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RESUMO

Titulo: AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA E ANTINEOPLASICA DE
NOVOS COMPLEXOS DE Ag(l) CONTENDO SEMICARBAZONAS E
TRIFENILFOSFINA COMO LIGANTES. O presente trabalho possui como finalidade
avaliar a influéncia de ligantes semicarbazonas e trifenilfosfina em complexos de
prata(l) do tipo [Ag(L)(PPh3)2]* e [Ag(L)2]* (L= ligantes: (E)-2-((E)-3-
phenylallylidene)hydrazine-1-carboxamide — CSC e (2E)-2-[(3E)-4-Phenylbut-3-en-2-
ylidene]-hydrazinecarboxamide — BSC). Foram sintetizados e caracterizados quatro
novos complexos de prata(l): dois bisquelatos [Ag(CSC)2JNOs = CCA e
[Ag(BSC)2]JNOs = BBA; dois complexos contendo os ligantes trifenilfosfina e CSC
[Ag(CSC)(PPh3)2]NO3 = (CAP) e trifenilfosfina com BSC [Ag(BSC)(PPhs)2]NO3 =
(BAP). Os compostos foram caracterizados pelas técnicas de RMN *H 3C, IV, UV-vis,
condutividade molar e analise elementar (CHN). Os dados de analise elementar sdo
condizentes com a estrutura proposta. A condutividade molar dos complexos indicou
se tratar de complexos catidnicos 1:1 estaveis no solvente dimetilsulféxido. Pelos
espectros de IV foram observados deslocamentos, com relacdo aos espectros dos
ligantes livres, nos nimeros de onda caracteristicos aos estiramentos vC=N e vC=0,
indicando a possivel coordenacédo dos ligantes semicarbazona a prata(l) através dos
atomos doadores de N e O. Com os ensaios de viabilidade celular (MTT) realizados
frente a células tumorais de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e células tumorais e ndo
tumorais de préstata (PNT2 e DU-145), verificou-se maior acdo inibitéria dos
complexos contendo ligantes trifenilfosfina (BAP e CAP) em comparagcdo aos
bisquelatos e o complexo BBA apresentou o maior valor de IS (ICso[PNT2]/ ICso[DU-
145]) para as células de préstata avaliadas (IS = 3,13). Os ensaios de interagcdo com
o DNA indicaram interacdes de natureza fraca ou auséncia de interacdes entre os
complexos e o DNA, sugerindo o envolvimento de um alvo terapéutico diferente. A
avaliacdo quanto a acao antibacteriana dos compostos demonstrou que o complexo
CAP apresenta-se como um promissor agente antimicrobiano, com inibicdo acima de

70% tanto para bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas.

Palavras chave: Prata, compostos de coordenacdo, cancer, bactéria
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ABSTRACT

Title: EVALUATION OF BACTERIAL ACTIVITY AND ANTINEOPLASTIC OF
NEW Ag(l) COMPLEXES CONTAINING SEMICARBAZONES AND
TRIPHENYLPHOSPHINES AS LIGANDS. The present work aimed to evaluate the
influence of ligands triphenylphosphine and semicarbazone as a biological potential as
silver(l) complexes with the following formula [Ag(L)(PPhs)2]* and [Ag(L)2]* (L= ligands:
(E)-2-((E)-3-phenylallylidene)hydrazine-1-carboxamide — CSC and (2E)-2-[(3E)-4-
Phenylbut-3-en-2-ylidene]-hydrazinecarboxamide — BSC). It was synthesized and
characterized 4 new silver(l) complexes: two bis(chelate) [Ag(CSC)2]NOz = CCA and
[Ag(BSC)2]NOs = BBA, two complexes containing triphenylphosphine and CSC ligands
[Ag(CSC)(PPh3)2]JNOs = (CAP) and triphenylphosphine and BSC ligands
[Ag(BSC)(PPh3)2]JNOs = (BAP). The characterization of the compounds was performed
using NMR 1H 13C, IR, UV-vis, molar conductivity and elemental analysis (CNH). The
CHN data exhibited adequate to the proposed structure. The complexes molar
conductivity showed they are cationic 1:1 and stable on dimethyl sulfoxide. On the IR
spectra, it was observed displacements regarding the free ligands, watching the
characteristic stretching wave numbers of vC=N and vC=0, which indicated donating
atoms as N and O. Accomplishing cellular viability assays (MTT) against tumoral cells
of breast (MDA-MB-231 and MCF7) and non-tumoral and tumoral prostate cells (PNT2
and DU-145). It was verified greater inhibitory action of the complexes containing
triphenylphosphine (BAP and CAP) in comparison to the bis(chelates), and the BBA
complex showed larger values of IS (ICso[PNT2]/ ICso[DU-145]) for the prostate
evaluated cells (IS = 3,13). DNA interaction assays showed weak or non-interacting
nature with the synthesized complexes and DNA, which suggests that the therapeutic
target is another. The evaluation on bacteria inhibition evidenced that CAP complex is
a promising antimicrobial agent, with an inhibitory rate higher than 70% such as Gram-

positive as Gram-negative bacteria.

Key Words: Silver, coordination compounds, cancer, bacteria
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1 - Introducéao
A gquimica bioinorganica € uma area multidisciplinar da ciéncia, onde se
englobam quimica, biologia e medicinal?. Nessa area sdo estudados os
comportamentos das metaloproteinas, efeitos de metais no meio bioldgico,
processos bioldégicos como, mecanismos de interacdo, transferéncia de

elétrons em proteinas, ativacdo proteica entre outros®?.

Desta forma, os ions metalicos sdo essenciais ao funcionamento do
organismo humano. A falta ou excesso desses metais podem causar doencas
como, anemia por falta de ferro; doencas 6sseas pela caréncia de calcio e
potassio; deficiéncias na regulacdo de hormdnios na escassez de zinco e
cobre; intoxicacdo por metais pesados como chumbo e mercurio, que levam a
doencas neuroldgicas?3. Um entendimento a nivel molecular, e o tratamento
destas doencas causadas pelo funcionamento inadequado desses ions
metalicos, € um aspecto de extrema importancia da area de quimica

bioinorganica medicinal.

Existem diversos metais e ions metalicos, que séo aplicados na medicina
moderna para o tratamento de inUmeras doencas. O exemplo mais conhecido
na bioinorganica é a cisplatina, cuja acéo antitumoral foi descoberta por Barnett
Rosenberg em 1960, que representa um marco na histéria de compostos
baseados em metais para o tratamento de cancer®. O mecanismo de acéo da
cisplatina baseia-se na formacgao de adutos com o DNA, sendo este o principal
alvo citotoxico deste farmaco. Os adutos formados ocorrem principalmente
através de ligacOes covalentes nos grupos guaninas, que impedem a replicacdo
do DNA e a sintese de proteinas, levando a apoptose (morte programada da

célula)®.

O cancer é a denominacéo dada a um conjunto de mais de 100 doencas
que possuem em comum, mutacfes no material genético. Por consequéncia
disso, h& a ocorréncia do mal funcionamento de tecidos, o que pode acarretar
na proliferacdo desordenada dessas células anémalas gerando tumores®.
Esses tumores podem se desprender do tecido de origem e invadir outros

tecidos, esta ocorréncia é conhecida como metastase®.



O cancer representa a segunda maior causa de mortes no mundo,
perdendo apenas para doencas vasculares. Segundo a OMS estima-se que
ocorreram 9,6 milhGes de mortes em 2018 em decorréncia de cancer®. O
tratamento para esta enfermidade pode se dar através de cirurgia, que consiste
na remocao fisica; quimioterapia, aplicacdo de farmacos quimioterapicos para
inibir ou cessar o0 crescimento; radioterapia, aplicacdo de feixes
eletromagnéticos de radiacdo em uma area especifica; ou transplante de
medula 6ssea. Em muitos casos, € necessario combinar mais de uma

modalidade de tratamento para obtencéo de respostas mais eficases’.

No ambito de farmacos quimioterdpicos empregados em quimioterapia,
a cisplatina € extremamente eficaz no tratamento de cancer de ovério e
testiculo, sendo o farmaco mais recente a apresentar cura acima de 90%*°. Os
efeitos colaterais mais severos do tratamento com cisplatina como
nefrotoxicidade (toxico aos rins), ototoxicidade (téxico para o ouvido) e
neurotoxicidade (toxico ao sistema nervoso), além da resisténcia adquirida por
algumas linhagens tumorais, abriram portas para o desenvolvimento de novas
geracdes de complexos de platina, que apresentam menores efeitos colaterais
e também tentam sobrepor fatores de resisténcia. Complexos de platina de
segunda e terceira geracdo, como a carboplatina, oxaloplatina e nadaplatina
(FIGURA 1.1), tiveram sua aprovacao pelo FDA (Food and Drug Administration)

nos EUA a partir de 1985, para uso clinico no tratamento de cancer®2,

FIGURA 1.1: Estruturas dos complexos de platina aprovados pelo FDA para
uso clinico.
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Junto ao marco dos farmacos de platina, iniciaram-se os estudos e a
busca por novos complexos metélicos com potencial acao bioldgica ndo so6 para
o0 cancer mas também para outras doencas®. Embora existam poucos
complexos nas prateleiras para o tratamento de cancer, os ions metalicos
podem ser aplicados para diversos fins medicinais. Alguns exemplos disso sao
os complexos de ouro, usados no tratamento de artrite reumatoide e doencas
autoimunes®?; is6topos de tecnécio e rénio, utilizados em diagnésticos por
imagem?; antimonio na forma de antimoniato-tertrato de potassio, utilizado no
tratamento de pneumonia (Tartar emetic®) e também no tratamento de

leishmanioses, como stibogluconato de sédio (Pentosam®)3.

Neste contexto, a prata e seus respectivos complexos ja séo
amplamente conhecidos por apresentarem propriedades anticépticas®12. Os
complexos de prata ja possuem maior numero de estudos relacionados a
potencial antibacteriano'®13, Ainda sdo recentes as pesquisas ligadas a acédo

antitumoral de complexos de prata.

Dentre os metais mais antigos utilizados para fins medicinais pelo
homem, a prata se destaca. A prata € um metal de transicdo do grupo 11 da
tabela periddica. Esse metal pode ser encontrado na forma de sulfeto (Ag2S),
cloreto (AgCl) ou como minério, sua forma nativa ou associada a outros metais
como cobre, ouro, ferro, niquel e chumbo!415, E um metal ductil, maleavel e um
bom condutor elétrico e térmico'4. Historicamente ela vem sendo utilizada como

agente terapéutico na medicina, especialmente em doencas infecciosas.

Os primeiros relatos do uso medicinal da prata datam de 370 a.C*2, com
Hipdcrates usando preparos com prata no tratamento de Ulceras. Em tempos
mais recentes Paracelsus também utilizou prata e nitrato de prata no tratamento

de feridas, uma pratica utilizada até hoje'.

Em tempos contemporaneos inUmeros compostos de prata vem sendo
utilizados em diversas areas de aplicacdo. Exemplos comuns séo a sulfadiazina
de prata, no uso como pomada para feridas e queimaduras na pele?®;
nanoparticulas de prata (AgNP) aplicadas em curativos na medicina3’;
desodorantes contendo AgNP para inibir bactérias causadoras de maus

odores!’18; cosméticos; roupas esportivas'®?%; dentre outros produtos.



