdo. Os espectros eletronicos dos
complexos 3b ¢ 4b, dos ligantes livres e do complexo precursor, em solug¢ao de

acetonitrila, com suas respectivas atribuigdes sao visualizados na Figura 4.64.
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FIGURA 4.64: Espectros de absorcdo UV-visivel dos ligantes NQ3 ¢ NQ4
desprotonados e dos seus respectivos complexos 3b e¢ 4b, em solu¢do de
acetonitrila, com destaque para a regido da banda de ICT.
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FIGURA 4.65: Espectros UV-visivel dos complexos 3b ¢ 4b, dos ligantes NQ3
e NQ4 livres e do complexo precursor, em solucdo de acetonitrila, com as
respectivas tentativas de atribuigdes de suas bandas.

A Figura 4.66 mostra a regido entre 277-833 nm (36000-12000
cm!) dos espectros eletronicos dos ligantes naftoquinonas NQ3 e NQ4
desprotonados e dos seus respectivos complexos 3b ¢ 4b, que foram
deconvoluidos em diferentes componentes gaussianas. Do mesmo modo que
para os complexos 1b e 2b, a deconvolu¢do mostrou que essa regido apresenta o
mesmo numero de bandas tanto nos ligantes quanto nos complexos, com
variagdes na intensidade dessas bandas, indicando alteragdes na estrutura

eletronica das naftoquinonas devido a coordenagdo. Como nio surgem novas
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bandas sugere-se que nessa regido do espectro ndo ocorrem transi¢des do tipo
MLCT (Cu—T*jafioquinona) apOs a coordenacdo. O mesmo foi observado nos
espectros dos complexos 1b e 2b. Portanto, essa banda deve ocorrer em uma

regido de maior energia, assim como para os complexos da série 1.
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FIGURA 4.66: Deconvolucao dos espectros eletronicos dos ligantes NQ3 e
NQ4 desprotonados e de seus respectivos complexos 3b e 4b na regido de
36000-12000 cm™.

A deconvolucao da banda com absor¢ao méaxima em torno 270 nm
(37037 cm™) dos complexos, nos permitiu sugerir que as gaussianas com
maximo de absor¢do em torno de 280 nm (35714 cm™) sdo relativas as
transigdes de natureza IL: n—n* e MLCT, como indicadas na Figura 4.67. Nos
complexos de Cu(I) com os ligantes aciltioureias, as bandas MLCT foram

atribuidas nessa mesma regido do espectro. Observemos que as gaussianas
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separadas a partir do espectro experimental sdo de caracteristica alargada nao

sendo possivel atribuir individualmente a transicdo de MLCT.
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FIGURA 4.67: Deconvolugao dos espectros eletronicos dos complexos 1b, 2b,
3b e 4b na regido do ultravioleta

A Tabela 4.14 mostra os comprimentos de onda maximos das

bandas observadas, bem como os respectivos valores de absortividade molar (g)

de todos os complexos e ligantes, além da atribui¢do tentativa das bandas. A

absortividade molar foi calculada da mesma forma descrita para os complexos

da série 1. As curvas referentes aos ligantes e complexos sdo apresentadas na

secdo de apéndice nas Figuras A85-A89.
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TABELA 4.14: Comprimento de onda de absor¢cdo maxima (A, nm),
absortividade molar (¢, mol'L cm™) e tentativa de atribui¢do das bandas dos
ligantes NQ1-NQ4, ¢ de seus respectivos complexos 1b-4b, em solucdo de
acetonitrila.

Ligantes * ¢ Transicio  Complexos g ‘ Transicao
(nm) (mol'Lem™) (nm)  (mol'Lem™)
NQ1 250 19741 n—7¥ 1b 276 35247 ILCT/ MLCT
276 18776 n—* 330 Ombro ILCT: n—n*
332 3362 n—n*/ICT 488 3057 ICT
NQ2 254 28331 n—* 2b 254 42709 ILCT
284 18886 n—m* 274 37521 ILCT/ MLCT
334 3937 n—n*/ICT 330 Ombro n—m*
540 3856 ICT
NQ3 236 15489 n—m* 3b 266 38150 ILCT/ MLCT
310 36810 n—m* 334 17200 ILCT
462 7230 n—om* 376 30405 ICT
582 3408 ILCT: n—n*
NQ4 228 23120 n—* 4b 264 40408 ILCT/ MLCT
312 53120 n—1¥ 334 16505 ILCT
462 10573 n—m* 382 35268 ICT
510 3537 ILCT: n—n*

4.4 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Devido a capacidade das naftoquinonas de geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS),”> o composto 4b foi selecionado para ter essa
habilidade investigada em solucdes de DMSO por EPR. Adicionalmente a
estabilidade fotoquimica do complexo 4b foi monitorada por UV-vis.

A Figura 4.68 apresenta a estabilidade fotoquimica de uma solucao
do complexo 4b apds irradiagdo com luz LED 375 nm e lampada RPR-4190
(400-450 nm). Em ambos os casos, a irradiagdo levou a diminui¢do da absorcao
de todas as bandas do complexo e ndo houve aparecimento de novas bandas. A
fotdlise exaustiva resultou no desaparecimento das bandas, quase que em sua

totalidade (Figura 4.69A). Apos a incidéncia da luz ser interrompida o sistema
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ndo retornou a situagao original (Figura 4.66A). A fotdlise exaustiva também
resultou na mudanga de coloracdo da solugdo de azul para incolor (Figura

4.68B).
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FIGURA 4.68: Espectros UV-vis do complexo 4b (20 uM) irradiados com luz
LED 375 nm e lampada RPR-4190, em DMSO na presenca de O, (sistema

aberto).
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FIGURA 4.69: A) Volta térmica do complexo 4b no escuro (20 uM) em DMSO,
acompanhada por UV-vis, apos 19 h de irradiagdo com luz LED de 375 nm ¢ B)
Fotografias das cubetas no inicio e apds 19 h de irradiagdo com luz LED de 375
nm.

Os resultados apresentados acima indicaram fotodegradacdo do

complexo 4b. Também foi observado que esse processo ¢ dependente do
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oxigénio, nao sendo observada qualquer mudanca do espectro do complexo 4b

quando este estd ausente (Figura 4.70).
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FIGURA 4.70: Espectros UV-vis de uma solugdao do complexo 4b em DMSO
(25 uM) irradiado em diferentes tempos, na auséncia de O, (solucdo saturada
com Ar).

Para a deteccdo de ROS utilizamos a técnica de EPR “spin trap”
DMPO.?"5 Espécies reativas de oxigénio ndo podem ser detectadas diretamente
por EPR devido aos seus tempos de vida curtos, entretanto, reagem rapidamente
com os sequestradores de spins, como por exemplo, o DMPO formando adutos
de spin estaveis que podem ser caracterizados pelo espectro de EPR 21521
Portanto, uma solucao do complexo 4b foi monitorada por EPR na presenca de
oxigénio e irradiacdo (LED 375 nm) em diferentes tempos.

Foi observado que mesmo antes da irradiagdo, em um ambiente

com baixa luminosidade o processo de formagdo de ROS ¢ inicializado, sendo
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identificada a formagdo do aduto caracteristico da espécie ‘OOH (radical
hidroperoxila), em DMSO. A identificacdo do aduto foi realizada através da
simulacdo do espectro obtido experimentalmente (Figura 4.71A) e cujas
constantes de acoplamento hiperfinas foram determinadas como Ani= 12,97 G;
Am= 10,53 G e Am= 1,33 G. Essas constantes correspondem aquelas relatadas
na literatura para o aduto ‘DMPO-OOH.?!” O esquema reacional da formagédo do

aduto ¢ mostrada na Figura 4.71B
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FIGURA 4.71: A) Espectros de EPR experimental e simulados de uma solugdo
do complexo 4b (10 uM) e DMPO (40 mM) em DMSO, antes da irradiagdo
evidenciando a formagdo do aduto (‘DMPO-OOH) e B) Esquema reacional de

formacdo do aduto (DMPO-OOH).
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O processo de formagdo de ROS ¢ potencializado a medida que o
tempo de exposi¢ao da solugdo do complexo 4b, a irradiacdo aumenta, conforme
observado nas Figuras 4.72A e 4.72B. Também pode ser observado que o aduto
'DMPO-OOH praticamente desaparece e se forma majoritariamente uma nova
espécie que foi atribuido ao aduto "‘DMPO-OH, formado pela reagdo do DMPO
com o radical "‘OH (Figura 4.73A).

O aduto ‘DMPO-OH ¢ conhecido por fornecer o sinal de EPR
caracteristico com intensidades de linhas 1:2:2:1 devido aos valores
aproximadamente iguais de acoplamento hiperfinos An = Ay = 1,49 mT em
solugdes cujo solvente € a dgua. No entanto as caracteristicas espectrais do aduto
‘DMPO-OH em DMSO apresentou um padrao de EPR completamente diferente,
como pode ser observado na Figura 4.73B, com constantes de acoplamento
hiperfinas Ax = 1,395 mT (13,95 G) e Ay = 1,181 mT (11,81 G). Zalibera et
al.,’'® em estudo anterior sobre a geracdo térmica de adutos de “spin trap”
estaveis com estrutura super-hiperfina, mostraram que uma amostra contendo o
aduto ‘'DMPO-OH em solucdo aquosa apresentou o padrao tipico de EPR com
constantes Any = 1,493 mT e Ay = 1,474 mT. Porém ao diluirem essa mesma
amostra com o DMSO na proporg¢ado 1:1 (v/v), o padrao de EPR foi diferente,
apresentando um conjunto de 6 linhas, semelhante ao apresentado para o aduto
radicalar observado apds a irradiagdo da amostra contendo o complexo 4b ¢ o
“spin trap” DMPO. Segundo os autores a menor permissividade dielétrica da
mistura DMSO/ agua, quando comparado a 4gua pura influencia
significativamente as constantes de acoplamento hiperfinas e os sinais

observados desviam-se amplamente do padrao classico de intensidade de linha

1:2:2:1.218
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FIGURA 4.72: A) Espectros de EPR de uma solugdao do complexo 4b (10 uM) e
DMPO (40 mM), em DMSO obtidos ao longo de 60 min de irradiacao
evidenciando a formac¢do dos adutos ‘DMPO-OOH e ‘DMPO-OH e B)
Representagdo grafica do aumento da intensidade do sinal de EPR em fung¢ao do
tempo de exposi¢ao a irradiagdo, da solucao do complexo 4b.
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FIGURA 4.73: A) Esquema reacional de formagdo do aduto DMPO-OH e B)
espectros de EPR experimental e simulados de uma solu¢ao do complexo 4b (10
uM) e DMPO (40 mM), em DMSO, apés 60 min da irradia¢do evidenciando a

formacédo do aduto ‘DMPO-OH.

Os resultados obtidos para a geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) mostram que os complexos da série 2 sdo capazes de gerar essas
espécies, mesmo antes da irradiacao podendo ter sua acdo citotdxica nas células
tumorais potencializada pela formacgdo dessas espécies. No entanto neste
trabalho o ensaio de formacdo de ROS intracelular nao foi possivel de ser
realizado. Futuramente pretendemos investigar além da formacao intracelular de

ROS o mecanismo pelo qual essas espécies sdo formadas em DMSO. Os
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parametros de EPR obtidos para os adutos radicalares sdo apresentados na

Tabela 4.15.

TABELA 4.15: Parametros de EPR obtidos a partir da simulagdo dos espectros

experimentais dos adutos "DMPO-OOH e ‘DMPO-OH.

Parametros de RPE
"‘DMPO-OOH ‘DMPO-OH

gl 2,0060 2,0059

g2 1,9797 1,9797
Iwpp1l [0,835 0,743] Gauss [1,387 0,456] Gauss
Iwpp2 [2,722 3,728] Gauss [0,747 4,86] Gauss

Ant 36,16 MHz = 12,97 Gauss 38,89 MHz = 13,95 Gauss

Am 29,37 MHz = 10,53 Gauss 32,93 MHz = 11,81 Gauss

Anz 3,71 MHz = 1,33 Gauss

4.5 - Estabilidade e citotoxicidade in vitro dos complexos (série 2)

A estabilidade dos complexos da série 2 em solugdo de DMSO/
meio cultura celular também foi investigada utilizando as técnicas de RMN de
SIPHY e espectrofotometria UV-vis € o comportamento foi o mesmo
observado para os complexos da série 1.

A Figura 4.74 mostra os espectros de RMN de *'P{'H} das solugdes
dos complexos 1b-4b, nos quais foi observado um singleto em torno de -4 ppm
referente aos complexos € ja no inicio do monitoramento um outro sinal em
aproximadamente 28 ppm, atribuido a trifenilfosfina oxidada. Esse sinal
aumenta com o tempo de exposi¢do dos complexos a mistura DMSO (90 %)/

meio de cultura (10%), indicando que os complexos ndo sdo estaveis nessas
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condic¢des, ocorrendo a labilizacdo do ligante trifenilfosfina (PPhs) e posterior

oxidacao a PPh;O0.

* PPh;O
s Complexo 2b

1 @ Complexo 1b Q@,@
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FIGURA 4.74: Espectros de RMN de *'P{'H} de solugdes saturadas dos
complexos 1b-4b, em uma mistura DMSO (90%)/ Meio de cultura (10%), em
diferentes tempos de monitoramento.

Nos espectros das solugdes dos complexos (10 uM) monitoradas
por espectrofotometria UV-vis ao longo de 48 h, foi observado que os
complexos quando adicionados ao meio de cultura, sofrem decomposicao
indicada pela diminui¢do da intensidade das bandas de absor¢do referente aos
complexos, corroborando com os resultados de RMN de *'P{'H}, assim como
ocorreu para os complexos da série das aciltioureias.

Os espectros UV-vis das solugdes dos complexos 1b-4b sdo

apresentados na Figura 4.75. As condigdes experimentais utilizadas neste
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experimento foram as mesmas utilizadas nos testes bioldgicos (0,5% DMSO e
99,5% meio de cultura). Nos espectros dos complexos 3b e 4b, no tempo de 24
h uma banda com deslocamento para o azul em relacdo a banda do complexo ¢é
observada. Essa banda foi atribuida aos ligantes naftoquinonas livres, sugerindo
que esse ligante também ¢ labilizado do centro metalico, quando os complexos
sao expostos ao DMSO (0,5%)/ meio de cultura (99,5%). Essa atribuicao
baseou-se na comparagdo dos espectros dos complexos com os espectros dos

ligantes livres nas mesmas condi¢des experimentais (Figura A90).

0,6 : 0,5
Complexo (1b) Complexo (2b)

2
S
L

Absorbiincia (u.a)
Absorbéncia (u.a)
s =
~ w

)

B ai - n.
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Complexo (3b)

Complexo (4b)

—(h
o
——4h

—_
_ %
3 c
: +
", =
= 04 : ; —--24h =
8 - -
g 03 72h =
2 g
Tt w
S 02 =
ws
= -«
< 0,1
0.0- s o
T T T T T 1 T T T T T
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.75: Espectros UV-vis de solucdes 10 uM dos complexos 1b-4b, em
uma mistura DMSO (0,5%)/ Meio de cultura (99,5%), em diferentes tempos de
monitoramento.

Os resultados de RMN de *'P{'H)} e da espectrofotometria UV-vis
sugerem que os ligantes sdo labilizados da esfera de coordenagdo e os
complexos nas suas formas originais, nas mesmas condi¢des experimentais dos

ensaios bioldgicos ja ndo existem no periodo de 24 h. No entanto, mesmo com a
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labilizacdo dos ligantes trifenilfosfina e naftoquinonas, os complexos sao
citotoxicos, enquanto que o sal de cobre precursor dos complexos e os ligantes
livres ndo sdo, demonstrando a importancia dos complexos 1b-4b para a acao
citotoxica, ainda que essa atividade seja semelhante a do complexo precursor
[Cu(PPh3),NOs] conforme mostra os valores de ICsy descritos na Tabela 4.16.
As curvas de concentracdo-resposta sao mostradas na se¢do de apéndice na
Figura A91. Vale ressaltar que o complexo [Cu(PPh;);NOs] também ndo ¢
estavel quando exposto ao meio de cultura celular, ocorrendo também a
labilizacdo do ligante PPh; como discutido anteriormente na se¢do dos

complexos da série 1.

TABELA 4.16: Valores de ICsy obtidos para os complexos 1b-4b, sal de Cu,
ligantes, complexo precursor e cisplatina frente as linhagens celulares tumorais
(MCF7, MDA-MB-231 e A549) e ndo tumorais (MCF-10A e MRCS5) apds 48 h
de incubagdo com os compostos.

Citotoxicidade apos 48 h de incubagao, ICso (UM)

MCF7 MDA-MB-231 MCF-10A A549 MRC-5
1b 15+3 55+0,3 59+0,2 3,603 2,7+0,2
2b 9+1 6,5+0,3 44+0,8 6,1 +04 3,3+0,2
3b 11+3 72+0,3 54+0,3 44+0,1 2,88 +£0,09
4b 7+2 7,89 + 0,08 40+0,2 45+0,1 3,4+0,2

Cu(NO3)2:3H20 >25 >25 >25 >25 >25
Precursor n.t 3,6+0,2 n.t n.t 2,4+0,1
PPhs >25 >25 >25 >25 >25
Naftoquinonas >25 >25 >25 >25 >25
Cisplatina 9+3 2,4+0.2 23.9+0,7 14+1 29.1+0,8

n.t: ndo testado

De posse dos resultados de citotoxicidade, considerando que os
complexos possuem efeitos citotoxicos semelhantes em todas as linhagens de

c¢lulas tumorais, os complexos 1b e 4b foram selecionados para estudos
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bioldgicos mais detalhados na linhagem celular MDA-MB-231. Assim os
complexos 1b ¢ 4b foram investigados quanto a sua capacidade de alterar a
morfologia celular, inibir a forma¢do de coldnias e inibir a migragdo celular
através do ensaio de Wound Healing.

A citotoxicidade dos complexos 1b ¢ 4b também foram
determinadas no tempo de 24 h na linhagem MDA-MB-231 [7 = 1 uM (1b) e
6,4 = 0,2 (4b)]. Os valores de ICsy dos complexos nesse tempo foram similares
aos valores obtidos no tempo de 48 h. A adi¢do das naftoquinonas ao centro
metalico, embora n3o tenha melhorado o ICsy com relacio ao complexo
precursor, provavelmente tem influéncia no mecanismo pelo qual os complexos
sdo ativos. Curiosamente como observado pela espectrofotometria UV-vis, em
24 h todo o ligante naftoquinona ja foi labilizado, e apds esse tempo os
complexos ndo tiveram sua atividade citotoxica melhorada nas células MDA-

MB-231.

4.5.1 - Analise da Morfologia celular

A analise morfologica das células MDA-MB-231 tratadas com os
complexos 1b e 4b, em diferentes concentragdes, que corresponderam aos
respectivos valores de Y2xICsp, ICsp € 2XICso dos complexos no tempo de 48 h,
mostrou que os complexos apresentaram comportamento similar aos observados
para os complexos da série 1 (Figura 4.77). No entanto, as alteracOes como
diminuicao da densidade celular, aparecimento de células redondas e perda de
adesao celular foram principalmente observadas na concentracdo maior que a do
ICsy e se intensificaram com o tempo de exposi¢do das células aos complexos.
Essas alteragdes sao indicativos de que os complexos 1b e 4b nas concentragdes
maiores que a do ICsp podem induzir mais eficientemente a morte das células

MDA-MB-231.
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FIGURA 4.76: Micrografias das células MDA-MB-231 apés tratamento com os
complexos 1b ¢ 4b em diferentes concentragdes e tempos de exposigao.

Na linhagem celular MCF-10A, o efeito na morfologia dos
complexos 1b e 4b foi o0 mesmo apresentado para a linhagem MDA-MB-231,
embora as alteragdes ja sejam perceptiveis na concentracdo do ICsy (Figura
4.78), corroborando com o ensaio de MTT em que os valores de ICsy sdo

similares em ambas as linhagens celulares.
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FIGURA 4.77: Micrografias das células MCF-10A apos tratamento com os
complexos 1b e 4b em diferentes concentragdes € tempos de exposicao.

4.5.2 - Ensaio de Formacao de colonias

Os resultados obtidos no ensaio de formag¢ao de colonias mostraram
que os complexos 1b e 4b ndo inibiram significativamente a area e a intensidade

das colonias até a concentragdo do 1Cso, sendo observado efeito inibitorio apenas
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na concentragcdo 2xICsy, (Figuras 4.79 e 4.80), diferente do que ocorreu para os
complexos da série 1 que inibiram a formacgdo de colonias de uma maneira
dependente da concentragao. Isto evidencia mais uma vez que a incorporagao de
diferentes ligantes ao complexo precursor modula os mecanismos pelos quais os
compostos sdo ativos. Os complexos 1b e¢ 4b mostraram-se, portanto, ser
capazes de interferir nos processos de crescimento, desenvolvimento e
multiplicacdo celular, além de serem citotdxicos apenas nas concentragdes

superiores a do ICsy na linhagem celular tumoral MDA-MB-231.
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FIGURA 4.78: Sobrevivéncia clonogénica das células MDA-MB-231 tratadas
com diferentes concentracdes do complexo 1b por 48 h. A representagdo dos
pocos e limiares para o experimento ¢ mostrada junto com as quantificagdes
graficas da area e intensidade das colonias. Os dados representam a média += DP
dos ensaios em triplicata. Significancia nos niveis * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA e teste Dunnet’s.
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FIGURA 4.79: Sobrevivéncia clonogénica das células MDA-MB-231 tratadas
com diferentes concentracdes do complexo 4b por 48 h. A representagdo dos
pocos e limiares para o experimento ¢ mostrada junto com as quantificagdes
graficas da area e intensidade das colonias. Os dados representam a média = DP
dos ensaios em triplicata. Significancia nos niveis * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA e teste Dunnet’s.

4.5.3 - Ensaio de inibi¢cdo da Migracdo (Wound Healing)

A migracdo celular esta relacionada a metastase, que € o processo
de disseminagdo das células cancerigenas do tumor primario para tecidos e
orgdos distantes, sendo a principal causa de morte em decorréncia do
cancer,?*?122! tornando o desenvolvimento de compostos capazes de inibir a
migracdo uma importante estratégia para a terapia dessa doenga. Dessa forma,

os complexos 1b e 4b foram investigados quanto a suas capacidades de inibir a
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migracao celular através do ensaio de cicatrizagao de feridas (Wound Healing).
Esse ensaio consiste na realiza¢io de um risco sobre a monocamada celular??>223
com confluéncia em torno de 80% e posterior tratamento com as solugdes dos
complexos.