Diversos trabalhos reportados na literatural®2-2%  demonstram o
potencial farmacologico de complexos de prata na inibicdo de linhagens de
células tumorais. Banti, C. N. et al.?® apresentaram o potencial citotoxico de
cinco complexos de prata com ligante metil-xantato e trifenilfosfinas. Neste
estudo foram avaliados os valores de 1Csp (concentragdo de um composto em
gue sédo inibidos 50% da viabilidade de uma populacdo celular) em duas
linhagens de células de cancer de mama, MDA-MB-231 e MCF-7. Os valores
observados para a linhagem MCF-7 variaram de 0,7 a 5,9 pumol-L%, que foram
em sua maioria menores do que os valores do farmaco padrao, cisplatina (5,5
umol-L1)%6, Isso mostra que esses complexos possuem grande potencial
inibitorio para essa linhagem. Enquanto que para a linhagem MDA-MB-231 nao
apresentaram atividade®®. Na FIGURA 1.2 estdo apresentados os complexos
sintetizados por Banti, C. N et al.

FIGURA 1.2: Complexos de prata com atividade antitumoral, sintetizados por
Banti, C. N. et al.?®
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Outro estudo, feito por Poyraz M. et al’/, verificou a atividade de

complexos de prata, também com ligantes trifenilfosfina (tpp), acido



hidroxibenzdéico (o-Hbza) e acido acetilsalicilico (aspH), frente a linhagem
tumoral LMS (cancer muscular) e MCF-7 (cancer de mama). Foram verificados
os valores de ICso entre 1,5 a 3,7 umol-L* para as duas linhagens tumorais,
enquanto que para o farmaco padrdo (cisplatina), foi de 25 umol-Lt. Na
FIGURA 1.3 pode-se observar grande similaridade estrutural entre estes

complexos e os complexos reportados no trabalho anterior (Banti C. N et al.).

FIGURA 1.3: Complexos de prata com atividade antitumoral, sintetizados por
Poyraz M. et al.?”
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Assim como 0 cancer, um problema de saude publica que vem
aumentando drasticamente nas Ultimas décadas sdo as infec¢cdes e mortes
causadas por microrganismos, principalmente bactérias, que adquirem
resisténcia a antibidticos?®. As bactérias sdo microrganismos unicelulares
procariotos, ou seja, possuem estrutura simples, com seu material genético
espalhado pelo citoplasma e uma membrana celular protegida por uma parede

bacteriana 2°.

O mecanismo de resisténcia das bactérias a farmacos funciona em uma
linha sequencial de tentativa de eliminagcdo no momento de entrada da droga,
acumulacdo, ligacdo a essa droga e diminuicdo de sua acdo®C. Esses
mecanismos séo codificados por mudangcas no material genético, variando de
mutacbes pontuais, por meio da assimilacdo de genes resistentes
preexistentes, a importacdo de genes presentes no ambiente, deixados por

microrganismos que morreram por estresse ao farmaco.



As consequéncias geradas por microrganismos resistentes a antibiéticos
e diversos medicamentos, sdo extremamente sérias e podem levar a impactos
significativos na mortalidade e economia de uma regido3!. Pacientes infectados
por doencas causadas por esses tipos de microrganismos estéo correndo maior
risco de vida. Em hospitais, 0s custos para se tratar esses pacientes fica

excessivamente mais caro3l.

S6 nos Estados Unidos, anualmente, sdo reportados pelo menos 2
milhdes de infeccbes causadas por microrganismos com multirresisténcia a
medicamentos, com 23.000 mortes e um impacto na economia na faixa de 55-
70 bilhdes de dolares®!. No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) em parceria a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia
Microbiana em Servicos de Saude (Rede RM), monitoram as unidades de
tratamento intensivo (UTIs) em mais de 1500 hospitais no territério nacional32:3,
Em um boletim publicado pela ANVISA em 2015, mostrou que o ndmero de
infeccdes por microrganismos sé em UTIs foi de 22.500 no ano3233,

Existem milhares de espécies de microrganismos que podem causar
infeccdes, porém eles podem ser classificados em dois grupos, bactérias do
tipo Gram-positivo e do tipo Gram-negativo. O método de Gram € um método
colorimétrico no qual possibilita diferenciar bactérias pelas caracteristicas
guimicas e fisicas das estruturas da parede bacteriana, dependendo da
coloracdo que adquirem apds o tratamento 34. As bactérias Gram-positivas
possuem uma camada espessa de peptidoglicano na sua parede, na qual retém
0 agente colorimétrico, cristal de violeta (FIGURA 1.4) é retido nas etapas de
lavagem 3. Bactérias Gram-negativas possuem sua camada de peptidoglicano
mais fina, o que permite o cristal de violeta ser removido na etapa de lavagem?.
Elas sao coloridas por contra indicadores rosas ou vermelhos como safranina
ou fucsina (FIGURA 1.4) 3536,



FIGURA 1.4: Estruturas dos agentes colorimétricos usados no método de
Gram.
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Com o aumento nos numeros de infec¢cdes por microrganismos
resistentes a antibioticos, a organizacdo mundial de saude (OMS / WHO)
desenvolveu o plano de acéo global contra a resisténcia antimicrobiana®’. Que
consiste em reforgar a continuidade de tratamentos eficazes, prevenir novas
infeccdes, e garantir que medicamentos sejam acessiveis e utilizados de
maneira responsavel’’. Desta forma se faz necessario melhorar o
conhecimento e conscientizagcéo sobre o assunto, otimizar o uso de antibidticos

ja existentes, pesquisar e desenvolver novos medicamentos mais eficazes3”:3.

Nesse segmento, os estudos de complexos de prata sdo uma importante
parcela no desenvolvimento de novos farmacos com propriedades de inibicao
microbiana. A prata jA € amplamente conhecida por ser um metal com
propriedades anticépticas, e ja possui maior numero de estudos em relagédo a

atividade antibacterianal®-13,

Estudos feitos por Khalaji A. D. et al*®, apresentam a sintese e estudos
de inibicdo bacteriana de um complexo de prata com ligantes
tiossemicarbazona e trifenilfosfina (FIGURA 1.5). Nesse estudo foram testadas
qguatro linhagens de bactérias sendo duas Gram-positivas (Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis) e duas Gram-negativas (Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa) frente aos ligantes livres e o complexo sintetizado.



FIGURA 1.5: Estrutura do complexo [Ag(catsc)(PPhs)2]NOs
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O experimento de inibicdo mostrou que o ligante livre ndo possui
atividade inibitéria frente as linhagens testadas, com valor de concentracéo
inibitéria minima (CIM) acima de 4,67 mmol-L2. JA o complexo ndo mostrou
atividade frente a P. aeruginosa com valor de CIM acima de 556 mmol-L?,
porém se mostrou ativo na inibicdo das outras linhagens, S. aureus, E. faecalis
e E. coli. Na TABELA 1.1 estéo os listados os valores de CIM para as linhagens

testadas.

TABELA 1.1. Valores de CIM para o ligante livre (catsc) o complexo
[Ag(catsc)(PPhs)2]NO:s.

CIM do complexo

. CIM do ligante
Linhagem [Ag(catsc)(PPh3z)2]NOs3 livre (ca%sc)
bacteriana 1 1

(Hg-mL™) (Hg-mL™)
E. faecalis 60 >500
S. aerus <1 >500
E. coli <1 >500
P. aeruginosa >500 >500

Vale ressaltar que a P. aeruginosa, é uma linhagem de bactéria Gram-
negativa, com alta capacidade de gerar resisténcia a farmacos3!, estando na
lista de patdogenos com prioridade critica da OMS, para pesquisa e

desenvolvimento de novos antibioticos°.

Os ligantes fosfinicos (PPhsz) sdo moléculas com grande interesse
bioquimico, por apresentarem carater m-aceptor e o-doador, 0 que pode ser

fortalecida pela ligagdo metal-fosforo e retrodoacédo de densidade eletronica
dos orbitais d, do metal, para os orbitais d vazios do fésforo*’. Além disso,



guando coordenadas ao centro metalico tendem a aumentar a lipofilicidade do
complexo formado, o que permite maior permeacdo da membrana celular em

meio biol6gico*!.

Ja existem compostos derivados de fosfinas com uso aprovado para
tratamentos clinicos, como é o caso da auranofina*>43, que é um complexo de
ouro com ligante trietilfosfina e tiol (FIGURA 1.6), utilizado no tratamento de
artrite reumatoide**. Também possui estudos promissores na inibicdo do virus
do HIV944.45,

FIGURA 1.6: Estrutura do fArmaco auranofina.
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Os estudos de Khalaji, previamente mencionados, também mostram um
composto derivado de trifenilfosfina, com atividade inibitoria frente a
bactérias®. Esses estudos sdo apenas uma amostra, que indicam a pluralidade
em que compostos derivados de fosfinas possuem na area de bioinorganica
medicinal.

Ligantes da classe de tiossemicarbazonas e semicarbazonas tem sido
extensivamente explorados para o desenvolvimentos de novos complexos
metélicos em funcdo das propriedades quimico-estruturais e biolégicas que
estes compostos apresentam?®. A FIGURA 1.7 abaixo apresenta a estrutura
geral de compostos tiossemicarbazonas e semicarbazonas onde,
estruturalmente estes compostos diferenciam-se por apenas um atomo; as
tiossemicarbazonas apresentam um atomo de S (grupo tioamida), enquanto

que as semicarbazonas apresentam um atomo de O (grupo amida)+"48,
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FIGURA 1.7: Estrutura geral de compostos tio e semicarbazonas.
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Pela grande similaridade estrutural, tanto o0os compostos
tiossemicarbazonas quanto os semicarbazonas podem ser obtidos da mesma
maneira. Comumente estas moléculas sao sintetizadas a partir de uma reacao
de adicéo regiosseletiva seguida de condensacéo entre um aldeido ou cetona
e uma tio/semicarbazida*®->°. Com excecdo da molécula de agua que é
liberada, tem-se a formacdo exclusiva do composto tio/semicarbazona
especifico, atribuindo grandes rendimentos para esta reacdo além de estar de
acordo com aspectos da quimica verde, como a economia de atomos e a nao
liberacdo de subprodutos téxicos*&-0.

Como pode-se observar na estrutura geral destas moléculas (vide
FIGURA 1.7), estas apresentam-se como compostos bastante verséateis onde
pode-se combinar diferentes aldeidos ou cetonas a diferentes
semi/tiossemicarbazonas. Por esta caracteristica, tem-se a possibilidade de
obtencdo de diferentes ligantes com distintos modos de coordenacdo*®°1. No
caso especifico de semicarbazonas, estas podem coordenar-se a centros
metdlicos através dos atomos de oxigénio do grupo amida, de nitrogénio da
ligacdo C=N além de outros atomos doadores que possam estar contidos na
porcdo do aldeido ou cetona. Estes pontos de coordenacdo sao
caracteristicamente sitios duros (O) e intermediarios (N), e a posicdo destes
grupos propicia a formagédo de anéis quelatos de 5 e 6 membros, que atribuem
grande estabilidade aos complexos metalicos formados*:°2,

Comprovadamente, compostos tio e semicarbazonas apresentam acao
antitumoral, antifingica, antibacteriana, dentre outras*. Ainda o mecanismo de
acdo bioldgica proposto para estes compostos envolve seus complexos

metalicos.
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Assim, considerando as propriedades antitumorais e antibacterianas de
complexos de Ag e as caracteristicas biolégicas e quimico/estruturais de
ligantes fosfinicos e semicarbazonas, no presente trabalho propdem-se a
investigacdo biologica de complexos de Ag bisquelatos ou ndo contendo

ligantes trifenilfosfina e semicarbazonas.
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2 - Objetivos
2.1 - Objetivo geral

Avaliar a influéncia de ligantes semicarbozonas e trifenilfosfina na esfera
de coordenacédo do ion prata(l) na atividade frente a linhagens de bactérias e

células tumorais.