ApoOs o tratamento com os complexos de cobre, observou-se que o
complexo 1b ¢ capaz de inibir a migragdo celular nas concentracdes utilizadas,
somente no tempo de 48 h, uma vez que na presenca do complexo nao houve
fechamento completo da risca quando comparado ao controle, embora a inibi¢ao
tenha sido apenas proxima de 20 % (Figura 4.81A). J4 o complexo 4b foi mais
eficaz inibindo a migragdo ja no tempo de 24 h na concentragdo '42xICsy, sendo
que em 48 h a inibi¢cdo foi em torno de 40% (Figura 4.81B). Vale ressaltar que
as concentragdes utilizadas dos complexos foram abaixo da concentragdao do
ICso, para que o efeito observado fosse apenas de inibicao da migracao celular e
ndo de efeito citotoxico. Também foi utilizada a Mitomicina C, um agente
antiproliferativo®>* para evitarmos a proliferacdo celular ao avaliarmos o

fechamento da risca.
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FIGURA 4.80: A esquerda, micrografias das células MDA-MB-231 obtidas no
ensaio de Wound Healing no qual avaliou-se o efeito na migragdo celular dos
complexos 1b e 4b nas concentragdes 4ICso e 21Cso. A objetiva utilizada no
experimento foi a com aumento de 4x. A direita, representacio grafica da
porcentagem de fechamento da risca apds 24 e 48 h de incubacdo com os
complexos. As imagens apresentadas sdo representativas de cada condig@o e os
dados representam a média = DP dos ensaios em triplicata. Significancia nos
niveis * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA ¢
teste Dunnet’s.
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5 - CONCLUSOES

Neste trabalho 12 complexos de Cu (I)/Trifenilfosfina contendo os
ligantes aciltioureias ¢ 4 contendo os ligantes naftoquinonas foram sintetizados e
caracterizados pelo uso de diversas técnicas espectroscopicas, espectrométricas,
analise elementar e difragdo de raios X. No aspecto estrutural, os complexos
la-6a se destacaram por apresentarem o modo de coordenacao bidentado (S,0)
e neutro para os ligantes aciltioureias, que ¢ pouco usual, tornando esses
complexos relatos importantes para esse modo de coordenacdo. Vimos que as
ligacdes de hidrogénio sdo importantes para a estabilizacdo desse modo de
coordenacdo dos ligantes aciltioureias.

Na caracterizagio dos complexos 1-6 a técnica de RMN de *C {'H}
se destacou por apresentar o padrao de deslocamento quimico incomum, para os
carbonos C=0 e C=S do ligante aciltioureia apds a coordenacdo. Vimos que no
caso desses carbonos apenas o C=0O deslocou-se para regidao mais desblindada
do espectro, enquanto o C=S permaneceu inalterado, mesmo ocorrendo
deslocalizacao eletronica apos a coordenagdo bidentada (S, O) e anionica dos
ligantes de aciltioureias. Com base nos calculos DFT sugerimos que esse padrao
incomum esté associado a efeitos relativisticos que provavelmente interferem na
blindagem desses carbonos, que sdo adtomos vizinhos aos atomos diretamente
ligados ao centro de Cu(I).

Os complexos 1b-4b do ponto de vista quimico e biologico
chamam atencdo pela sua capacidade de geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), como comprovado para o complexo 4b através da técnica de
ressonancia paramagnética eletronica (EPR)/ “spin trap” DMPO. Vimos que o
complexo 4b ¢ capaz de formar as espécies radicalares ‘'OOH e ‘OH em DMSO.
Essas espécies estdo envolvidas em processos bioldgicos importantes como por
exemplo, o processo de produgdo de energia. No entanto quando em excesso

podem gerar estresse oxidativo, que para a aplicabilidade dos complexos como
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agentes citotoxicos para células tumorais € interessante pois podem sinalizar ou
induzir as células & morte € embora ndo tenhamos investigados a produgao de
ROS diretamente nas células ¢ totalmente possivel que essas espécies ocorram ja
que os ligantes naftoquinonas sao reconhecidamente compostos capazes de gerar
ROS.

Os complexos de ambas as séries de ligantes compartilharam a
caracteristica de serem instaveis quando expostos ao meio de cultura celular, o
que influenciou diretamente na citotoxicidade in vitro desses complexos. Os
resultados relatados mostraram que os complexos sdo citotoxicos para todas as
linhagens celulares testadas e embora instaveis, os complexos originalmente
adicionados sdo importantes para o dano celular, uma vez que os ligantes livres
ou o sal precursor de cobre dos complexos ndo sdo ativos. Vimos também que
os ligantes aciltioureias e naftoquinonas provavelmente modularam os
mecanismos de acdo dos complexos, uma vez que em estudos bioldgicos mais
detalhados as duas séries de compostos apresentam diferengas perceptiveis,
como por exemplo, o fato dos complexos agirem de diferentes formas no ensaio
de formagdo de colonias. Os complexos da série das aciltioureias inibiram a
formagao das coldnias de uma maneira concentragao-dependente, enquanto que
o efeito inibitorio dos complexos da série das naftoquinonas s6 foram
observados na concentracao 2xICsy.

De modo geral os resultados dos ensaios morfoldgico, formacao de
colonia, ciclo celular e apoptose evidenciam o comportamento citotoxico €
citostaticos dos complexos 1 e la, da série dos ligantes aciltioureias. Os
complexos 1 e la alteraram significativamente o citoesqueleto das células
MDA-MB-231, reduzindo a densidade e promovendo a condensagdo dos
filamentos de F-actina. Promoveram o aumento das células com DNA
fragmentado (sub-GO) e induziram as células a morte por apoptose. Os

complexos da série das naftoquinonas 1b e 4b alteraram a morfologia das
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células MDA-MB-231, inibiram a formacdo de colonias em concentracoes
maiores que a do ICsy e foram capazes de inibir a migracdo celular.

Este trabalho ¢, portanto, um importante estudo que contribui para o
desenvolvimento de trabalhos futuros que visem compreender a potencialidade
dos complexos de cobre para uso medicinal. Nao menos significante que as
propriedades bioldgicas dos complexos de cobre (I), suas propriedades quimica
e estrutural trazem grande contribui¢do para a literatura, uma vez que os
complexos apresentaram caracteristicas singulares, como por exemplo, o padrao
de deslocamento de RMN de *C dos carbonos C=S ¢ C=0 incomum para
complexos 1-6, ou o modo de coordenacdo bidentado (S, O) e neutro da
aciltioureia, nos complexos la-6a, que ¢ pouco observado em complexos

metalicos.
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APENDICE

Caracterizacao completa dos complexos da série 1:

[Cu(N,N-dimetil-N'-benzoiltioureia)(PPhs):] (1): S6lido amarelo. Rendimento
(78 %). Analise elementar experimental (teorica) (%): C, 70,94 (69,46); H, 5,48
(5,20); N, 3,88 (3,52); S 4,02 (4,03). Condutividade molar (DMSO): 0,986 S
cm? mol!. ESI(+)-MS/MS (m/z): 795,1820 [M + H]", 533,0885 [M-PPh;]" ¢
587,1122 [M-Aciltioureia]*. IV (KBr, ecm™): (0(C-H)igantes) 3045, 3001, 2922;
(v(C=0)) 1510; (v(C=S)) 1240; (v(C-P)) 1092. RMN de *'P{'H} (162 MHz,
CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -3,6 (s). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;,
298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribui¢ao)]: 3,11 (s, 3H, CH; da
aciltioureia); 3,21 (s, 3H, CH; of aciltioureia); 7,16 — 7,23 (m, 2H, Hyea da
aciltioureia/ 12H, Hmew da trifenilfosfina); 7,27 — 7,32 (m, 1H, Hpaa da
aciltioureia/ 6H, Hpaa da trifenilfosfina); 7,33 — 7,41 (m, 12H, Howo da
trifenilfosfina); 7,89 — 7,93 (m, 2H, Hoo da aciltioureia). RMN de BC{'H} (100
MHz, CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢do)]: 39,8 (CH; da
aciltioureia); 40,6 (CHs da aciltioureia); 127,5 (Cueta da aciltioureia); 128,4 (d,
3Jcp= 8,7 Hz, Cpera da trifenilfosfina); 129,08 (Cono da aciltioureia); 129,3 (Cpara
da trifenilfosfina); 129,9 (C,u da aciltioureia); 134,0 (d, 2Jcp= 15,3 Hz, Cono da
trifenilfosfina); 134,5 (d, 'Jep= 22,7 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina); 139,7
(Cquaternario da aciltioureia); 169,4 (C=0O of aciltioureia); 179,5 (C=S da

aciltioureia).

[Cu(N,N-dietil-N'-benzoiltioureia)(PPhs):] (2): Sélido amarelo. Rendimento
(80 %). Andlise elementar experimental (teorica) (%): C, 70,19 (70,01); H, 5,89
(5,51); N, 3,82 (3,40); S 3,98 (3,89). Condutividade molar (DMSO): 0,543 S
cm? mol”. ESI(+)-MS/MS (m/z): 823,2088 [M + H]", 561,1189 [M-PPh;]" e
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587,1113 [M-Aciltioureia]”. IV (KBr, cm™): (0(C-H)iigantes) 3054, 2966, 2926;
(v(C=0)) 1518; (v(C=S)) 1130; ((v(C-P/Cu-P)) 515, 505. RMN de *'P{'H} (162
MHz, CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -3,9 (s). RMN de 'H (400 MHz,
CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicao)]: 1,03 (t, 3H,
CHj; da aciltioureia); 1,23 (t, 3H, CHj; of aciltioureia); 7,17 — 7,23 (m, 2H, Hueta
da aciltioureia/ 12H, Hpew da trifenilfosfina); 7,26 — 7,32 (m, 1H, Hpaa da
aciltioureia/ 6H, Hpaa da trifenilfosfina); 7,33 — 7,40 (m, 12H, Howo da
trifenilfosfina); 7,90 — 7,93 (m, 2H, Hoxo da aciltioureia). RMN de BC{'H} (100
MHz, CDCls, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢do)]: 12,9 (CHs da
aciltioureia); 13,4 (CHjs da aciltioureia); 44,9 (CH; da aciltioureia); 45,3 (CH; da
aciltioureia); 1274 (Cueww da aciltioureia); 1284 (d, *Jcp= 8,9 Hz, Chewn da
trifenilfosfina); 129,1 (Coro da aciltioureia); 129,3 (Cpara da trifenilfosfina); 129,8
(Cpara da aciltioureia); 134,0 (d, 2Jcp= 15,6 Hz, Coro da trifenilfosfina); 134,6 (d,
Jer= 21,7 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina); 140,0 (Cquatemario da aciltioureia);
169,5 (C=0 of aciltioureia); 177,8 (C=S da aciltioureia).

[Cu(N,N-dipropil-N'-benzoiltioureia)(PPhs):] 3): Solido amarelo.
Rendimento (76 %). Andlise elementar experimental (tedrica.) (%): C, 70,87
(70,53); H, 5,91 (5,80); N, 3,53 (3,29); S 3,99 (3,77). Condutividade molar
(DMSO): 0,457 S c¢cm? mol!. ESI(+)-MS/MS (m/z): 589,1109 [M-PPh;]. IV
(KBr, cm™): (0(C-H)jigantes) 3055, 3003, 2966, 2926, 2868; (v(C=0)) 1522;
(v(C=S)) 1225; (v(C-P)) 1094. RMN de *'P{'H} (162 MHz, CDCl;, 298 K)
[ppm, (multiplicidade)]: -3,9 (s). RMN de 'H (400 MHz, CDCl3, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, integral, J (Hz), atribui¢do)]: 0,82 (t, *J= 7,4 Hz, 3H, CH; da
aciltioureia); 0,90 (t, °>J= 7,4 Hz, 3H, CH; da aciltioureia); 1,43 — 1,56 (m, 2H,
CH; da aciltioureia); 1,59 — 1,74 (m, 2H, CH; da aciltioureia); 3,58 — 3,66 (m,
4H, CH; da aciltioureia); 7,15 — 7,24 (m, 2H, Hueta da aciltioureia/ 12H, Hpern da
trifenilfosfina); 7,26 — 7,32 (m, 1H, Hpaa da aciltioureia/ 6H, Hpaa da
trifenilfosfina); 7,33 — 7,42 (m, 12H, Hoxo da trifenilfosfina); 7,87 — 7,93 (m, 2H,
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Hoo da  aciltioureia). RMN de “C{'H} (100 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, J (Hz), atribui¢do)]: 11,6 (CH3 da aciltioureia); 11,8 (CH; da
aciltioureia); 20,9 (CH; da aciltioureia); 21,6 (CH; da aciltioureia); 52,7 (CH, da
aciltioureia); 53,0 (CH; da aciltioureia); 127,5 (Cueta da aciltioureia); 128,4 (d,
3Jcp= 8,6 Hz, Cpera da trifenilfosfina); 129,1 (Cono da aciltioureia); 129,3 (Cpara da
trifenilfosfina); 129,8 (Cpaa da aciltioureia); 134,1 (d, 2Jcp= 15,5 Hz, Cono da
trifenilfosfina); 134,6 (d, 'Jep= 21,4 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina); 140,1
(Cquatemario da aciltioureia); 169,4 (C=0O of aciltioureia); 178,3 (C=S of

aciltioureia).

[Cu(N,N-dibutil-N'-benzoiltioureia)(PPhs):] (4): S6lido amarelo. Rendimento
(81 %). Analise elementar experimental (teorica) (%): C, 70,86 (71,01); H, 6,25
(6,07); N, 3,16 (3,18); S 3,67 (3,65). Condutividade molar (DMSO): 0,379 S
cm? mol!. ESI(+)-MS/MS (m/z): 881,2705 [M + H]', 617,1816 [M-PPh;]" ¢
587,1060 [M-Aciltioureia]*. IV (KBr, cm™): (0(C-H)jigantes) 3055, 3001, 2957,
2928, 2868, 2854; (v(C=0)) 1508; (v(C=S)) 1240; (v(C-P)) 1094. RMN de
SIP{IH} (162 MHz, CDCls, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -3,9 (s). RMN de 'H
NMR (400 MHz, CDCls, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz),
atribui¢do)]: 0,83 (t, *J= 7,3 Hz, 3H, CH; da aciltioureia); 0,93 (t, °J= 7,4 Hz,
3H, CH; da aciltioureia); 1,19 — 1,46 (sinais sobrepostos, 6H, CH, da
aciltioureia); 1,57 — 1,68 (sinais sobrepostos, solvente e 2H, CH, da aciltioureia);
3,61 — 3,70 (m, 4H, CH, da aciltioureia); 7,16 — 7,24 (m, 2H, Hpe da
aciltioureia/ 12H, Hmew da trifenilfosfina); 7,27 — 7,32 (m, 1H, Hpaa da
aciltioureia/ 6H, Hpaa da trifenilfosfina); 7,33 — 7,43 (m, 12H, Howo da
trifenilfosfina); 7,87 — 7,91 (m, 2H, Hoy, da aciltioureia). RMN de C{'H} (100
MHz, CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢ao)]: 14,0 (CHs da
aciltioureia); 14,2 (CHj; da aciltioureia); 20,4 (CH; da aciltioureia); 20,6 (CH, da
aciltioureia); 29,7 (CH; da aciltioureia); 30,4 (CH; da aciltioureia); 50,7 (CH, da
aciltioureia); 51,1 (CH; da aciltioureia); 127,4 (Cueta da aciltioureia); 128,5 (d,
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3Jcp= 8,7 Hz, Cpeta da trifenilfosfina); 129,1 (Cowo da aciltioueia); 129,3 (Cpara da
trifenilfosfina); 129,8 (Cpaa da aciltioureia); 134,1 (d, 2Jcp= 15,6 Hz, Cono da
trifenilfosfina); 134,7 (d, 'Jep= 21,2 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina); 140,1
(Cquatemario da aciltioureia); 169,4 (C=0O da aciltioureia); 178,1 (C=S da

aciltioureia).

[Cu(N,N-dimetil-N'-(2-tiofenocarboniltioureia)(PPhs):] (5): Sélido amarelo.
Rendimento (65 %). Andlise elementar experimental (tedrica) (%): C, 65,71
(65,94); H, 5,29 (4,91); N, 3,89 (3,50); S 8,02 (8,00). Condutividade molar
(DMSO): 0,364 S cm? mol!. ESI(+)-MS/MS (m/z): 803,1340 [M + HJ",
539,0447 [M-PPh;]* e 587,1119 [M-Aciltioureia]”. IV (KBr, cm™):
(V(C-H)jigantes) 3065, 3045, 2920, 2851; (v(C=0)) 1502; (v(C=S)) 1236; (v(C-P)
1094. RMN de *'P{'H} (162 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -3,6
(s). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J
(Hz), atribuigdo)]: 3,10 (s, 3H, CH; da aciltioureia); 3,20 (s, 3H, CH;3; da
aciltioureia); 6,86 (dd, **J = 5,0, 3,6 Hz, 1H, H. da aciltioureia); 7,17 — 7,24 (m,
1H, Hy, da aciltioureia/ 12H, Hpeta da trifenilfosfina); 7,27 — 7,32 (m, 6H, Hpara da
trifenilfosfina); 7,33 — 7,41 (m, 1H, H, da aciltioureia/ 12H, Ho da
trifenilfosfina). RMN de C{'H} (100 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, J (Hz), atribui¢ao)]: 39,9 (CHs da aciltioureia); 40,6 (CH; da
aciltioureia); 127,1 (C. da aciltioureia); 128,4 (d, *Jop= 8,7 Hz, Cpew da
trifenilfosfina); 128,8 (Cy da aciltioureia); 129,2 (C, da aciltioureia); 129,3 (Cpara
da trifenilfosfina); 134,1 (d, 2Jcp= 15,4 Hz, Cono da trifenilfosfina); 134,5 (d,
Jer= 22,6 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina); 146,6 (Cquatemario da aciltioureia);
165,4 (C=0 of aciltioureia); 179,0 (C=0 da aciltioureia).

[Cu(N,N-dimetil-N’-(2-furoiltioureia)(PPhs):] (6): Solido amarelo.

Rendimento (63 %). Analise elementar experimental (teorica) (%): C, 67,26

(67,29); H, 5,16 (5,01); N, 3,61 (3,57); S 4,28 (4,08). Condutividade molar
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(DMSO): 0,407 S c¢m? mol!. ESI(+)-MS/MS (m/z): 785,1574 [M + HJ',
523,0674 [M-PPh;]" e 587,1125 [M-Aciltioureia]”. IV (KBr, cm™): (v(C-
H)tigantes) 3051, 3003, 2920, 2851; (v(C=0)) 1520; (v(C=S)) 1221; (v(C-P))
1095. RMN de 3'P{'H} (162 MHz, CDCls, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -3,6
(s). RMN de 'H NMR (400 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade,
integral, J (Hz), atribui¢do)]: 3,04 (s, 3H, CHj; da aciltioureia); 3,19 (s, 3H, CH3
da aciltioureia); 6,25 (dd, **J = 3,3, 1,7 Hz, 1H, H, da aciltioureia); 6,68 — 6,71
(m, 1H, Hy da aciltioureia); 7,17 — 7,23 (m, 12H, Hpeo da trifenilfosfina); 7,27 —
7,33 (m, 1H, H¢ da aciltioureia/ 6H, Hpaa da trifenilfosfina); 7,34 — 7,40 (m,
12H, Hoo da trifenilfosfina). RMN de *C{'H} (100 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, J (Hz), atribui¢do)]: 39,9 (CHs da aciltioureia); 40,6 (CH; da
aciltioureia); 111,2 (C, da aciltioureia); 113,3 (C, da aciltioureia); 128.4 (d,
3Jcp= 8,6 Hz, Cpern da trifenilfosfina); 128,3 (Cpan da trifenilfosfina); 134,1 (d,
2Jcp= 15,3 Hz, Cono da trifenilfosfina); 134,5 (d, 'Jep= 23,0 Hz, Cguatemario da
trifenilfosfina); 143,5 (C. da aciltioureia); 153,5 (Cguaemario da aciltioureia);
161,5 (C=0 da aciltioureia); 179,8 (C=S of aciltioureia).

[Cu(N,N-dimetil-N’-benzoiltioureia)(PPh3):]NO; (1a): Solido amarelo.
Rendimento (75 %). Analise elementar experimental (teorica) (%): C, 64,32
(64,36); H, 5,25 (4,93); N, 4,92 (4,90); S 3,93 (3,73). Condutividade molar
(DMSO): 33,70 S c¢cm? mol. IV (KBr, cm™): (0(C-H)jigantes) 3053, (v(C=0))
1651; (v(C=S)) 1190; (v(C-P)/(Cu-P)) 516, 503, 494. RMN de *'P{'H} (162
MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -1,2 (s). RMN de 'H (400 MHz,
CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicao)]: 3,19 (s, 3H,
CHj; da aciltioureia); 3,40 (s, 3H, CHj; da aciltioureia); 7,20 — 7,29 (m, 12H, Hoo
da trifenilfosfina); 7,30 — 7,39 (m, 12H, Hy.ta da trifenilfosfina); 7,40 — 7,47 (m,
6H, Hyara da trifenilfosfina); 7,48 — 7,53 (m, 2H, Huew da aciltioureia); 7,59 —
7,64 (m, 1H, Hpara da aciltioureia); 7,84 — 7,89 (m, 2H, Howo da aciltioureia); 9,09
(s, 1H, N-H da aciltioureia). RMN de “C{'H} (100 MHz, CD;CN, 298 K)
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[ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢ao)]: 43,1 (CHj; da aciltioureia); 44,2 (CHs
da aciltioureia); 129,1 (Cqro da aciltioureia); 129,6 (Cpeta da aciltioureia); 129,8
(d, *Jep= 8,8 Hz, Cieta da trifenilfosfina); 131,1 (Cpare da trifenilfosfina); 133,4
(d, 'Jpc= 28,7 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina); 133,7 (Sobreposigdo dos sinais:
Cpara € Cquaternario da aciltioureia); 134,3 (d, 2Jcp= 14,6 Hz, Coy, da trifenilfosfina);
165,0 (C=0 of aciltioureia); 181,0 (C=S da aciltioureia).