2.2 - Objetivos especificos

e Sintetizar complexos de prata(l) contendo ligantes trifenilfosfina,
benzalacetona-semicarbazona e cinamaldeido-semicarbazona.

e Caracterizar os compostos obtidos pelas técnicas de IV, RMN, UV-vis,
analise elementar e condutividade molar.

e Investigar a agdo citotoxica frente a células tumorais de mama e pulméao
com a determinagdo da concentragdo inibitéria minima (ICso) por meio
de ensaios de viabilidade celular (MTT).

e Investigar a concentragdo inibitéria minima (CIM) frente as bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas.
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3 - Material e Métodos

3.1 - Reagentes

Os reagentes utilizados ndo tiveram tratamento prévio e estao descritos
na TABELA 3.1.

TABELA 3.1: Reagentes e suas respectivas procedéncias

Reagente Procedéncia
Acetonitrila P.A. Synth
Benzalacetona (297%) Fluka
Cinamaldeido (98%) Sigma-Aldrich
Cloridrato de semicarbazida (98%) Sigma-Aldrich
DMSO-ds Sigma-Aldrich
DMSO P.A. Synth
Etanol P.A. Synth
Metanol P.A. Synth
Trifenilfosfina (99%) Sigma-Aldrich

3.2 - Sinteses

3.2.1 - Metodologia sintética

Para a sintese dos ligantes foi utilizada metodologia adaptada da
literatura®®>3, no qual usou-se HCI 0,8 mol-L* como catalisador para a reacédo
de condensacdo. Na FIGURA 3.1 é apresentado o esquema de reac¢do geral

para a sintese dos ligantes.

FIGURA 3.1: Esquema de reacéao geral dos ligantes sintetizados.
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Para a sintese dos complexos de prata(l) seguiu-se metodologia da
literatura®® alterando condicdes de reacdo como tipo e proporcdo de solvente.

Na FIGURA 3.2 é mostrado o esquema de reacdo para a sintese dos



3.2.1.
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complexos bisquelatos e na FIGURA 3.3 0 esquema de sintese para 0S

complexos contendo ligante trifenilfosfina.

FIGURA 3.2 Esquema de reacdo para a sintese dos complexos bisquelatos.
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FIGURA 3.3: Esquema de reacao para a sintese dos complexos derivados de
trifenilfosfina e semicarbazona.
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1 - Sintese dos ligantes BSC e CSC

Em baldo de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados 0,50 g de

benzalacetona (3,7/ mmol) / 0,46 mL de cinamaldeido (3,7 mmol) e

solubilizados em 40 mL de etanol. Com uma pipeta de Pasteur foram

adicionadas 3 gotas de HCI 0,8 mol-L* e os sistemas colocados em agitacao.

Em seguida foram adicionados 0,41 g de cloridrato de semicarbazida (3,7

mmol). A reagdo de condensacgéo foi mantida em refluxo por 24 horas. Ao

término da reacdo a suspenséo foi resfriada em banho de gelo e os produtos

sélidos foram isolados por filtragdo a vacuo. Os solidos foram lavados com agua

destilada gelada e seco a vacuo. Foram obtidos 0,58 g de BSC com rendimento

de 65% e 0,56 g de CSC com rendimento de 63%.

NO;

NO,
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3.2.1.2 - Sintese do complexo [Ag(BSC)2]JNOs (BBA) e [Ag(CSC)2]NO3
(CCA)

Em erlenmeyers separados de 125 mL protegidos de luz, contendo 0,100
g (0,49 mmol) de BSC solubilizados em 10 mL de etanol, e 0,100 g de CSC
(0,53 mmol) solubilizados em 20mL de acetonitrila, foram adicionados 0,051 g
(0,29 mmol) e 0,044 g (0,26 mmol) de AgNOs respectivamente. A reagao foi
mantida sob agitacdo magnética em temperatura ambiente. Apdés um periodo
de 8 horas foi observada a formacéo de precipitado. As suspensdes foram
filtradas a vacuo e os solidos foram lavados com agua destilada gelada. Os
soélidos foram secos a vacuo e a massa do complexo BBA seco obtida foi de
0,135 g, com um rendimento de 90% e para o complexo CCA a massa seca foi
de 0,137 g com rendimento de 95%.

3.2.1.3 - Sintese dos complexos [Ag(BSC)(PPhz)]JNO: (BAP) e
[Ag(CSC)(PPh3)2]NO3 (CAP)

Em um Erlenmeyer de 125 mL (1), protegido de luz, contendo 0,083 g
(0,49 mmol) de AgNOs solubilizados em 20 mL de acetonitrila, foi adicionado
0.260 g de trifenilfosfina (0,98 mmol). Em um segundo Erlenmeyer também
protegido de luz (2), contendo 0,089 g de AgNOz (0,52 mmol) e solubilizados
em uma mistura 1:1 metanol/acetonitrila, foi adicionado 0,274 g de trifenilfosfina
(2,04 mmol). Os dois sistemas foram colocados sob agitacdo, em seguida
foram adicionados 0,100 g de BSC (0,49 mmol) a solugéo (1) e 0,100 g de CSC
(0,52 mmol) a solucéo (2).

As reacOes foram mantidas em agitacdo por 8 horas em temperatura
ambiente. ApOs esse periodo, as suspensfes foram rota-evaporadas até a
precipitacdo dos produtos. Os dois sélidos apresentaram coloracdo branca e
foram lavados com agua destilada gelada e secos a vacuo. A massa seca para
BAP foi de 0,420 g, com rendimento de 95% e a massa seca para CAP foi de
0,439 g com rendimento de 94,6%.
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3.3 - Determinacédo do ponto de fusao

As medidas do ponto de fusdo foram realizadas no equipamento
MARCONI NA 301. Apos a compactacdo da amostra macerada em um capilar
fechado, o sistema foi aquecido em uma razdo de 1 °C/min, sendo a

temperatura maxima alcancada de 350°C.

3.4 - Analise elementar (CHN)

As analises elementares foram feitas no equipamento Fision da CE
instruments, modelo CE1108 (CHNS-O) EAGER 200 - RESULTS. A
responsavel pela andlise foi Luciana Visoto técnica do departamento de
guimica da UFSCar. O método empregado para analise foi CHNS1904,
utilizando um padréo de sulfanilamida para calibrar o equipamento com erro
médio de £ 0,05 para porcentagem de carbono; = 0,18 para porcentagem de

hidrogénio; e + 0,09 para porcentagem de nitrogénio.
3.5 - Medidas de condutividade molar

As andlises de condutividade molar foram executadas em DMSO com o
uso do condutivimetro MARCONI modelo MA 521 do grupo de laboratorio
LERCI (Laboratorio de estrutura e reatividade de compostos inorganicos) do
departamento de quimica da UFSCar. O experimento foi realizado em triplicata,
onde foram feitas solugées dos compostos em concentracédo de 1x103 mol-L™.
A média simples dos valores de condutividade foi utilizada como resultado. O
solvente DMSO foi utilizado como branco e em seguida foi realizado a leitura
de condutividade das amostras. As medidas foram realizadas em tempos de 0,
24 e 48 horas para verificar a estabilidade dos compostos no solvente em

guestao.
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3.6 - Espectrometria vibracional na regido do infravermelho

Os espectros de absorcao na regiao do Infravermelho foram obtidos no
espectrébmetro SHIMADZU IRTracer-100, usando pastilhas de KBr como
suporte. Utilizou-se o modo de 32 varreduras na regido de 4000 a 400 cm™. Os
dados obtidos foram tratados utilizando os softwares Shimadzu IR Solution,
1.60, e Origin 8.0.

3.7 - Ressonancia magnética nuclear

Para a obtencéo dos espectros de ressonancia magnética nuclear de H,
BBC{H} e *'P{'H} (RMN) foi utilizado o espectrometro BRUKER ARX 9,4T do
Departamento de Quimica (DQ) da UFSCar. Todos os espectros foram obtidos
em DMSO-ds e os dados foram tratados utilizando-se o programa MestReNova
6.0.2-5475. O espectro de RMN 3P foi feito logo apés a ressonancia de 'H, e

a medida foi realizada na mesma solucéo deuterada.

3.8 - Espectrofotometria eletrénica na regido do UV-visivel

Os espectros de absorcao na regido do UV-Vis foram obtidos em um
espectrofotometro SHIMADZU UV-1650PC. O experimento foi realizado em
triplicata e a linha base foi feita em DMSO. Foram utilizadas solu¢gbes com
concentracdo de 1x10° mol-L* para cada um dos compostos. Cubetas de
guartzo com caminho Optico de 1 cm foram utilizadas para obtencdo dos

espectros e, em seguida, foi feita a varredura na regido de 1100 a 190 nm.

3.9 - Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando as linhagens
celulares: MDA-MB-231 (cancer de mama); PNT2 (células de prostata nao
tumoral); DU145 (cancer de prostata). As linhagens celulares PNT2 e DU145
foram cultivadas em meio RPMI 1640 com 10% de FBS (soro fetal bovino), ja
a linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em meio DMEM (Dulbecco Modified

Eagle Medium) com 10% de FBS. Todas as linhagens foram armazenadas
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dentro de garrafas de plastico (Corning) e incubadas em estufa a 37 °C com

atmosfera de 5% de COa.

A contagem das células foi realizada utilizando o corante Azul de Tripano
em uma camara de Neubauer. Apds a contagem foram adicionadas as placas
de 96 pogos aliquotas com 150 uL contendo 1,5x10* células mL1. As placas
foram mantidas por 24 horas em estufa e em seguida foi adicionado a cada
poco 0,75 pL de uma solugdo de DMSO contendo os ligantes ou os complexos.
As concentracdes finais nos pocos foram de 0,8, 1,58, 3,16 6,25, 12,5, 25, 50,
100 ymol-L1. Em seguida, as placas foram incubadas novamente na estufa por

mais 48 horas >4-56,

Apos a incubagao das microplacas foi adicionado a cada pogo 50 pL de
uma solucéo de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolio)
(1 mg-mL?) e incubada novamente na estufa por 4 horas. Por fim, foi retirada
a solucdo de cada poco e adicionou-se 100 uL de &lcool isopropilico, em
seguida foram realizadas as medidas de absorbancia em cada po¢o com o
leitor de microplacas hibrido da BioTek modelo SYNERGY H1. Os dados
obtidos foram tratados utilizando Excel 2010 e GraphPadPrism 6.01.

3.10 - Interacdo com DNA

3.10.1 - Titulac&o espectroscopica

O experimento de titulacdo espectroscopica foi realizado em parceria por
Renan Lira, aluno de doutorado do professor Dr. Adelino G. V. Netto da UNESP
— Araraquara — Grupo de Compostos de Coordenacdo e Organometalicos. A
solucdo de CT-DNA (Calf Thymus DNA) foi obtida pela solubilizagédo de
aproximadamente 10 mg da biomolécula em 5 mL de uma solucéo tamp&o Tris-
HCI (5 mmol-L* Tris HCI e 50 mmol-L* de NaCl, pH 7,4). Os espectros de UV-
vis foram obtidos para os complexos em quantidades crescentes de solugéo de
CT-DNA, na regido de 190 a 1100 nm. A titulagcao foi realizado a 25 °C, onde a
concentracdo dos complexos foi mantida fixa em 20 pumol-L, enquanto que a

concentracdo do CT-DNA variou de 0 a 60 pmol-L1 57,
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Partindo-se de uma solu¢do do complexo em DMSO com concentracao de
1 mmol-L%, foram adicionados 60 pL do composto em 2940 uL de tampéao tris-
HCI (pH 7,4), em uma cubeta de quartzo de 3 mL. A medida do branco foi feita
com 60 pL de DMSO e 2940 pL de tampéo tris-HCI (pH 7,4). Assim, apés a
primeira leitura do complexo em auséncia de DNA, foram adicionados 18 pL de
uma solucdo de DNA com concentracdo de 1 mmol-L, tanto na cubeta
contendo o complexo quanto no branco. Foram feitas adigbes sucessivas de
18 pL da solugéo de DNA, tanto no branco quanto no complexo, completando
um total de 10 adigGes. A propor¢ao molar entre complexo e DNA variou de 0,3

a 3,0 com intervalos de 0,3 em cada adicéo.

A constante de ligacao (Kp) foi obtida pela equacéo de Benesi-Hildebrand,

na seguinte forma:

AO tres + & 9 1
A—Ay €yc— & &€u-gc— & Kp[DNA]

Segundo a equacéao, Ao e A representam as absorbancias do complexo em
auséncia e presenca de DNA, respectivamente. Os coeficientes €c e €x-6 S0
coeficientes de absortividade molar do complexo livre e do complexo-DNA,
respectivamente. Desta forma o valor da constante (Kb) foi calculado pela razéo
entre o coeficiente linear e o angular obtidos a partir de um grafico de Ao/(A-Ao)
em fungdo de 1/[DNA]%8:9,

3.10.2 - Dicroismo circular (CD)

O experimento de dicroismo circular foi realizado em parceria por Renan
Zanetti, aluno de doutorado do professor Dr. Adelino G. V. Netto da UNESP —

Araraguara — Grupo de Compostos de Coordenacdo e Organometalicos.

Os espectros de CD foram registrados utilizando uma cubeta de quartzo de
3 mL, na faixa de 235 a 320 nm, com acumulo de 5 scans, largura de banda de
1,0 nm, velocidade de 100 nm/min e temperatura de 25 °C 961 Assim foram
registrados espectros de CD das amostras de DNA em presenca de

guantidades crescentes dos complexos, onde a concentracdo de DNA foi
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mantida fixa em 50 pumol-L? e concentracdo do complexo foi variada de 0 a 20

umol-L7.

Primeiramente foi preparado 20 mL de uma solucdo de DNA 50 pmol-L?
em tampao tris-HCI (pH 7,4). Esta solucéao foi distribuida em 6 tubos de ensaio
e foram feitas adicGes crescentes do complexo em estudo, partindo-se de uma
solucdo em DMSO com concentracdo de 1 mmol-Lt. Estas amostras foram
incubadas a 37 °C por 24 h e, ap6s este periodo, as leituras foram realizadas

em um espectrometro Jaco J-815.

3.10.3 - Interacdo com plasmideo superenovelado

Em uma solugdo tampé&o Tris-HCI (1 mol-L1, pH: 7,0) foram adicionados
0,5 pL do plasmideo pBR322 e 1 pL dos complexos metalicos em DMSO, em
diferentes concentracdes, totalizando um volume final de ensaio de 20 pL. A
solucéo final foi incubada a 37 °C por 24 horas®*. Ap6s o tempo de incubacgéo
as amostras foram retiradas do banho termostético e adicionou-se 15 pL de
STEB (40% de sacarose, 100 mmol-L* de Tris-HCI, pH = 7,5, 1 mmol-L* de
EDTA, 0,5 mg-mL? de azul de bromofenol) as amostras, em seguida foi
realizada a centrifugacéao a 4000 rpm por 5 minutos. Uma aliquota de 20 uL
das solugbes foram adicionados no gel de agarose 1% (m/v). A corrida
eletroforética ocorreu em solugdo TBE 1x a 20 V durante 12h, apls este
periodo o gel foi adicionado em solucdo corada de brometo de etidio e
revelado no fotodocumentador Gel Doc™ EZ. A imagem obtida foi tratada

utilizando o software ImageLab™ 6.0.0 fornecido pela BioRad.

3.11 - Teste de inibicdo de crescimento bacteriano

3.11.1 - Padronizacéo das suspensoes bacterianas

O experimento de inibicdo de crescimento bacteriano foi realizado em
parceria com o grupo de pesquisa do professor Dr. Saulo Santesso Garrido do

Departamento de Bioguimica e Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica -
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UNESP — Arararquara. Todos os ensaios e resultados obtidos foram feitos pela

doutoranda Carolina R. Zambom.

As suspensdes bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 14458,
Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Escherichia coli sorotipo O157:H7 e
Salmonella tiphy ATCC 6539 foram padronizadas a partir de uma cultura de 24
horas, em Caldo Muller Hinton (CMH), adicionando-se meio de cultura estéril
até atingir turvacdo igual a suspensao do tubo 0,5 da escala de McFarland
(aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL). Em seguida foi verificada a leitura
espectrofotométrica a 620 nm para confirmacédo da concentracdo de micro-
organismos. Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:10, em CMH,
obtendo-se uma suspensao de 1,0 x 10’ UFC/mL, a qual foi utilizada nos

ensaios.
3.11.2 - Determinacéo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A porcentagem de inibicao foi determinada pela técnica de diluicdo em
microplacas (96 possos) de acordo com a metodologia descrita segundo a
norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2006)%2. Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 80 yL
de CMH. Em seguida foram acrescentados 100 yL dos compostos CAP, BAP,
BBA, CCA, CSC e BSC, previamente solubilizados em solucdo aquosa
contendo 5% de DMSO, e realizada a diluicdo seriada de 160 uM até 0,09 pM.
Adicionalmente foram distribuidos 20 pL das suspensbes dos micro-
organismos em cada orificio das microplacas. Como controle positivo foi
utilizado o antibiético Ciprofloxacino na concentracao inicial de 160 puM, esta foi
usada visando alcancar a CIM, sendo considerada como a menor concentracao
do composto capaz de inibir o crescimento de 90% das cepas. Também foram
realizados o controle do meio de cultura, o controle de crescimento bacteriano
e o controle da solucdo de 5% DMSO. As microplacas foram encubadas em
estufa microbiologica a temperatura de 37 °C durante 24 horas e em seguida

foram lidas em leitor de microplacas no comprimento de onda de 595 nm.
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4.1 - Dados dos compostos
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Os ligantes sintetizados junto com os complexos foram caracterizados

pelas técnicas espectroscopicas descritas ha metodologia. Os dados de ponto

de fusdo e decomposicdo dos compostos obtidos sdo apresentados nha

TABELA 4.1. Os valores de analise elementar (CHN) tanto dos ligantes quanto

dos complexos sao apresentados na TABELA 4.2.

TABELA 4.1: Dados de ponto de fusdo e ponto de ebulicdo dos compostos.

Composto Coloracéo fPorJto 96 Ponto_ d~e o
uséao (°C) decomposicéao (°C)

BAP Branco 178 - 181 266 — 270
BBA Branco 162 - 178 228 — 238
CCA Branco 183 - 186 240 — 245
CAP Branco 195 - 197 199 — 203
CSC Amarelo claro 217 - 220 -*

BSC Amarelo claro 186 - 190 -*

* Pontos de decomposi¢éo ndo observados pela faixa maxima do equipamento

TABELA 4.2: Valores experimentais (Exp.) e tedricos (Teor.) para andlise elementar
dos compostos sintetizados.

Cddigo Férmula %C Exp. %C Teor. %H Exp. %H Teor. %N Exp. %N Teor.
(CSC) C,HNO 63,33 63,48 6,74 5,86 22,45 22,21
(BSC) CHN,O-%H,0 63,07 63,14 7,17 6,58 20,39 20,68
(BBA) C,H,;AgN.O,-2H,0 43,57 43,15 4,68 4,94 15,19 16,01
(BAP) C,H,AgN,O,P,-2H,0-CH,CN 60,81 60,38 4,29 5,17 7,26 7,18
(CcA) C,oH,,AONLO, 43,43 43,81 4,04 4,18 17,70 17,88
(capP) C,H,,A9N,O,P,2(CH,CN.H,0) 61,94 61,82 4,80 4,80 6,98 6,90

Na TABELA 4.1 os valores de ponto de fusdo dos complexos obtidos

foram mais baixos do que os valores de ponto de fusdo dos ligantes livres. Este

fato pode estar relacionado a presenca de interacdes intermoleculares de

natureza mais fraca dos complexos em relacao aos ligantes. Como observado

na TABELA 4.2, as porcentagens experimentais se aproximam dos valores

tedricos, mostrando que a proposta estequiométrica esta condizente com o que

foi encontrado. Para os compostos BSC, BBA, BAP e CAP foram considerados

solventes nas porcentagens experimentais, os quais foram utilizados nas
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sinteses, lavagem e purificacdo. A presenca desses solventes, pode ser

constatada nos experimentos de RMN e IV.

4.2 - Condutividade molar

A condutividade dos compostos foi feita em DMSO, para se avaliar a
formacdo de complexos neutros ou catidnicos. Os dados registrados pelo

experimento sdo apresentados na TABELA 4.3.

TABELA 4.3: Dados de condutividade molar para os complexos sintetizados.
uS-cm2:mol?
CAP BBA BAP CCA Eletrdlito
75,1 56,3 37,0 76,1 11

Dados da literatura®34 mostram que, complexos eletrélitos 1:1, a faixa
de condutividade molar esperada é de 20 a 75 uS-cm2-molt. Como pode se
observar na TABELA 4.3, todos os complexos sintetizados apresentaram

condutividade molar que condiz com a faixa de eletrélitos 1:1.

Uma vez que se espera que o ion nitrato esteja presente como contraion
no complexo, isso indica que os ligantes ndo sofreram desprotonacéo durante
a coordenacdo. Pode-se salientar também que todos os complexos

permaneceram estaveis em solucdo em todas as medidas de tempo.

4.3 - Espectroscopia vibracional na regiao do Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho € uma importante técnica
na caracterizagdo de compostos de coordenacdo. Essa técnica fornece
informacfes em termos de vibracdes das ligacbes entre atomos e moléculas
de uma determinada substancia®. Os dados vibracionais apresentam-se na
forma de bandas, onde cada grupo funcional possui uma vibragéo caracteristica

em uma determinada regido do espectro®°,

E possivel diagnosticar a presenca de bandas conhecidas de um

composto de coordenagéo, sendo capaz de indicar se houve a ocorréncia da
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coordenacdo ou ndo, pelas mudancas nos nimeros de onda (cm™) de bandas
caracteristicas dos ligantes em questdo®5%. A radiacdo infravermelha
representa a porcdo do espectro eletromagnético que se situa entre as regides

do visivel e micro-ondas, que possui faixa entre 14290 e 200 cm-1(65-67),

Nos compostos sintetizados as bandas diagnosticas como a do
estiramento vC=0 aparecem de forma fina e intensa na regido de 1500 — 1750
cml. Outra banda de diagndstico importante, é a do estiramento vC=N que
ocorrem em 1500 — 1600 cm™. Uma variagdo no nimero de onda dessas
bandas é um indicio de que houve a coordenacdo dos atomos doadores,

presentes nestes grupos funcionais, ao centro metalico®’:68,

Os espectros vibracionais do ligante BSC e de seus respectivos
complexos estéo representados na FIGURA 4.1 e na TABELA 4.4. Ja os dados
para o ligante CSC e seus respectivos complexos estao dispostos na FIGURA
4.2 e na TABELA 4.5.

FIGURA 4.1: Espectro vibracional na regiao do infravermelho do ligante BSC e
seus respectivos complexos.
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TABELA 4.4: Dados de infravermelho das bandas diagnostico para o ligante
BSC e de seus respectivos complexos (Vide FIGURA 4.1).