[Cu(N,N-dietil-N'-benzoiltioureia)(PPh3);]NOs  (2a): Soélido  amarelo.
Rendimento (77 %). Analise elementar experimental (teorica) (%): C, 64,95
(65,04); H, 5,62 (5,23); N, 4,76 (4,74); S 3,87 (3,62). Condutividade molar
(DMSO): 34,40 S cm? mol™. IV (KBr, cm™): (v(C-H)/(N-H)jigantes) 3053, 2974,
2931; (v(C=0)) 1636; (V(C=S)) 1227; (v(C-P)/(Cu-P)) 516, 503. RMN de
SIPLIHY (162 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -1,2 (s). RMN de
'"H (400 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz),
atribuicao)]: 1,19 — 1,29 (m, 6H, CH; da aciltioureia); 3,54 — 3,62 (m, 2H, CH;
da aciltioureia); 3,89 — 3,98 (m, 2H, CH; da aciltioureia); 7,21 — 7,28 (m, 12H,
Horo da trifenilfosfina); 7,29 — 7,35 (m, 12H, Hpeww da trifenilfosfina); 7,40 —
7,46 (m, 6H, Hpara da trifenilfosfina); 7,48 — 7,51 (m, 2H, Hueta da aciltioureia);
7,57 — 7,62 (m, 1H, Hpaa da aciltioureia); 7,83 — 7,88 (m, 2H, Horo da
aciltioureia); 9,02 (s, 1H, N-H da aciltioureia). RMN de *C{'H} (100 MHz,
CDs;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢do)]: 11,5 (CH3 da
aciltioureia); 13,5 (CHj3 da aciltioureia); 48,2 (CH; da aciltioureia); 48,6 (CH, da
aciltioureia); 128,9 (Cqro da aciltioureia); 129,6 (Cueta da aciltioureia); 129,8 (d,
3Jcp= 8,8 Hz, Cpera da trifenilfosfina); 131,1 (Cpar da trifenilfosfina); 133,4 (d,
Jpc= 28,6 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina); 133,5 (Cpaa da aciltioureia); 134,0
(C quatemnario da aciltioureia); 134,3 (d, 2Jcp= 14,4 Hz, Coo da trifenilfosfina); 165,6
(C=0 of aciltioureia); 180,4 (C=S da aciltioureia).
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[Cu(N,N-dipropril-N'-benzoiltioureia)(PPh3):]NOs (3a): Soélido amarelo.
Rendimento (80 %). Analise elementar experimental (tedrica) (%): C, 65,72
(65,67); H, 5,71 (5,51); N, 4,78 (4,59); S 3,59 (3,51). Condutividade molar
(DMSO): 28,52 S cm? mol™. IV (KBr, cm™): (v(C-H)/(N-H)jigantes) 3049, 2964,
2931, 2874; (v(C=0)) 1684; (v(C=S)) 1209; (v(C-P)/(Cu-P)) 514, 490. RMN de
SIP{H} (162 MHz, CDsCN, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -1,3 (s). RMN de
'"H (400 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz),
atribuicao)]: 0,87 (t, J= 7,4 Hz, 3H, CHj; da aciltioureia); 0,98 (t, J= 7,4 Hz, 3H,
CHj; da aciltioureia); 1,64 — 1,85 (m, 4H, CH, da aciltioureia); 3,46 — 3,54 (m,
2H, CH,; da aciltioureia); 3,86 — 3,93 (m, 2H, CH; da aciltioureia); 7,23 — 7,31
(m, 12H, Hqro da trifenilfosfina); 7,32 — 7,38 (m, 12H, Hyea da trifenilfosfina);
7,42 — 7,49 (m, 6H, Hpua da trifenilfosfina); 7,50 — 7,54 (m, 2H, Hpea da
aciltioureia); 7,59 — 7,65 (m, 1H, Hyara da aciltioureia); 7,86 — 7,91 (m, 2H, Horo
da aciltioureia); 9,03 (s, 1H, N-H da aciltioureia). RMN de *C{'H} (100 MHz,
CDs;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢dao)]: 11,4 (CHj3; da
aciltioureia); 11,5 (CHj3 da aciltioureia); 20,2 (CH; da aciltioureia); 22,1 (CH, da
aciltioureia); 55,3 (CH; da aciltioureia); 55,5 (CH; da aciltioureia); 128,9 (Coro
da aciltioureia); 129,5 (Cuewa da aciltioureia); 129,8 (d, *Jcp= 8,7 Hz, Cera da
trifenilfosfina); 131,1 (Cpar da trifenilfosfina); 133,3 (d, 'Jec= 28,6 Hz, Cquatemario
da trifenilfosfina); 133,5 (C,ara da aciltioureia); 134,1 (Cquatemario da aciltioureia);
134,3 (d, 2Jep= 14,6 Hz, Coyo da trifenilfosfina); 165,4 (C=O of aciltioureia);
181,1 (C=S da aciltioureia).

[Cu(N,N-dibutil-N'-benzoiltioureia)(PPh3);]NOs (4a): Soélido amarelo.

Rendimento (81 %). Analise elementar experimental (teorica) (%): C, 66,26

(66,12); H, 6,03 (5,77); N, 4,54 (4,46); S 3,99 (3,40). Condutividade molar

(DMSO): 25,91 S ecm? mol™!. IV (KBr, cm™): (v(C-H)/(N-H)jigantes) 3053, 2959,

2932, 2874, 2858; (v(C=0)) 1624; (v(C=S)) 1202; (v(C-P)/(Cu-P)) 517, 507,

490. RMN de 3'P{'H} (162 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -1,2
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(s). RMN de 'H (400 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J
(Hz), atribuicao)]: 0,86 (t, J= 7,3 Hz, 3H, CH; da aciltioureia); 0,93 (t, J= 7,4
Hz, 3H, CH; da aciltioureia); 1,25 (h, J= 7,3 Hz, 2H, CH; da aciltioureia); 1,38
(h, J=7,3 Hz, 2H, CH; da aciltioureia); 1,59 — 1,76 (m, 4H, CH, da aciltioureia);
3,47 — 3,54 (m, 2H, CH; da aciltioureia); 3,85 — 3,93 (m, 2H, CH, da
aciltioureia); 7,21 — 7,28 (m, 12H, Howo da trifenilfosfina); 7,29 — 7,36 (m, 12H,
Hmeta da trifenilfosfina); 7,39 — 7,48 (m, 6H, Hpara da trifenilfosfina); 7,46 — 7,51
(m, 2H, Huewa da aciltioureia); 7,57 — 7,62 (m, 1H, Hpara da aciltioureia); 7,79 —
7,90 (m, 2H, Hoxo da aciltioureia); 9,02 (s, 1H, N-H da aciltioureia). RMN de
BC{'H} (100 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢do)]:
13,9 (CH; da aciltioureia); 14,0 (CHj3 da aciltioureia); 20,5 (CH; da aciltioureia);
20,6 (CH; da aciltioureia); 28,9 (CH, da aciltioureia); 30,7 (CH, da aciltioureia);
53,5 (CH, da aciltioureia); 53,8 (CH, da aciltioureia); 128,9 (Cono da
aciltioureia); 129,6 (Cuewa da aciltioureia); 129,8 (d, *Jep= 9,0 Hz, Chewn da
trifenilfosfina); 131,1 (Cpar da trifenilfosfina); 133,4 (d, 'Jec= 29,1 Hz, Cquaterario
da trifenilfosfina); 133,6 (C,ara da aciltioureia); 134,0 (Cquaemario da aciltioureia);
134,3 (d, 2Jep= 14,7 Hz, Coro da trifenilfosfina); 165,4 (C=O of aciltioureia);
180,8 (C=S da aciltioureia).

[Cu(N,N-dimetil-N’-(2-tiofenocarboniltioureia)PPh3):]NO;  (5a):  Solido
amarelo. Rendimento (79 %). Analise elementar experimental (teorica) (%): C,
60,96 (61,14); H, 4,76 (4,66); N, 4,95 (4,86); S 8,13 (7,42). Condutividade
molar (DMSO): 33,90 S cm? mol™!. IV (KBr, cm™): (v(C-H)/(N-H)jigantes) 3047,
(v(C=0)) 1674; (v(C=S)) 1205; (v(C-P)/(Cu-P)) 513, 503. RMN de *'P{'H}
(162 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -1,1 (s). RMN de 'H (400
MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribui¢do)]: 3,17
(s, 3H, CHj; da aciltioureia); 3,36 (s, 3H, CH; da aciltioureia); 7,16 (dd, J= 5.0,
3,8 Hz, 1H, H, da aciltioureia); 7,21 — 7,28 (m, 12H, Hoxo da trifenilfosfina);
7,29 — 7,36 (m, 12H, Hmew da trifenilfosfina); 7,40 — 7,46 (m, 6H, Hpa da
180
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trifenilfosfina); 7,73 (dd, J= 5,0, 1,1 Hz, 1H, H. da aciltioureia); 7,78 (dd, J=
3,8, 1,2 Hz, H, da aciltioureia); 9,21 (s, 1H, N-H da aciltioureia). RMN de
BC{H} (100 MHz, CDsCN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢io)]:
43,0 (CH; da aciltioureia); 44,1 (CH; da aciltioureia); 129,2 (C, da aciltioureia);
129,7 (d, *Jcp= 8,9 Hz, Cinera da trifenilfosfina); 131,1 (Cpar da trifenilfosfina);
131,7 (C, da aciltioureia); 133,4 (d, 'Jpc= 28,6 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina);
134,0 (C. da aciltioureia); 134,3 (d, 2Jcp= 14,5 Hz, Cono da trifenilfosfina); 138,5
(Cquatemario da aciltioureia); 159,5 (C=O of aciltioureia); 180,3 (C=S da

aciltioureia).

[Cu(N,N-dimetil-N'-(2-furoiltioureia))PPh3);]NO3 (6a): Solido amarelo.
Rendimento (75 %). Andlise elementar experimental (teorica) (%): C, 62,29
(62,15); H, 4,75 (4,98); N, 4,95 (4,94); S 4,36 (3,78). Condutividade molar
(DMSO): 32,97 S ¢cm? mol™. TV (KBr, cm™): (v(C-H)/(N-H)jigantes) 3115, 3053
(v(C=0)) 1639; (v(C=S)) 1205; (v(C-P)/(Cu-P)) 517, 507. RMN de *'P{'H}
(162 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -1,1 (s). RMN de 'H (400
MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicao)]: 3,18
(s, 3H, CHj; da aciltioureia); 3,37 (s, 3H, CHj da aciltioureia); 6,61 (dd, J= 3,6,
1,8 Hz, 1H, H, da aciltioureia); 7,21 — 7,28 (m, sinais sobrepostos, 1H, Hy da
aciltioureia/ 12H, Hoo da trifenilfosfina); 7,29 — 7,35 (m, 12H, Huea da
trifenilfosfina); 7,40 — 7,47 (m, 6H, Hpar da trifenilfosfina); 7,68 (dd, J= 1,8, 0,8
Hz, 1H, H. da aciltioureia); 8,99 (s, 1H, N-H da aciltioureia). RMN de *C{'H}
(100 MHz, CD;CN, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicao)]: 43,3
(CHs da aciltioureia); 44,2 (CH; da aciltioureia); 113,4 (C, da aciltioureia);
117,7 (Cy da aciltioureia); 129,7 (d, *Jcp= 8,8 Hz, Cera da trifenilfosfina); 131,1
(Cpara da trifenilfosfina); 133,4 (d, 'Jec= 29,1 Hz, Cquatemario da trifenilfosfina);
134,3 (d, *Jcp= 14,4 Hz, Coxo da trifenilfosfina); 147,1 (Cquatemario da aciltioureia);
147,4 (C. da aciltioureia); 155,1 (C=0O of aciltioureia); 179,7 (C=S da

aciltioureia).
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Caracterizacao completa dos complexos da série 2:

[Cu(NQ1)PPh3):] (1b): Solido roxo. Rendimento (78 %). Analise elementar
experimental (teorica) (%): C, 72,36 (72,58); H, 4,94 (4,63). Condutividade
molar (diclorometano): 0,20 S ¢cm? mol™. TV (KBr, cm™): (0(C-H)jigantes) 3053,
(v(C4=03)) 1641, (v(C1=01)) 1587, (v(C2-02)) 1094, (v(C-P)/(Cu-P)) 519,
507, 494. RMN de *'P{'H} (162 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: -
1,0 (s). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J
(Hz), atribuicao)]: 6,05 (s, 1H, Ha’ da NQI1); 7,16 — 7,24 (m, 12H, Hqx da
trifenilfosfina); 7,25 — 7,34 (m, sinais sobrepostos: 12H, Hpet, da trifenilfosfina e
6H, Hy.ra da trifenilfosfina); 7,43 (t, J= 7,5 Hz, 1H, Hc da NQ1); 7,63 (t, J=17,5
Hz, 1H, Hb da NQ1); 7,80 (d, /= 7,6 Hz, 1H, Hd da NQ1); 8,06 (d, J= 7,6 Hz,
1H, Ha da NQIl). RMN de BC{'H} (100 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, J (Hz), atribui¢cdo)]: 108,7 (C3 da NQ1); 125,8 (C6 da NQI);
1259 (C9 da NQI); 128,8 (Como da trifenilfosfina); 130, 0 (CH da
trifenilfosfina); 130,4 (C7 da NQI1); 130,6 (C10 da NQI); 132,5 (Cguaterario da
trifenilfosfina); 133,8 (CH da trifenilfosfina); 134,4 (C8 da NQI1); 135,4 (C5 da
NQ1); 170,2 (C2 da NQI); 184,5 (C1 da NQ1); 188,8 (C4 da NQ1).