Atribuicéo BSC (cm™) BBA (cm) BAP (cm?)
& C—H aromatico 746 748 746
o6 C=C 956 958 956
v P-C - - 1095

v NO3z - 1343 — 1384 1350 — 1384
v C=N 1583 1537 1535
vC=0 1750 1689 1674
v N-H 3477 3472 3472

*$ = desdobramento; v = estiramento

FIGURA 4.2: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante CSC
e de seus respectivos complexos.
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TABELA 4.5: Dados de infravermelho das bandas diagnostico para o ligante
CSC e seus respectivos complexos (Vide FIGURA 4.2).

Atribuicéo CSC (cm™) CCA (cm™) CAP (cm™)
& C—H aromatico 746 748 746
o0 C=C 956 958 956
v P-C - - 1097

v NOs" - 1350 — 1384 1350 - 1384
v C=N 1603 1561 1546
v C=0 1710 1667 1645
v N-H 3454 3460 3431

*§ = desdobramento; v = estiramento
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Conforme destacado nos dados da TABELA 4.4 e TABELA 4.5, séo
observados deslocamentos significativos das bandas C=N e C=0O dos
complexos, quando comparados com o espectro dos ligantes livres. Tais
deslocamentos indicam grande probabilidade de que os &tomos de oxigénios e
nitrogénio doadores se coordenaram ao centro metalico®”6°, Posto que houve
um deslocamento médio de 60 cm™ para a banda v C=0 e 50 cm™ para banda
v C=N de uma regido de maior nimero de onda para uma regido menor nimero
de onda. Com a formacéo da ligacdo com o centro metdlico, espera-se que haja
o enfraquecimento dessas ligacdes (C=0 e C=N). O que é condizente com uma
possivel retrodoacdo da Ag(l) aos orbitais 1 desses grupos, levando a

menores nimeros de onda®6:68.70.71,

As bandas N-H se mantiveram presentes na formag¢ao dos complexos,
isso indica que ndo houve a desprotonacédo do hidrogénio iminico dos ligantes.
Junto a isso a presenca da banda de NOs nos espectros dos complexos,
aponta que estes sdo compostos idnicos neutros. Dado que o ligante livre
(BSC), o sal precursor AgNO3 e a PPhs sejam neutros, espera-se que 0s
complexos também sejam®’:71-73, Estas informacdes estruturais preliminares
concordam com os dados previamente analisados de condutividade molar dos

complexos, onde estes apresentaram-se como eletroélitos 1:1.

Para os complexos contendo ligante trifenilfosfina (BAP e CAP) foi
observada uma banda caracteristica na regido de 1090 — 1100 cm?, referente
ao estiramento da ligacdo P—C. Esta condi¢cdo indica a possivel presenca do
ligante trifenilfosfina na esfera de coordenacdo dos complexos formados,

conforme o planejamento sintético proposto®’:71-73,

4.4 - Ressonancia magnética nuclear

A andlise de ressonancia magnética nuclear teve como objetivo a
caracterizagdo em solucdo das estruturas propostas para 0S compostos
sintetizados. A atribuicao dos sinais de RMN foi feita segundo a numeracao dos
atomos apresentada nas estruturas da FIGURA 4.3. Foram realizados os
experimentos de RMN de 'H, 13C, 3P e HSQC H e 3C. Todos os espectros
foram obtidos em DMSO-ds.
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Para melhor compreender os resultados a serem discutidos, as

estruturas foram numeradas de acordo com a FIGURA 4.3.

FIGURA 4.3: Referéncia numérica dos atomos das moléculas sintetizadas.
BSC BBA BAP

NO3 NO3

15 1 NO; 11 NO3

CSC CCA CAP

Os ligantes semicarbazona sintetizados j& sdo conhecidos da
literatura®® 74, desta forma os espectros de RMN foram obtidos para fins de

comparacao com os espectros dos complexos.

4.4.1 - Dados de RMN para o ligante BSC e seus complexos
4.4.1.1 - Ligante BSC

Na FIGURA 4.4 abaixo é apresentado o espectro de RMN 1H obtido para
o ligante BSC. Em 2,50 ppm observa-se o sinal do solvente DMSO des, bem
como o sinal em 3,4 ppm referente a agua presente no solvente deuterado. O

sinal em 2,07 ppm se referente a acetona de lavagem no tubo.
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FIGURA 4.4: Espectro de RMN *H para o ligante BSC. *solvente: DMSO-ds
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Conforme as estruturas dos ligantes representados na FIGURA 4.3 BSC,
estas moléculas apresentam um sistema aromatico monosubstituido um
sistema vinilico, além dos grupos N-H referentes ao fragmento semicarbazona.
Assim os dubletos em 6,95 e 6,88 ppm se referem ao acoplamento vicinal dos
hidrogénios H7 e H8 da porc¢ao vinilica, cuja a constante de acoplamento é de

16 Hz, caracteristico para esse sistema®’.

No anel aromético sédo observados trés conjuntos de sinais, dois tripletos
em 7,36 e 7,27 ppm e um dubleto em 7,52 ppm. O tripleto em 7,27 ppm se
refere ao acoplamento do hidrogénio H2 em posi¢do para com os hidrogénios
em posicdo meta (hidrogénios H1 e H3), cujo sinal apresenta-se como um
tripleto em 7,36 ppm. Por fim o dubleto em 7,52 ppm se refere aos hidrogénios
em posic¢ao orto (hidrogénios H4 e H6). Este sistema apresenta constante de
acoplamento de 8 Hz o que condiz com o valor esperado para um sistema

aromatico®’.

O hidrogénio H11 do grupo imida apresenta-se como um singleto em
9,42 ppm em uma regido mais desblindada do espectro, pois este representa o
hidrogénio mais acido da molécula. Os hidrogénios H13 do grupo amida
terminal apresentam-se como um singleto em 6,45 ppm. Os hidrogénios

metilicos H15 apresentam-se como um singleto em 2,02 ppm.
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4.4.1.2 - Complexo BBA

Em sequéncia, o espectro de RMN H obtido para o complexo BBA é
apresentado na FIGURA 4.5 abaixo. Por se tratar de um complexo bisquelato
simétrico sdo observados apenas um conjunto de sinais relativo aos ligantes

coordenados.

FIGURA 4.5: Espectro de RMN 'H para o complexo BBA. *solvente: DMSO-ds
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Comparados aos sinais observados no espectro do ligante livre os sinais
no espectro do complexo BBA apresentaram pouca diferenca no deslocamento
qguimico. O sinal dos hidrogénios vinilicos (hidrogénios H7 e H8) que deveriam
aparecer como dois dubletos apresentam-se como dubletos sobrepostos

originando um sinal em 6,99 ppm.

Os sinais do sistema aromatico sofreram pouca influéncia em
comparagao aos sinais observados no espectro do ligante livre, isto pode estar
relacionado ao distanciamento deste grupo do nucleo de coordenacéo (vide
FIGURA 4.3 BBA). Os hidrogénios em posicdo orto (hidrogénios H4 e H6)
apresentaram-se como um tripleto na regiao de 7,38 ppm, os hidrogénios meta
(hidrogénios H1 e H3) como um tripleto em 7,28 ppm e o hidrogénio em posi¢cao

para (hidrogénio H1) como um dubleto em 7,55 ppm.

No singleto em 9,51 ppm referente ao hidrogénio iminico (hidrogénio

H11) houve um deslocamento de 0,11 ppm com relagao ao ligante livre (9,42
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ppm). Acredita-se que este hidrogénio sofre influéncia da coordenacdo ao
centro metélico, se tornando mais desblindado em funcdo da deslocalizacao
eletrénica promovida pela coordenacéo bidentada proposta (vide FIGURA 4.3
BBA).

O sinal referente aos hidrogénios grupo amida terminal (hidrogénios
H13) apresenta-se em 6,49 ppm. Os hidrogénios do grupo metila (hidrogénios

H15) apresentam-se como um singleto em 2,06 ppm.

Para completar a caracterizacdo em solucdo do complexo BBA foram
realizados os experimentos do RMN 13C e bidimensional HSQC *H *3C. Estes
espectros sao apresentados nas FIGURA 4.6 e FIGURA 4.7.

FIGURA 4.6: Espectro de RMN 13C para o complexo BBA. *solvente: DMSO-ds
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FIGURA 4.7: Espectro bidimensional HSQC H 13C ampliado para o complexo

BBA. *solvente: DMSO-ds
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Segundo a estrutura proposta para o complexo, esperava-se um total de
11 diferentes carbonos na molécula. Pelo espectro de RMN 3C junto ao
espectro bidimensional HSQC 'H 13C foi possivel identificar os carbonos do
complexo. Conforme a FIGURA 4.3 (BBA), os carbonos em posi¢cdo meta do
sistema aromatico (carbonos C1 e C3) se referem ao sinal em 129,37 ppm. O
sinal referente aos carbonos em posicéo orto (carbonos 4 e 6) se encontra na
regiao de 127,32 ppm, e o carbono em posi¢ao para do sistema (carbono C2)

apresentou um sinal em 128,69 ppm®”.

Os carbonos vinilicos da estrutura (carbonos C7 e C8) apresentaram
sinais em 129,87 e 132,87 ppm, respectivamente. Acredita-se que o sinal em
129,87 ppm seja do carbono C7 pois este esta mais proximo a densidade do
anel aromatico, uma regido mais blindada em comparacao a regido do carbono
C8 em 132,87 ppm, mais proximo da regido de coordenac¢éo. A metila (carbono

C15) se encontra na regido de 12,35 ppm®’.

Para os carbonos quaternarios (carbonos C5, C9 e C12) ndo ha sinais
gue se correlacionem a nenhum hidrogénio no espectro bidimensional.
Segundo a literatura3®%’, espera-se que o sinal em 137,16 ppm se refira ao
carbono do sistema aromatico (carbono C5) e o sinal em 148,00 ppm ao

carbono (carbono C9) ligado ao nitrogénio (nitrogénio N10) e a metila (carbono
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15). Por fim o sinal em 157,12 ppm, por se apresentar na regido mais
desblindada do espectro, representa o carbono carbonilico (carbono C12) da

estrutura.

4.4.1.3 - Complexo BAP

O espectro de RMN H para o complexo BAP é apresentado abaixo na
FIGURA 4.8. Como esse complexo possui fosfinas como ligantes, os sinais de
hidrogénio para os sistemas arométicos apresentam alta multiplicidade e
encobrimento de alguns sinais do sistema aromatico da por¢gédo semicarbazona.
Todavia as integrais calculadas mostram que, apesar da alta multiplicidade, é
possivel verificar que o numero de hidrogénios esta de acordo com o previsto

para a estrutura da molécula.

FIGURA 4.8: Espectro de RMN *H para o complexo BAP. *solvente: DMSO-ds
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Devido a analogia do sistema a discusséo para a por¢cao semicarbazida
foi suprimida por ser andloga ao do composto anterior com pequenos

deslocamentos quimicos, os quais podem ser conferidos na TABELA 4.6.

Conforme a estrutura proposta para o complexo representada na

FIGURA 4.3 (BAP), comparando aos sinais observados no espectro do ligante
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livre e o complexo bisquelato, os sinais no espectro do complexo BAP sofreram

pouco deslocamento quimico.

Na regido dos hidrogénios aromaticos, que variou de 7,54 a 7,25 ppm,
se observa uma alta multiplicidade. Esses sinais séo referentes aos hidrogénios
dos anéis aromaticos tanto do ligante trifenilfosfina quanto do anel do ligante
semicarbazona. Como estes anéis possuem o0 sistema aromatico
monosubstituido e ambiente quimico bastante semelhante, ja se espera que
haja uma sobreposicao dos sinais. Tais sinais seriam dois dubletos e 4 tripletos,
sendo que um desses dubletos estaria atribuido aos hidrogénios de posi¢céo
orto dos anéis da trifenilfosfina e o outro dubleto atribuido aos hidrogénios em
posicdo orto para a porcdo aromatica da semicarbazona. Para os tripletos,
estes estariam separados nas posicOes meta e para, sendo dois desses
tripletos associados a trifenilfosfina e os outros dois tripletos ao ligante

semicarbazona.

O hidrogénio H11 do grupo imida apresenta-se como um singleto em
9,46 ppm em uma regido mais desblindada do espectro. E relevante frisar que
apesar desse sinal ndo sofrer deslocamento significativo, apenas 0,04 ppm, ele
assegura a nao desprotonacao desse hidrogénio na estrutura do complexo, o
gue é condizente com os dados de condutividade molar e de infravermelho
(vide TABELA 4.4 e FIGURA 4.1). Os hidrogénios do grupo amida terminal
(hidrogénio H13) apresentam-se como um singleto em 6,45 ppm e o0s
hidrogénios metilicos (hidrogénios H15) apresentam-se como um singleto em
2,02 ppm.

Para o complexo BAP foram realizados os experimentos de RMN 3C e
bidimensional HSQC H *3C. Estes espectros sdo apresentados nas FIGURA
4.9 e FIGURA 4.10, respectivamente.
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FIGURA 4.9: Espectro de RMN *3C para o complexo BAP. *solvente: DMSO-
de
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FIGURA 4.10: Espectro ampliado de RMN bidimensional HSQC H 3C para o
complexo BAP. *solvente: DMSO-de
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Utilizando os espectros de RMN 13C junto ao espectro bidimensional
HSQC 'H 13C foi possivel identificar os carbonos presentes na estrutura do

complexo. Pode-se observar que os carbonos e hidrogénios aromaticos estao
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presentes na molécula, porém tornou-se dificil a caracterizacdo exata destes,
como observado para os complexos bisquelatos, tais dados estéo dispostos na
TABELA 4.6.

O experimento de RMN 3!P teve como objetivo analisar a coordenacéo
dos ligantes fosfinicos ao centro metalico. O espectro de RMN 3P foi obtido
logo apés ao experimento de RMN *H, utilizando desta forma a mesma solugéo
deuterada. O referente dado espectroscopico para o complexo BAP esta
disposto na FIGURA 4.11 abaixo.

FIGURA 4.11: Espectro de RMN 3'P para o complexo BAP. *solvente: DMSO-
de
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Trabalhos reportados na literatura™’® mostram que o sinal de
trifenilfosfina livre esta na regido de -8,00 ppm e o 6xido de trifenilfosfina esta
na regido de 25,00 ppm. O espectro de RMN 3P para o complexo BAP
(FIGURA 4.3 BAP) apresenta apenas um unico singleto em 9,00 ppm para 0s
ligantes trifenilfosfina coordenados. Isso demonstra que as duas trifenilfosfinas
estdo em um mesmo ambiente quimico, uma vez que a soma das integrais no
espectro de RMN 'H equivale a um composto contendo duas moléculas de
trifenilfosfina. Os dados de RMN *H e '3C para os complexos BBA e BAP séo
apresentados na TABELA 4.6.
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TABELA 4.6: Dados de RMN de 'H e 3C para os complexos BBA e BAP.

o ppm
Posicéao BBA BAP
1H 13C 1H 13C

1 7,38t [ZHT 126=8 15939 | 7.54-7,20;m[2H] 129,27
2 1,281 [1;;] J13=8 19869 | 7.27: t[1H] Jus =8 Hz 128,59
3 [ [ZHHZ] J24=8 15937 | 754-7.20.m[2H] 129,27
4 7,55, d [ZHHZ] Ja6=8 15737 7.47: s [2H] 127,00
5 i 137,16 i 136,82
6 7,55;d [ZHHZ] J14a=8 45730 7,47; s [2H] 127,00
7 6,99; s [2H] 12987 | 897+ d [1Hj] J2=16 15963
8 6,99; s [2H] 132,87 | 887 [1Hj] J7=16 159,72
9 i 148,00 i 146,67

10 i i i i

11 9,51; s [1H] i 9,46: s [1H] i
12 i 157,12 i 157,46

13 6,49; s [2H] i 6,47: s [2H] i

14 i i i i

15 2,06; s [3H] 12,35 2,03: s [3H] i
129,00

PPhs (16 — 23) 734-753; m[30H] -
133,95

*s = singleto; d = dubleto; t = tripleto; m = multipleto; J = constante de acoplamento.

4.4.2 - Dados de RMN para o ligante CSC e seus complexos
4.4.2.1 - Ligante CSC
Na FIGURA 4.12 abaixo é apresentado o espectro de RMN H obtido

para o ligante CSC. Em 2,50 ppm observa-se o sinal do solvente DMSO-ds,

bem como o sinal em 3,4 ppm referente a &gua presente no solvente deuterado.
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O sinal em 2,07 ppm se refere a acetona de lavagem do tubo ou residuo de

acetonitrila da prépria reacdo de obtencédo dos compostos.

FIGURA 4.12: Espectro de RMN *H para o ligante CSC. *solvente: DMSO-ds
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A estrutura do ligante CSC (FIGURA 4.3 CSC) se semelhante ao ligante
BSC (FIGURA 4.3 estrutura (A)) uma vez que observa-se apenas a substituicao
do grupo metila em seu arcabouco molecular por um hidrogénio. Sdo notadas
poucas diferencas na caracterizagcdo por RMN, dos compostos derivados do
ligante CSC, em comparacao aos compostos derivados do ligante BSC.

Sendo assim, conforme a FIGURA 4.3 CSC), o sinal em 6,88 ppm se
refere ao acoplamento vicinal dos hidrogénios H7 e H8 da porc¢éo vinilica. Nao
foi possivel calcular sua constante de acoplamento devido a multiplicidade do
sinal. Esperava-se que tais sinais se comportassem de forma similar aos sinais
do ligante BSC com os hidrogénios H7 e H8 apresentando uma constante de
acoplamento de 16 Hz. Porém este comportamento nao foi observado para o
ligante CSC, visto que essa mudanca pode estar relacionada a presenca do

hidrogénio H15 com sinal em 7,69 ppm.

No sistema aromatico se observam 3 conjuntos de sinais, onde o tripleto
com sinal em 7,29 ppm se refere ao hidrogénio em posicao para (hidrogénio

H2), o tripleto com sinal em 7,36 ppm aos hidrogénios em posicdo meta
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(hidrogénios H1 e H3) e por fim o dubleto com sinal em 7,52 ppm aos

hidrogénios de posicao orto (hidrogénios H4 e H6).

Para os hidrogénios ligados aos nitrogénios da molécula se observa um
singleto em 6,31 ppm referentes aos hidrogénios do grupo amida terminal
(hidrogénios H13). E para o hidrogénio mais acido da molécula, (hidrogénio

iminico) (hidrogénio H11) observa-se um sinal em 10,22 ppm.

4.4.2.2 - Complexo CCA

Em sequéncia, o espectro de 'H obtido para o complexo CCA é
apresentado na FIGURA 4.13 abaixo. Por se tratar de um complexo bisquelato
simétrico sdo observados apenas um conjunto de sinais relativo aos ligantes

coordenados.

FIGURA 4.13: Espectro de RMN 'H para o complexo CCA. *solvente: DMSO-
de
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Comparando os sinais analisados no espectro do ligante livre com os
sinais observados no espectro do complexo CCA, verifica-se pouca diferenca
nos deslocamentos quimicos. O sinal dos hidrogénios vinilicos (hidrogénios H7
e HB8) aparecem como um singleto com sinais satélites em 6,91 ppm. Observa-
se um multipleto em 7,73 ppm referente ao hidrogénio H15. Esta multiplicidade

nos sinais dos hidrogénios H7, H8 e H15 é dada pelo acoplamento entre eles,
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esse acoplamento pode ser observado no RMN bidimensional COSY H - H
destacado na FIGURA 4.14.

FIGURA 4.14: Espectro de RMN bidimensional *H - *H (COSY) para o complexo
CCA. *solvente: DMSO-ds
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Os sinais do sistema aromatico ndo sofreram deslocamento em
comparacgao aos sinais observados no espectro do ligante livre. Os hidrogénios
em posicao orto (hidrogénios H4 e H6), meta (hidrogénios H1 e H3) e para
(hidrogénio H1) apresentam sinais em 7,37 7,29 e 7,54 ppm, respectivamente.

Para o singleto em 10,30 ppm, referente ao hidrogénio iminico
(hidrogénio H11), houve um deslocamento de quase 0,10 ppm com relagéo ao
ligante livre (10,22 ppm). Este mesmo deslocamento foi observado na
comparacdao entre o ligante BSC e seu complexo bisquelato BBA (vide FIGURA
4.3 BSC e BBA).

Completando a caracterizagcdo em solucdo do complexo CCA foram
realizados os experimentos de RMN *3C e bidimensional HSQC *H 13C. Estes
espectros sao apresentados nas FIGURA 4.15 e FIGURA 4.16.
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FIGURA 4.15: Espectro de RMN *3C para o complexo CCA. *solvente: DMSO-

ds
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FIGURA 4.16: Espectro bidimensional HSQC *H 13C ampliado para o complexo
CCA. *solvente: DMSO-ds
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Através do espectro de RMN 3C junto ao espectro bidimensional HSQC

'H 13C foi possivel identificar os carbonos presentes na estrutura do complexo.

Conforme a FIGURA 4.3 (CSC) os carbonos em posicdo meta do sistema

aromatico (carbonos C1 e C3) se referem ao sinal em 128,81 ppm, o sinal

referente aos carbonos em posicao orto (carbonos C4 e C6) se encontra na

regiao de 126,70 ppm, e o carbono em posi¢cao para do sistema (carbono C2)
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possui sinal em 128,47 ppm?®’. Os carbonos vinilicos da estrutura (carbonos C7
e C8) apresentaram um Uunico sinal em 125,60 ppm. Para os carbonos
quaternarios (carbonos C5, C9 e C12) ndo ha sinais que se correlacionem a
nenhum hidrogénio no espectro bidimensional. Segundo dados da
literatura3®%’, espera-se que o sinal em 136,61 ppm esteja relacionado ao
carbono do sistema aromatico (carbono C5), o sinal em 142,50 ppm ao carbono
C9, e por fim o sinal em 157,12 ppm, por apresentar-se em uma regido mais
desblindada do espectro, espera-se que este se refira ao grupo carbonila

(carbono C12) da estrutura.

4.4.2.3 - Complexo CAP

O espectro de RMN 'H para o complexo CAP é mostrado abaixo na
FIGURA 4.17. Como esse complexo, assim como o complexo BAP, possui
ligantes trifenilfosfina, os sinais para os sistemas aromaticos tanto do ligante
semicarbazona quanto das trifenilfosfinas, apresentam-se sobrepostos. Devido
a isso ha uma alta multiplicidade nesta regido, porém as integrais calculadas
concordam com o numero de hidrogénios da estrutura proposta para o
complexo. O espectro de RMN H para o complexo CAP é apresentado na
FIGURA 4.17 abaixo.
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FIGURA 4.17: Espectro de RMN H para o complexo CAP. *solvente: DMSO-
de
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Conforme a estrutura do complexo representada na FIGURA 4.3, CAP),
comparando-se 0s sinais analisados no espectro do ligante livre aos sinais
observados no espectro do complexo CAP, verifica-se pouca diferengca nos
valores de deslocamento quimico dos hidrogénios, pelo fato dos compostos
sintetizados serem analogos em relacdo a por¢cao semicarbazona da molécula,

os dados similares estdo apresentados na TABELA 4.7.