[Cu(NQ2)PPhs):] (2b): Solido roxo. Rendimento (80 %). Analise elementar
experimental (tedrica) (%): C, 73,72 (73,86); H, 5,51 (5,23). Condutividade
molar (diclorometano): 0,07 S ¢cm? mol™!. TV (KBr, cm™): (0(C-H)jigantes) 3049,
2907; (v(C4=03)) 1628; (v(C1=01)) 1583; (v(C2-02)) 1095; (v(C-P)/(Cu-P))
514, 505, 490. RMN de *'P{'H} (162 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm,
(multiplicidade)]: -1,4 (s). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicao)]: 1,56 (s, 3H, CH; da NQ2); 1,74 (s,
3H, CH3 da NQ2); 3,35 (d, J= 7,0 Hz, 2H, CH, da NQ2); 5,25 — 5,33 (m, 1H,
CH da NQ2); 7,16 — 7,24 (m, 12H, Hqno da trifenilfosfina); 7,27 — 7,39 (m,

sinais sobrepostos: 12H, Hyeta da trifenilfosfina, 6H, Hpar, da trifenilfosfina e 1H,
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Hb da NQ2); 7,57 (t, J= 7,5 Hz, 1H, Hc da NQ?2); 7,72 (t, /= 7,6 Hz, 1H, Ha da
NQ2); 8,04 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Hd da NQ2). RMN de “C{'H} (100 MHz,
CDCl;, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicao)]: 18,1 (CHs da NQ?2);
23,1 (CH; da NQ2); 26,0 (CH; da NQ2); 120,9 (C3 da NQ2); 123,9 (CH da
NQ2); 125,3 (C9 da NQ2); 125,9 (C6 da NQ2); 128,7 (Coro da trifenilfosfina);
129,9 (CH da trifenilfosfina); 130,3 (Cquaternario da NQ2); 130,6 (CS5 da NQ2);
132,7 (C8 da NQ2); 132,9 (Cguaternario da NQ2); 133,9 (CH da trifenilfosfina);
134,0 (C7 da NQ2); 135,5 (C10 da NQ2); 167,7 (C2 da NQ2); 182,5 (C4 da
NQ2); 188,3 (C1 da NQ2).

[Cu(NQ3)PPhs):] (3b): Soélido azul. Rendimento (79 %). Andlise elementar
experimental (tedrica) (%): C, 75,04 (75,12); H, 5,12 (4,79). Condutividade
molar (diclorometano): 0,12 S ¢m? mol™!. TV (KBr, cm™): (0(C-H)jigantes) 3051,
3017; (v(C4=03)) 1628; (v(C1=01)) 1584; (v(C2-02)) 1094; (v(C-P)/(Cu-P))
513, 490. RMN de 3'P{'H} (162 MHz, acetona-ds, 298 K) [ppm,
(multiplicidade)]: -1,4 (s). RMN de 'H (400 MHz, acetone-ds, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicao)]: 7,15 (t, 1H, Hc’ da NQ3); 7,27 —
7,35 (m, sinais sobrepostos: 2H, Hb’/d’ da NQ3 e 12H, H, da trifenilfosfina);
7,37 — 7,45 (m, sinais sobrepostos: 18H, Hmetapara da trifenilfosfina); 7,49 (t, J =
7,7 Hz, 2H, Ha’/e’ da NQ?3); 7,56 (t, J = 7,5 Hz, 1H, Hb da NQ?3); 7,68 — 7,75
(m, sinais sobrepostos: 2H, H; e Hc da NQ3); 7,88 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Ha da
NQ?3); 8,03 (d, J = 7,8 Hz, 1H, Hd da NQ3); 8,38 (d, J = 16,2 Hz, 1H, H; da
NQ3). RMN de BC{'H} (100 MHz, acetone-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J
(Hz), atribuigdo)]: 117,8 (C1’ da NQ3); 123,7 (CH da NQ3); 126,2 (C9 da
NQ3); 126,8 (C2°/C6° da NQ3); 126,9 (C6 da NQ3); 127,0 (C4’ da NQ3); 129,5
(C3°/C5> da NQ3); 129,8 (sinais sobrepostos: CH da NQ3 e C,y da
trifenilfosfina); 131,1 (CH da trifenilfosfina); 131,8 (C5 da NQ3); 132,0 (C8 da
NQ3); 133,5 (Cquatemario da trifenilfosfina); 134,6 (CH da trifenilfosfina); 135,4
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(C7 da NQ3); 135,7 (C10 da NQ3); 141,7 (C3 da NQ3); 168,3 (C2 da NQ3);
182,8 (C4 da NQ3); 188,5 (C1 da NQ3).

[Cu(NQ4)PPh3):] (4b): Soélido azul. Rendimento (80 %). Anélise elementar
experimental (teorica) (%): C, 72,12 (72,24); H, 4,74 (4,49). Condutividade
molar (diclorometano): 0,13 S ¢cm? mol™!. TV (KBr, cm™): (0(C-H)jigantes) 3049,
3013; (v(C4=03)) 1626; (v(C1=01)) 1582; (v(C2-02)) 1093; (v(C-P)/(Cu-P))
515, 507. RMN de °*'P{'H} (162 MHz, acetona-ds, 298 K) [ppm,
(multiplicidade)]: -1,2 (s). RMN de 'H (400 MHz, acetone-ds, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicao)]: 7,27 — 7,36 (m, sinais sobrepostos:
2H, Hb’/c’ da NQ4 e 12H, Horto da trifenilfosfina); 7,36 — 7,44 (m, sinais
sobrepostos: 18H, Hmeta/para da trifenilfosfina); 7,47 (d, J= 8,2 Hz, 2H, Ha’/d’ da
NQ4); 7,56 (d, 21H, Hb da NQ4); 7,67 — 7,76 (m, 2H, H,/Hc da NQ4); 7,88 (d,
J=17,7 Hz, 1H, Ha da NQ4); 8,03 (d, /= 7,5 Hz, 1H, Hd da NQ4); 8,33 (d, J =
16,3 Hz, 1H, H, da NQ4). RMN de “C{'H} (100 MHz, acetone-ds, 298 K)
[ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuigdo)]: 117,5 (C1’ da NQ4); 124,6 (CH da
NQ4); 126,3 (C9 da NQ4); 126,9 (C6 da NQ4); 128,0 (CH da NQ4); 128,2
(C2°/C6’> da NQ4); 129,5 (C3°/C5* da NQ4); 129,8 (Corto da trifenilfosfina);
131,2 (CH da trifenilfosfina); 131,8 (C5 da NQ4); 131,9 (C4’ da NQ4); 132,1
(C8 da NQ4); 133,5 (Cquaternario da trifenilfosfina); 134,6 (CH da trifenilfosfina);
135,6 (C7 da NQ4); 135,7 (C10 da NQ4); 140,6 (C3 da NQ4); 168,6 (C2 da
NQ4); 182,7 (C4 da NQ4); 188,5 (C1 da NQ4).
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Figuras
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FIGURA A1: Espectros de absor¢do na regidao do infravermelho e tentativa de
atribui¢do dos principais modos vibracionais do ligante L2 e dos complexos 2 ¢
2a na regido de 3400-2700 cm™!.
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FIGURA A2: Espectros de absor¢do na regidao do infravermelho e tentativa de
atribuicao dos principais modos vibracionais do ligante L3 e dos complexos 3 e
3a na regido de 3400-2700 cm’!.
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FIGURA A3: Espectros de absorcao na regido do infravermelho e tentativa de

atribui¢do dos principais modos vibracionais do ligante L4 e dos complexos 4 ¢
4a na regido de 3400-2700 cm™!.
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FIGURA A4: Espectros de absor¢do na regidao do infravermelho e tentativa de

atribuicao dos principais modos vibracionais do ligante L5 e dos complexos 5 e

5a na regido de 3400-2700 cm™'.
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FIGURA AS: Espectros de absorcao na regido do infravermelho e tentativa de
atribui¢do dos principais modos vibracionais do ligante L6 e dos complexos 6 ¢
6a na regido de 3400-2700 cm’'.
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FIGURA A6: Espectros de absor¢do na regidao do infravermelho e tentativa de
atribuicao dos principais modos vibracionais do ligante L2 ¢ dos complexos 2 ¢
2a na regido de 1800-300 cm™'.
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FIGURA A7: Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho e tentativa de
atribuicao dos principais modos vibracionais do ligante .3 e dos complexos 3 e
3a naregido de 1800-300 cm™'.
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FIGURA AS8: Espectros de absorcao na regido do infravermelho e tentativa de
atribuicao dos principais modos vibracionais do ligante 1.4 ¢ dos complexos 4 ¢
4a na regido de 1800-300 cm™'.
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FIGURA A9: Espectros de absor¢do na regidao do infravermelho e tentativa de
atribuicao dos principais modos vibracionais do ligante LS e dos complexos 5 e
5a na regido de 1800-300 cm™.
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FIGURA A10: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho e tentativa de
atribuicao dos principais modos vibracionais do ligante L6 e dos complexos 6 e
6a na regido de 1800-300 cm™.
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FIGURA Al1: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 2, em CDCl;,
mostrando a atribuicdo dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A12: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 3, em CDCls,
mostrando a atribuicdo dos sinais referentes ao complexo.

190



Celisnolia Morais Leite Apéndice

7.90
7.88
7.88
7.39
7.37
7.37

U W) e vl N NGO O NN O WO TN TN = ) e
B B B B o B B B B B B B RS R B B B B 2 ) SN N W W X
Lanl w i a o S T T S e S O o2 A s T e T o] oo oo
]

—_————

meta/ Hnwm 1 l’gll)z@

|

H

748 7.44 7.40 736 7.32 7.28 7.24 7.20 7.16 7.12 7.08 7.
ri (ppm)

Hn (] H.C .CH
2 2 CH2
H,C
. A
- T il
S S TR ™ o o wn
X NN e = e
— N -t 2] L =BT ]
0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

FIGURA A13: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 4, em CDCl;,
mostrando a atribui¢ao dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA Al4: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 5, em CDCls,
mostrando a atribuicdo dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A15: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 6, em CDCls,
mostrando a atribuicdo dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A16: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 2a, em CD;CN,
mostrando a atribui¢ao dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A17: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 3a, em CD;CN,
mostrando a atribui¢do dos sinais referentes ao complexo.