Os experimentos de RMN *3C e bidimensional de HSQC 'H 3C foram
realizados para o complexo CAP. Os espectros obtidos s&o apresentados nas
FIGURA 4.18 e FIGURA 4.19.
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FIGURA 4.18: Espectro de RMN 13C para o complexo CAP. *solvente: DMSO-
de
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FIGURA 4.19: Espectro bidimensional HSQC 'H 3C ampliado para o
complexo CAP. *solvente: DMSO-ds
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Analisando os espectros de RMN 3C e bidimensional HSQC H 3C
(FIGURA 4.18 e FIGURA 4.19) de forma conjunta foi possivel identificar os
carbonos presentes na estrutura do complexo CAP. Similarmente ao observado
para o complexo BAP, os carbonos e hidrogénios aromaticos ndo puderam ser

caracterizados individualmente como nos complexos bisquelatos.
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Conforme a FIGURA 4.3 (CAP)) o sinal em 128,91 ppm ¢€ atribuido ao
carbono C2 do sistema aromatico do ligante semicarbazona, pois este sinal é
caracteristico ao hidrogénio em posi¢cdo para (hidrogénio H2) no espectro
bidimensional. Os carbonos em posi¢cdo meta do sistema aromético (carbonos

C1 e C3) se referem ao sinal em 129,29 ppm.

Para os carbonos em posi¢éo orto (carbonos C4 e C6) sao atribuidos os
sinais em 131,66 e 131,96 ppm, respectivamente. Os sinais no espectro de
RMN 1H referentes aos hidrogénios ligados a esses carbonos (carbonos C4 e
C6), estdo sobrepostos aos sinais dos hidrogénios dos anéis aromaticos dos
ligantes trifenilfosfina. Com essa sobreposicéo de sinais ndo € possivel atribuir
todos os hidrogénios do sistema aromatico da molécula, bem como os
carbonos. Todavia € possivel verificar que existe uma diferenca no espectro de

RMN %3C para os carbonos desse sistema.

Os sinais dos carbonos vinilicos (carbonos C7 e C8) apresentam-se em
126,05 e 136,55 ppm, respectivamente. O carbono aromatico (carbono C5), é
atribuido ao sinal em 136,85 ppm. A carbonila (carbono C12) é atribuida ao
sinal em 156,97 ppm por ser o sinal que se apresenta em uma regidao mais

desblindada do espectro. O carbono C9 é atribuido ao sinal em 142,54 ppm?3°67,

O RMN 3P teve como objetivo verificar a coordenacdo dos ligantes
trifenilfosfina ao centro metélico. O espectro de RMN 3P foi obtido logo apés
ao espectro de RMN *H, utilizando-se desta forma a mesma solucdo deuterada.
O espectro de RMN 3P para o complexo CAP esta disposto na FIGURA 4.20

abaixo.

FIGURA 4.20: Espectro de RMN 3!P para o complexo CAP. *solvente: DMSO-
ds
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O espectro de RMN 3!P para o complexo CAP (FIGURA 4.3 CAP) mostra
um dnico singleto em 9,07 ppm para os dois ligantes trifenilfosfina
coordenados. Essa mesma regido foi observada de forma similar no espectro
de RMN 3P do complexo BAP, o que reforca a condicdo de estarem em um
mesmo ambiente quimico. Os dados de RMN H e 3C para os complexos BBA
e BAP séo apresentados na TABELA 4.7.

TABELA 4.7: Dados de RMN de *H e '3C para os complexos CCA e CAP.

o ppm
Posicéo CCA CAP
1H 13C 1H 13C

1 737:t[2H] Jos=8Hz 12881 | 7.35:t[2H] Jo6=8 129,29
> 720 t[1H]Jis=8Hz 12847 | 7.27:t[1H] Jis=8 128,91
3 737:t[2H]Jo4=8Hz 12881 | 735 t[2H]J26=8 129,29
4 7,52,d [ile] J36=8 15670 7.45: s [2H] 131,66
5 i 136,61 i 136,85
6 7,52, d [ZHHZ] Jia=8 19670 7.45: s [2H] 131,96
7 6,91: m [1H] 125,60 6,88; m [LH] 126,05
8 6,91: m [1H] 125,60 6,88: m [1H] 136,55
9 142,50 142,54

10 i i i i

11 10,30; s [1H] i 10,37; s [1H] i
12 i 156,38 i 156,97

13 6,34; s [2H] i 6,38; s [2H] i

14 i i i i

15 7,72: m [1H] 7,74: d [1H]

_ 129,62

PPh3 (16 — 23) . . 7’34[507|’45]3’ m _
134,00
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4.5 - Espectroscopia eletronica na regiao do UV-Visivel

A espectroscopia de absorgéo na regido do ultravioleta visivel é uma das
técnicas mais utilizadas no estudo de compostos inorganicos®®. Nessa técnica,
sdo observadas transicbes eletrbnicas que ocorrem nos orbitais
moleculares®66.77 Essas transicdes sdo representadas na forma de bandas de
absorcao, que séo centradas proximas aos comprimentos de ondas de maior

transicao®s,

A radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta e do visivel esta
entre préximo de 100 a 1000 nm. Absorc¢des no espectro eletrénico, demonstra
intensidades caracteristicas e propriedades moleculares, como transicées
eletrénicas em orbitais moleculares. Atomos ou moléculas passam de um
estado de menor energia para um estado de maior energia®®’8. A maioria das
moléculas organicas os orbitais ocupados de menor energia sdo os orbitais o.
Os orbitais 1t (ligantes) ficam em niveis energéticos mais altos e orbitais n (ndo-
ligantes) ficam em niveis ainda maiores. Orbitais antiligantes (0* e 1*) séo os
de maior energia frente aos demais®. Na FIGURA 4.21 é ilustrado um esquema

dos niveis de energia e transic¢oes.

FIGURA 4.21: Niveis de energia e transicdes eletronicas.
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Fonte: Pavia, L. D. et. al. 2012(66)

Os principios da espectroscopia de UV-vis seguem a Lei de Lambert-
Beer (A = e.b.c) onde A é a absorbancia, € € o coeficiente de absortividade
molar, b € o caminho 6ptico que o feixe percorre e ¢ € a concentragdo molar

das espécies®>°,
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Neste trabalho a espectroscopia no UV-vis foi utilizada para identificar
se houve mudancas nos grupos cromaoforos das moléculas estudadas apos a
coordenacdo. Os espectros eletronicos do ligante e dos complexos foram
obtidos em DMSO na concentracdo de 1x10° mol-Lt. A FIGURA 4.22
apresenta 0s espectros sobrepostos para o ligante BSC e seus respectivos
complexos, enquanto que a FIGURA 4.23 os espectros sobrepostos para o

ligante CSC e seus respectivos complexos.

FIGURA 4.22: Espectro de absor¢cdo na regido do ultravioleta visivel para o
ligante BSC e seus respectivos complexos.
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FIGURA 4.23: Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta visivel para o
ligante CSC e seus respectivos complexos.
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Os espectros dos ligantes (BSC e CSC), destacados em preto nas
figuras, mostraram valores de alta absortividade molar, 34100 mol-Lt-cm™ para
o ligante BSC e 51700 mol-L*-cm™ para o ligante CSC. Essa banda em 300 -

350 nm é atribuida a uma transicéo do tipo m—r* 6566,

Nos complexos nota-se visivelmente que os complexos bisquelatos
(BBA e CCA) tiveram efeito hipercromico na banda na regido de 300 a 350 nm,
ou seja, um aumento na intensidade dessa banda. Isso pode ser explicado,
pelo aumento de grupos cromoéforos, referentes aos anéis aromaticos, grupos

C=N e C=0, presentes nesses complexos’®7°,

Com excecao do complexo BBA, todos os complexos (CAP CCA e BAP)
apresentaram deslocamento hipsocromico em relagcéo ao espectro dos ligantes
livres. Esse deslocamento € um indicio de que a coordenacédo dos ligantes ao
centro metalico ocorreu. Nao se espera que ocorram transi¢cdes do ligante para
o0 metal nesse caso, pois a prata(l) encontra-se com seus orbitais “d”

preenchidos (4d*%), o que torna este tipo de transicéo proibida®6678,

O surgimento da banda em 390 nm com intensidade de 3000 (L-mol
L.cm?) para o complexo BBA é atribuida a banda de transferéncia de carga
Metal-Ligante (M-L)7&.

O espectro eletrbnico para trifenilfosfina livre, apresenta bandas no UV
abaixo de 290 nm®7.798  Os complexos com trifenilfosfina (BAP e CAP)
apresentam uma banda na regido abaixo de 290 nm, banda esta que nédo esta
presente no espectro do ligante semicarbazona livre, o que pode indicar a
coordenacao destes ligantes a prata. Na TABELA 4.8 sédo mostrados 0s pontos

de maximo para as bandas mostradas nos espectros.

TABELA 4.8: Principais bandas na regido do UV-vis para 0s compostos
sintetizados.

Compostos A (nm) € (mol-Licm?)

BSC 314 34100
314 51100
BBA
390 3000
305 25900
BAP

290 25900
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CSC 330 51700
CCA 319 86700
CAP 319 31500

*\ = comprimento de onda em nm; € = absortividade molar em L-molt-cm™.

4.6 - Estabilidade em solucéo

O experimento de condutividade molar e RMN 3P foram utilizados para
determinar a estabilidade dos complexos em solucdo. As informacdes quanto
a estabilidade dos compostos em DMSO torna-se indispensavel para os
posteriores ensaios de viabilidade celular. Medidas de condutividade molar dos
compostos em DMSO e andlises de RMN 3P em DMSO-d® foram feitas em O,
24 e 48 horas. Na TABELA 4.9 sdo mostrados os valores das condutividades
nos tempos analisados, e nas FIGURA 4.24 e FIGURA 4.25 as analises de
RMN 3!P para os complexo BAP e CAP respectivamente.

TABELA 4.9: Estabilidade dos compostos em DMSO por condutividade molar.
uS-cm2:mol?

Tempo /h .
CAP BBA BAP CCA Eletrélito
0 75,1 56,3 37,0 76,1 1:1
24 75,5 58,7 38,1 75,0 1:1

48 76,1 59,1 37,5 75,9 1:1
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FIGURA 4.24: Estabilidade do complexo BAP em DMSO-d® por RMN 3P,

*solvente; DMSO-ds
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FIGURA 4.25: Estabilidade do complexo CAP em DMSO-d® por RMN 3!P.

CAP 0Oh a
T

—

CAP 24h a
-]
|
CAP 48h a
-]
|
| A —
160 120 80 40 0 -20 -60  -100 -160 -220

ppm

Como visto na TABELA 4.9, ndo foram observadas mudancas nos

valores de condutividade molar para os complexos nos tempos avaliados,
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indicando que novas espécies nao foram geradas. O mesmo pode ser
observado para os espectros de RMN nos tempos analisados, onde nédo houve
alteracdo nos sinais, indicando que as espécies permaneceram estaveis no

periodo avaliado.

4.7 - Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade estdo entre os primeiros ensaios in vitro,
utilizados para se avaliar a toxicidade de substancias em diversos tecidos. Eles
sdo essenciais no entendimento das caracteristicas farmacol6gicas e
biolégicas de agentes quimioterapicos®®2. Com esses ensaios pode-se medir
a viabilidade celular, integridade da membrana celular, proliferacdo celular e

atividade metabdlica da célula®s.