O T OO UL N AN ANO DTN =D TN =T 0NN =0 O
LRLELVMVITIIITTAAAAAAT AN AANTAANCNALARTRRR
Lol e e e S S T T e T T i T AT o I B eI o I T B B R B i e [ e i e e Y

— — — — s g

H

orto H meta
M para

7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20
1 (ppm)

s

® ®© [ o =2 s}
& & =888
- - T T en o

.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)
FIGURA A18: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 4a, em CD;CN,
mostrando a atribuicdo dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A19: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 5a, em CD;CN,
mostrando a atribuicao dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A20: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 6a, em CD;CN,
mostrando a atribuicao dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A21: Mapa de correlagdo COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo 2,
regido alifatica, em CDCls e B) o complexo 2, regido aromatica, em CDCls. Em
destaque os padrdes de acoplamentos exibidos pelo complexo.
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FIGURA A22: Mapa de correlagio COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo
2a, regido alifatica, em CD;CN e B) o complexo 2a, regido aromatica, em
CD;CN. Em destaque os padroes de acoplamentos exibidos pelo complexo.
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FIGURA A23: Mapa de correlagdo COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo 3,
regido alifatica, em CDCls e B) o complexo 3, regido aromatica, em CDCl;. Em
destaque os padrdes de acoplamentos exibidos pelo complexo.
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FIGURA A24: Mapa de correlagio COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo
3a, regido alifatica, em CD3;CN e B) o complexo 3a, regido aromatica, em
CD;CN. Em destaque os padroes de acoplamentos exibidos pelo complexo.
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FIGURA A25: Mapa de correlagdo COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo 4,
regido alifatica, em CDClIs e B) o complexo 4, regido aromatica, em CDCls;. Em
destaque os padrdes de acoplamentos exibidos pelo complexo.
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FIGURA A26: Mapa de correlagio COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo
4a, regido alifatica, em CD;CN e B) o complexo 4a, regido aromatica, em
CD;CN. Em destaque os padroes de acoplamentos exibidos pelo complexo.
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FIGURA A27: Mapa de correlagdo COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo 5,
regido aromatica, em CDClI; e B) o complexo Sa, regido aromatica, em CD;CN.

Em destaque os padroes de acoplamentos exibidos pelos complexos.
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FIGURA A28: Mapa de correlagio COSY ('H-'H) obtido para A) o complexo 6,
regido aromatica, em CDClI; e B) o complexo 6a, regido aromatica, em CD;CN.

Em destaque os padroes de acoplamentos exibidos pelos complexos.
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FIGURA A29: Mapa de correlagio HMBC ('H-'*C) obtido para A) o complexo
2, em CDCI; e B) complexo 2a, em CD3;CN. Em destaque os acoplamentos
exibidos pelos complexos relativos aos carbonos C=0 e C=S.
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FIGURA A30: Mapa de correlagio HMBC ('H-'*C) obtido para A) o complexo
3, em CDCI; e B) complexo 3a, em CD;CN. Em destaque os acoplamentos
exibidos pelos complexos relativos aos carbonos C=0 e C=S.
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FIGURA A31: Mapa de correlagio HMBC ("H-'*C) obtido para A) o complexo
4, em CDCIl; e B) complexo 4a, em CD;CN. Em destaque os acoplamentos
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FIGURA A32: Mapa de correlagio HMBC ('H-'*C) obtido para A) o complexo
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FIGURA A55: Espectros eletronicos dos ligantes L2, L3, L4 ¢ L5, em solucao
de acetonitrila e respectiva atribuicao tentativa das bandas de absorgao.
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FIGURA A56: Deconvolugao dos espectros dos ligantes A) L2, B) L3 e C) L4 ¢
tentativa de atribui¢cdo das bandas. Os espectros eletronicos experimentais foram
registrados em solugdes dos ligantes, em acetonitrila.
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FIGURA A57: Deconvolucao dos espectros dos complexos A) 2 e B) 2a ¢
atribui¢do tentativa das bandas. Os espectros eletronicos experimentais foram
registrados em solugdes dos complexos, em acetonitrila.
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FIGURA A58: Deconvolugdo dos espectros dos complexos A) 3 ¢ B) 3a ¢
tentativa de atribui¢cdo das bandas. Os espectros eletronicos experimentais foram
registrados em solugdes dos complexos, em acetonitrila.
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FIGURA A59: Deconvolucao dos espectros dos complexos A) 4 ¢ B) 4a ¢
tentativa de atribui¢cdo das bandas. Os espectros eletronicos experimentais foram
registrados em solug¢des dos complexos, em acetonitrila.
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FIGURA A61: Deconvolucdo dos espectros dos complexos A) 6 ¢ B) 6a ¢
tentativa de atribui¢do das bandas. Os espectros eletronicos experimentais foram
registrados em solugdes dos complexos, em acetonitrila.
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FIGURA A65: Espectros de RMN de 3'P{'H} para o complexo 1 e para a PPhs

em solugdes saturadas dos compostos, em uma mistura DMSO (90%)/ Meio de cultura
(10%).

225



Celisnolia Morais Leite Apéndice
* PPh,O % PPh,O
Complexo 2 Q\ O #* Complexo 3 Q\ @

/\/N\( /C“ Q

@ *
. 5 L
48h | 4sh_|
24h 24h | . _/L
0h J( oh . M

3 32 28 24 20 16 12 8 4 0 4 8 12
(ppm)

* PPh;0
A Complexo 5

<lo
A 0

48 h T é

24h | j\
oh j\_

36 32 28 24 20 16 12 8 4 0 4 8 -12
1 (ppm)

36 32 28 24 20 16 12 8 4 0 -4 -8 -12
11 (ppm)

* PPh;0
+ Complexo 6

@@0

0h A

36 32 28 24 20 16 12 8 4 0 -4 -8 -12
1 (ppm)

FIGURA A66: Espectros de RMN de *'P{'H} dos complexos 2, 3, 5 ¢ 6 de
solugdes saturadas dos complexos, em uma mistura DMSO (90%)/ Meio de
cultura (10%) em diferentes tempos de monitoramento.
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FIGURA A68: Espectros UV-vis de solugdes 10 uM dos complexos 2, 3, S e 6,
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de monitoramento.
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FIGURA A70: Curvas de concentragdo-resposta das células tumorais
(MDA-MB-231, MCF7 e A549) e das células ndao tumorais (MCF-10A e
MRCS) apés tratamento com os complexos 1-6, adicionados imediatamente
apos o preparo das solugdes.
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FIGURA A71: Curvas de concentragdo-resposta das células tumorais
(MDA-MB-231, MCF7 e A549) e das células ndao tumorais (MCF-10A e
MRCS) apos tratamento com os complexos 1a-6a, adicionados imediatamente
apos o preparo das solugdes.
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FIGURA A72: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho e tentativa de
atribuicdo dos principais modos vibracionais do complexo 2b e de seu
respectivo ligante naftoquinona, na regido de 1800-400 cm'!.
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FIGURA A73: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho e tentativa de
atribuicdo dos principais modos vibracionais do complexo 3b e de seu
respectivo ligante naftoquinona, na regido de 1800-400 cm™!.
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FIGURA A74: Espectros de absor¢do na regidao do infravermelho e tentativa de
atribuicdo dos principais modos vibracionais do complexo 4b e de seu
respectivo ligante naftoquinona, na regido de 1800-400 cm'!.

233



Apéndice

Celisnolia Morais Leite

e R R B B e B s e
[o oo T Y T T R a T AT S T T AT R S S R 7 P T O T T o e T o 0} —
e A —— o ¢
H /H
meld arda
p HOI‘I(J
Hb
7.45 7.40 7.35 7-3‘1]“ (I.:)f._j 7.20 7.15 7.10
TR
CH
CH ) 2
A A
T T TR
o = S
— (o] o
85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5

f1 (ppm)

FIGURA A75: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 2b, em CDCl; e
atribui¢do dos sinais referentes ao complexo.

T LSAANNNNN QLI T T T 0N
=B <] LoD
V7 dp——r, | o
Hlll('f(l/])(l."(u‘
f& H;l\il
S o
- (o]

8.45 8.35 8.25 8.15 8.05 7.95 7.85 7.75 7.65 7.55 7.45 7.35 7.25 7.15 7.0¢
f1 (ppm)

FIGURA A76: Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo 3b, em
acetona-ds e atribui¢do dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A77: Mapa de correlagio HMBC ('H-'3C) obtido para o complexo 2b,
em CDCls. Em destaque os acoplamentos exibidos pelos complexos relativos
aos carbonos C1=01, C2-02 e C4=03.
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FIGURA A78: Mapa de correlagio HMBC ('H-'*C) obtido para o complexo 3b,

em acetona-ds. Em destaque os acoplamentos exibidos pelos complexos
relativos aos carbonos C1=01, C2-02 e C4=03.
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FIGURA A79: Espectro de RMN de 3C{'H} obtido para o complexo 2b, em
CDCl; e atribuigdo dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A80: Espectro de RMN de PC{'H} obtido para o complexo 3b, em
acetona-ds e atribui¢do dos sinais referentes ao complexo.
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FIGURA A81: Mapa de correlagio HSQC ('H-'3C) obtido para o complexo 1b,
em CDCls.
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FIGURA A82: Mapa de correlagio HSQC ('H-'3C) obtido para o complexo 2b,
em CDCls.
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FIGURA A83: Mapa de correlagio HSQC ('H-'3C) obtido para o complexo 3b,
em acetona-de.
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FIGURA A84: Mapa de correlagio HSQC ('H-'3C) obtido para o complexo 4b,
em acetona-de.
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FIGURA AR85: Curvas A versus C referentes aos ligantes NQ1 — NQ4, em

solucao de acetonitrila.
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FIGURA A86: Curvas A versus C referentes ao complexo 1b, em solucao de

acetonitrila.
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FIGURA AS88: Curvas A versus C referentes ao complexo 3b, em solucao de

acetonitrila.
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FIGURA AR89: Curvas A versus C referentes ao complexo 4b, em solugao de
acetonitrila.
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FIGURA A90: Espectros UV-vis de solugdes dos ligantes NQ3 ¢ NQ4, em uma
mistura DMSO (0,5%)/ Meio de cultura (99,5%).
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de concentracdo-resposta das células tumorais

(MDA-MB-231, MCF7 e A549) e das células ndao tumorais (MCF-10A e
MRCS) ap6s tratamento com os complexos 1b-4b, adicionados imediatamente

apos o preparo das solugdes.
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Tabelas
TABELA Al: Angulos de ligacdo [deg] dos complexos 1, 2 ¢ 6.
Angulos de ligagio Complexos
1 2 6
P1-Cu-S1 112,24(3) 110,56(4) 109,68(8)
P1-Cu-P2 118,25(2) 120,00(4) 117,48(7)
P2 Cu-Sl 109,20(3) 107,44(4) 111,74(9)
O1-Cu-S1 97,31(5) 95,12(8) 97,34(19)
O1-Cu-P1 110,83(5) 111,52(9) 105,7(2)
O1-Cu-P2 106,87(6) 109,29(9) 112,94(17)
TABELA A2: Angulos de ligacio [deg] dos complexos 1a, 4a, 5a ¢ 6a.
. Complexos
Angulos de ligagao ™ ia ” 6a
P1-Cu-S1 105,77(3) 118,14(4) 117,84(5) 105,49(3)
P1-Cu-P2 127,58(3) 127,90(4) 123,15(4) 127,16(3)
P2-Cu-SI 114,76(3) 107,02(4) 106,25(4) 114,58(3)
O1-Cu-S1 91,26(6) 89,77(7) 91,63(9) 91,90(6)
O1-Cu-P1 105,21(7) 104,36(7) 103,58(9) 103,87(7)
O1-Cu-P2 105,66(7) 100,24(7) 109,40(10)  107,60(7)
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TABELA A3: Dados cristalograficos dos complexos 1, 2 ¢ 6.

DADOS 1 2 6

Formula Empirica C46H41CuN,OP>S C4gH4sCuN,OP,S C44H39CuN,O,P>S
Peso Molecular 795,35 g/ mol 823,40 g/ mol 785,31 g/ mol
Temperatura 296,15 K 293 2) K 293 2) K
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P2/n P-1 P2i/n

Dimensoes da cela unitaria

Volume

V7

Densidade calculada (pcaic)
Coeficiente de absorg¢io (1)
F (000)

Tamanho do cristal

Alcance de 20 para coleta
Alcance dos indices
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Dados/restricoes/parametros
Matriz dos minimos quadrado em F?
indices R final [I>=26 (I)]
indices R final [todos]

Residual max. e min

a=18,1521(3) A
b=10,432002) A
c=214911(4) A

o=90°
B=94,7520° (5)
vy =90°

a=12,9075(5) A
b=15,0633(6) A
¢ =22,8615(9) A

o =182,583°(3)
B =84,832° (3)
¥ =76,209° (3)

a=18,1293(9) A
b=10,4534(7) A
c=21,2936(12) A

o=90°
B=95,210°(5)
v =90°

4055,62(13) A®

4

1,303 g/cm?

0,706 mm!

1656,0

0,349 x 0,285 x 0,036 mm?

2,824 a 51,998°
20<h<22,-12<k<12,-26<1<24
30047

7937[Rine = 0,0338, Ryigma = 0.0352]
7937/0/480

1,034

R, =0.0389, wR, = 0,0947

R, =0,0545, wR, =0,1030

0.69 e -0.47 e.A?

4272,6(3) A?

4

1,280 g/em?

0,673 mm’!

1720,0

0,39 x 0,249 x 0,189 mm?

5 a54,206°
-16<h<16,-19<k<19,-29<1<29
94106

18859[Rin = 0,0854, Ryigma = 0,0797]
18859/0/995

1,037

R, =0,0617 wR,=0,1183

R, =0,1259, wR, = 0,1544

0,51 ¢-0,49 e.A?

4018,7(4) A>

4

1,298 g/em®

0,713 mm™!

1632,0

0,546 x 0,369 x 0,251 mm?

5,472 a 51,494°
22<h<22,-12<k<12,-26<1<26
38969

7672[Rin = 0,0636, Ryigma = 0.0464]
7672/0/459

1,055

R; =0,1063, wR, =0,2714

R, =0,1368, wR, =0,3079

3,54 ¢-1,55 A3
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TABELA A4: Dados cristalograficos dos complexos 1a, 4a, 5a ¢ 6a.

DADOS la 4a Sa 6a
Formula Empirica C46H4oCuN304P,S Cs5,Hs4CuN3;04P,S C44HioCuN3;04PS, C4sH44CuN3;O04P-S
Peso Molecular 858,36 g/ mol 942,52 g/ mol 864,39 g/ mol 880,37 g/ mol
Temperatura 293 2)K 293 (2)K 293 (2)K 296,15 K
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Ortorrdmbico Triclinico
Grupo espacial P-1 C2/c Pna2, P-1
a=1327755)A  «=64,958°(5) a=22,8829(13) A a=90° a=16,54123)A  a=90° a=13,1534) A a=65422°(11)
Dimensdes da cela unitaria b=13,9447(7) A B=78,704° (4) b=12,9587(6) A B=92,507°(4) b=19,8446(4) A B=90° b=13,993(4) A B=75,882°(11)

Volume

Z

Densidade calculada (pcaic)
Coeficiente de absorc¢io (n)
F (000)

Tamanho do cristal
Alcance de 20 para coleta
Alcance dos indices
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes

Dados/restricoes/parametros

Matriz dos minimos quadrado em F?

indices R final [I>=2¢ (I)]
indices R final [todos]

Residual max. e min

c=14,1457(7) A
2218,4(2) A3

2

1,285 g/em®
0,656 mm™'
892,0

0,461 x 0,168 x 0,128 mm®
5,376 a 51,362°

¥ = 69,444° (4)

[16<h<16,-16<k<16,-17<1<1
31441

8413[Riy = 0,0351, Ryigma = 0.0329]
8413/0/543

1,051

R, =0.0437, wR,=0,1137

R, =0,0664, wR, =0,1321

0,76 ¢ -0,20 e.A”

¢ =34,5489(14) A ¥ =90°
10235,1(9) A

8

1,223 g/em?

0,575 mm™!

3952,0

0,881 x 0,429 x 0,31 mm®

5,114 a 54,202°
25<h<29,-16<k<16,-44<1<44
62514

11271 [Rine = 0,0487, Rigma = 0,0367]
11271/0/570

1,100

R, =0.0580, wR, = 0,1059

R, =0,0974, wR, = 0,1287

0,46 ¢ -0,35 e.A?

c=128818(4)A  y=90°
4228,50(17) A®

4

1,358 g/em?

0,736 mm™!

1792,0

0,154 x 0,098 x 0,077 mm®

5,738 a 51,5°
-19<h<20,-24<k<23,-15<1<15
35649

8036[Riy = 0,0452, Ryigmy = 0.0411]
8036/1/516

1,033

R; =0.0330, wR, =0,0738

R, =0,0515, wR,=0,0819
0,25¢-0,23 e.A?

c=14,065(4) A
2189,0(11) A®

2

1,336 g/em®

0,670 mm™!

916,0

0,221 x 0,2 x 0,199 mm?
3,206 a 51,498°
-14<h<16,-17<k<17,-17<1<17
30544

8154[Rin = 0,0498, Ryigma = 0.0410]
8154/0/527

1,109

R; =0.0436, wR, =0,1323

R, =0,0549, wR, =0,1534

0,56 ¢ -0,45 e.A”
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TABELA A5: Comprimentos de liga¢io (A) selecionados das estruturas cristalinas
dos complexos 2, 4a, 5a e seus respectivos ligantes aciltioureias.

Comprimento de Ligantes Complexos
ligacdo (A) L2 L4 L5 2 4a S5a
Cu(1)—P(1) - - - 2,26429(11)  2,2758(9)  2,2536(12)
Cu(1)-P(2) - - - 2,2500(12)  2,2704(10)  2,2572(10)
Cu(1)—-0(1) - - - 2,064(3) 2243(2)  2,129(3)
Cu(1)-S(1) - - - 2,3303(12)  2,3388(10) 2,3403(12)
C(2)-S(1) 1,6767(12) 1,6843(13) 1,6765(19)  1,720(4) 1,6903)  1,679(5)
C(2)-N(1) 1,4183(15) 1,4102(16)  1,404(2) 1,346(5) 1,406(4) 1,404(6)
C(1)—0() 1,2188(15)  1,2144(15)  1,214(2) 1,256(5) 1,237(4) 1,235(5)
C(1)-N(1) 1,3869(15)  1,3955(16)  1,394(2) 1,317(5) 1,345(4)  1,367(6)
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TABELA A6: Composi¢ao quimica do meio de cultura (DMEM) utilizado neste
trabalho para o cultivo das células MDA-MB-231, A549 e MRCS5.

COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA DMEM VITROCELL

SAIS INORGANICOS

CaCl,-H,0

KCl

MgSO,-7H,0

NaCl

NaHCO,

NaH»PO,-H,O
AMINOACIDOS

L-alanina

L-arginina.HCI

L-asparigina

L-4cido aspartico

L-cistina

L-4cido glutdmico

L-glutamina

Glicina

L-histidina. HCL.H,O

L-isoleucina
L-leucina
L-lisina.HCI1

L-metionina

FONTE: Adaptada de http://www.vitrocell.com.br/vitrocell bulamem.html

mg/L
264,87
400,00
200,00
6.800,00
2.200,00
140,00

mg/ L
8,90
126,00
15,00
13,30
31,29
14,70
292,00
7,50
42,00

52,00
52,00
72,00
15,00

L-fenilalanina
L-prolina
L-serina
L-treonina
L-triptofano
L-tirosina
L-valina
VITAMINAS
Pantotenato de célcio
Cloreto de colina
Acido félico
Inositol
Nicotinamida
Piridoxal. HCl
Riboflavina

Tiamina.HC1
OUTROS

COMPONENTES

Glicose

Vermelho de fenol

Sulfato de Gentamicina

Anfotericina B

32,00
11,50
10,50
48,00
10,00
52,10
46,00
mg/ L
1,00
1,00
1,00
2,00
1,00
1,00
0,10
1,00
mg/ L

1.000,00
10,00
50,00
25,00
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TABELA A7: Composi¢cdo quimica do meio de cultura (RPMI) utilizado neste
trabalho para o cultivo das células MCF7.

COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA RPMI VITROCELL

SAIS INORGANICOS mg/L L-prolina 20,00
Ca(NO,), 4H,0 100,00 L-tirosina 28,00
KCl1 400,00 L-serina 30,00
MgSO,-7H,0 100,00 L-valina 20,00
NaCl 6.000,00 L-treonina 20,00
NaHCO, 2.000,00 VITAMINAS mg/ L
Na,HPO, 800,00 Biotina 0,200
AMINOACIDOS mg/ L Pantotenato de calcio 0,250
L-arginina.HCI 200,00 Cloreto de colina 3,000
L-asparigina.H,0 50,00 Acido folico 1,000
L-4cido aspartico 20,00 Inositol 35,000
L-cistina 50,00 Nicotinamida 1,000
L-4cido glutamico 20,00 Acido p-aminobenzdico 1,000
L-glutamina 300,00 Piridoxina.HCI1 1,000
Glicina 10,00 Riboflavina 0,200
L-histidina. HCL.H,O 15,00 Tiamina.HCl 1,000
L-hidroxiprolina 20,00 Vitamina B12 0,005
L-isoleucina 50,00 OUTROS mg/ L
COMPONENTES
L-leucina 50,00 Glicose 2.000,00
L-lisina.HCI 40,00 Vermelho de fenol 5,00
L-metionina 15,00 @ Sulfato de Gentamicina 50,00
L-fenilalanina 15,00 Anfotericina B 25,00
L-triptofano 3,00 Glutationa 1,00

FONTE: Adaptada de http://www.vitrocell.com.br/vitrocell bularpmi.html
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TABELA AS8: Dados cristalograficos dos complexos 1b e 2b.
DADOS 1b 2b
Formula Empirica C,H;CuO,P, C,,H,,CuO,P,
Peso Molecular 761.22 g/ mol 829.33 g/ mol
Temperatura 293(2)K 293 (2) K
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P-1 C2/c
a=11,0338(3) A a=81,6152)° a=33,7146(7) A a=90°
Dimensdes da cela unitaria b=13,0129(4) A B=81,377(2)° b=10,3104(2) A B=193,374(2)°
c=13,0135(4) A Y=86,994(2)° c=24,1716(5) A vy=90°
Volume 1826,74(9) A’ 8387.8(3) A’
V4 2 8
Densidade calculada (p,,,.) 1,384 g/em’ 1313 glem’
Coeficiente de absor¢ao () 0,728 mm'l 0.640 mm'l
F (000) 788,0 3456.0

Tamanho do cristal

Alcance de 26 para coleta

Alcance dos indices

Reflexdes coletadas

Reflexdes independentes
Dados/restrigdes/parametros

Matriz dos minimos quadrado em F2
indices R final [I>=2c (I)]

Indices R final [todos]

Residual max. e min

0,18 % 0,08 x 0,08 mm’
5.256261,014 °

15<h<15,-18<k<18,-18<1<18
51556

11133 [R, =0,0328, R =0,0261]
11133/0/469

1,044

R, = 0,0348, wR, = 0,0821

R, =0,0571, wR, = 0,0951

0.33/-032¢.A”

0,28 % 0,16 x 0,14 mm’
5.29 2 55,752°

-44<h<44,-13<k<13,-31<1<31
82100

10004 [R,, =0,0408, R =0,0254]
10004/4/566

1,060

R, = 0,0386, wR, = 0,0891

R, =0,0605, wR, = 0,1031

036/-0,34¢.A”

249