O método empregado no trabalho para a determinacdo do ICso
(concentracdo de um composto que inibe 50% da viabilidade celular)883, foi o
de MTT. Esse ensaio é baseado na conversao do MTT (Sal brometo de 3—(4,5—
dimetiltiazol-2—il)—2—5—difeniltetraz6lio) em cristais de formazana pelas células
vivas, 0 que determina a atividade mitocondrial®*. Como a atividade
mitocondrial é relacionada com o de células viaveis, esse ensaio € amplamente
utilizado para medir os efeitos citotdxicos de possiveis farmacos em diferentes

linhagens celulares®*.

Neste trabalho, foram utilizadas quatro linhagens celulares humanas: MDA-MB-

231 (cancer de mama); MCF7 (cancer de mama); DU-145 (cancer de prostata);

PNT2 (células de prostata ndo tumorais). Com isso os valores de ICso obtidos

para 0os compostos sintetizados estéo listados na TABELA 4.10 e * Ref.85
FIGURA 4.26.

TABELA 4.10: Dados de ICso (umol-L1) para os compostos sintetizados.
Compostos Linhagens celulares
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MDA-MB-231 MCF7 DU-145 PNT2

BSC >50 >50 >50 >50
CSC >50 >50 >50 >50
BBA 6,05+0,64 3,63+0,23 16,0+0,98 >50
BAP 2,48+0,07 2,84+0,69 3,07+,038 2,80+0,32
CCA 8,40+0,80 2,46+0,30 9,35+0,57 10,03+0,56
CAP 1,68+0,38 2,65+0,01 2,73+£0,12 2,55+0,18

Cisplatina 2,40+0,20* 19,90+4,20 15,0+1,40 11,74+1,20
* Ref.8

FIGURA 4.26: Dados de ICso (umol-L?t) para os compostos sintetizados
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Os dados da TABELA 4.10 mostram que os ligantes livres (CSC e BSC)

nao apresentaram acao

inibitéria quando comparados aos complexos

metdlicos, com valores de ICso superiores a 50 pmol-Lt. J& os complexos

sintetizados apresentaram atividade inibitéria frente as linhagens celulares

testadas. Em sua maioria os complexos de Ag(l) foram mais ativos que a

cisplatina e apresentaram um melhor indice de seletividade.

Os complexos bisquelatos apresentaram valores de ICso maiores que 0s

complexos contendo ligante fosfinico (CAP e BAP), estes complexos foram de

2 a 16 vezes mais ativos do que os complexos bisquelatos (CCA e BBA). Tal
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observacado pode estar relacionada ao aspecto lipofilico dos grupos fosfinicos
0 que garante aos seus complexos uma maior chance de penetracdo nas
células*!. Entre os complexos fosfinicos a presenca do ligante semicarbazona
teve pouca influéncia nos valores de ICso, entretanto, os complexos contendo

o ligante CSC apresentaram menores valores de ICso.

O indice de seletividade (IS), € um pardmetro amplamente aceito usado
para avaliar a capacidade seletiva in vitro de um composto®. O IS de um
composto é calculado pela razao entre os valores de ICso de duas linhagens de
células diferentes, preferencialmente uma ndo tumoral e outra tumoral, IS=[ICso
N&o tumoral]/[ICsoTumoral]®. Altos valores de IS séo ideais (>4), pois mostram
o potencial de preferéncia do composto pelas células tumorais em comparacéo
as células ndo tumorais. Com isso € possivel comparar a seletividade dos
compostos frente a um metalofarmaco padrédo, como a cisplatina, na TABELA

4.11 sao apresentados os valores de IS para as linhagens estudadas.

TABELA 4.11: indice de seletividade para as linhagens celulares estudadas.
PNT2/MDA-MB-

Compostos PNT2/DU145 PNT2/MCF7 231
BBA 3,13 13,77 8,26
BAP 0,91 0,99 1,13
CCA 1,07 4,08 1,19
CAP 0,93 0,96 1,52

Cisplatina 0,78 0,59 4,89

Os IS obtidos, mostraram que todos o0s complexos sintetizados
apresentaram baixa seletividade, proximo aos valores encontrados para o
farmaco padrédo, com excecdo do complexo BBA que apresentou valores de IS
superiores a 3 para todas as linhagens celulares, e o complexo CCA com bom
IS para linhagem MCF7. Isso mostra que para as linhagens de células
avaliadas esses complexos possuem boa seletividade e consideravel acdo
antitumoral. Adicionalmente, percebe-se uma preferéncia de forma geral dos
complexos pelas linhagens de préstata, maiores estudos devem ser realizados
para se compreender tal observacéao.

Os valores de ICso encontrados referentes as linhagens de mama néo

variaram significativamente, mesmo sendo a MDA-MB-231 sabidamente uma
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célula de mais dificil tratamento. Isso indica que 0os compostos podem nao
depender de uma sinalizacao, o que esta de acordo com os baixos valores de
IS encontrados, uma vez que tais compostos ndo demonstram significativa

preferéncia por alguma das linhagens testadas.

Vale destacar, que as concentracfes inibitérias de 50% da viabilidade
celular frente as linhagens de mama formam extremamente menores do que 0s

valores apresentados pela cisplatina.

4.8 - Interacdo com DNA

O DNA é uma biomolécula essencial as células de todos os organismos
vivos, possuindo fungbes fundamentais como de carregar as informacdes
genéticas e a sintese de proteinas®®. Os farmacos que s&o utilizados
clinicamente, tém o DNA como alvo de acdo. Um exemplo € o metalofarmaco

cisplatina®’.

Os estudos de interagdo com DNA sao importantes para o entendimento
e proposicao de possiveis mecanismos de acdo de novos farmacos. Existem
dois principais modos de interagdo farmaco-DNA, sendo eles as interagdes

covalentes ou n&o covalentes®®,

As interacdes covalentes, como o nome indica, ocorre quando um
composto se liga covalentemente ao DNA, nas bases nitrogenadas ou nos
grupos fosfatos®®. As interacdes ndo covalentes podem ocorrer de forma
eletrostatica, onde as interacdes ocorrem entre cargas negativas dos grupos
fosfatos do DNA; por intercalacdo, podendo ocorrer quando grupos
heterociclicos planares permeiam espacos entre as bases nitrogenadas do
DNA,; Interagéo por sulco do DNA, geralmente ocorrem de forma fraca, por
forcas de Van der Walls®888, Métodos como, titulacdo espectroscopica, ensaio
de mobilidade eletroforética do DNA, dicroismo circular dentre outras técnicas,

séo utilizadas para se estudar esses mecanismos de interacdo composto-DNA.

O DNA é composto por bases nitrogenadas (purinas e pirimidinas), uma
molécula de acucar (desoxirribose) e grupos fosfato. As ligacdes covalentes

entre os grupos fosfato e as desoxirriboses formam a estrutura primaria do DNA
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enquanto que as ligacbes de hidrogénio promovidas entre as bases
nitrogenadas complementares atribuem uma estrutura helicoidal para o DNA,
classificada como estrutura secundaria. Desta maneira, 0 DNA pode apresentar
3 conformacdes de dupla-hélice: o-DNA, B-DNA e (-DNA. Em solucdo

comumente o DNA apresenta-se na conformagao .

4.8.1 - Titulac&o espectroscopica

A titulagdo espectroscépica por UV-visivel € uma das técnicas mais
utilizadas para se avaliar a estabilidade do DNA e suas interacfes com
complexos metalicos®'88, Por apresentar grupos cromdéforos em suas bases
nitrogenadas, o DNA expressa uma banda intensa de absorgdo em 260 nm®,
Desta forma, se houver alguma interacdo entre complexo e DNA, se espera
gue esta banda sofra deslocamentos possiveis de serem monitorados pela

técnica de Espectroscopia de Absorcdo na regido do UV-vis®.

Nas FIGURA 4.27,FIGURA 4.28FIGURA 4.29FIGURA 4.30 séao
apresentados os dados experimentais dos ensaios de interacdo com DNA por
titulacéo espectroscopica.

FIGURA 4.27: Espectros obtidos pelo experimento de titulagéo
espectrofotométrica complexo BBA em presenca de quantidades crescentes de

DNA.
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FIGURA 4.28: Espectros obtidos pelo experimento de titulacdo
espectrofotométrica complexo BAP em presenca de quantidades crescentes de
DNA.
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FIGURA 4.29: Espectros obtidos pelo experimento de titulagao
espectrofotométrica complexo CCA em presenca de quantidades crescentes
de DNA.
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FIGURA 4.30: Espectros obtidos pelo experimento de titulacédo
espectrofotométrica complexo CAP em presenca de quantidades crescentes

de DNA.
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Como pode-se observar nos espectros do experimento de titulagdo
espectrofométrica, com a adicdo crescente de cada aliquota do DNA aos

complexos, ndo houve alteragdes no espectro do complexo, indicando a uma

fraca ou ndo interacdo dos compostos com o DNA.

4.8.2 - Dicroismo circular (CD)

O dicroismo circular (CD) é uma técnica extremamente sensivel quanto
a deteccdo de alteragdes na estrutura secundaria do DNA em solucdo36%0, O
CT-DNA, normalmente empregado, apresenta duas bandas de absorcdo no
espectro de CD, sendo uma em 277 nm (banda positiva) e outra em 243 nm
(banda negativa)36:5860 A primeira se refere ao empilhamento das bases
nitrogenadas e a segunda é caracteristica ao 3-DNA. Estas bandas sédo
bastante sensiveis, e assim podem ser utilizadas para identificar alteracfes
conformacionais na estrutura do DNA em funcdo da presenca de um
determinado composto®6:¢°. No caso de interacdes ndo-covalentes de natureza
fraca, como interagdes por sulco, o espectro de CD sofrera pouca ou nenhuma
alteracdo com relacdo ao DNA livre. J& no caso de interacdes de natureza mais
forte, como interac&o por intercalacéo, as alteracdes no espectro sdo bastante
significativas®¢°, Nas FIGURA 4.31, FIGURA 4.32, FIGURA 4.33 e FIGURA
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4.34 sdo apresentados os dados experimentais dos ensaios de interacdo com

DNA por dicroismo circular.

FIGURA 4.31: Espectros de CD do DNA em presenca de quantidades
crescentes da concentracdo do complexo BBA.
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FIGURA 4.32: Espectros de CD do DNA em presenca de quantidades
crescentes da concentragdo do complexo BAP
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FIGURA 4.33: Espectros de CD do DNA em presenca de quantidades
crescentes da concentragdo do complexo CCA
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FIGURA 4.34: Espectros de CD do DNA em presenca de quantidades
crescentes da concentragao do complexo CAP.
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Da mesma forma em que n&o foram observadas alteragbes nas bandas

do DNA na titulag@o espectroscopica, 0 mesmo ocorreu para 0s espectros de

dicroismo circular. Nado havendo alteracdes nas bandas caracteristica do CT-

DNA nas regibes de 277 nm e 243 nm. Indicando a ndo modificacdo da
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estrutura secundaria do DNA quando adicionados quantidades crescentes dos

compostos no DNA.
4.8.3 - Interacdo com plasmideo superenovelado

O ensaio de mobilidade eletroforética do DNA resume-se a estudar a
capacidade de um composto interagir com o DNA. Esse experimento baseia-
se na diferenca de mobilidade do DNA de acordo com seu tamanho ou forma?®,
O plasmideo superenovelado € covalentemente fechado, sendo uma forma
circular do DNA. Dependendo das condi¢cOes ela pode se converter a uma
forma mais relaxada. A forma surperenovelada é mais compacta e,
consequentemente permeia mais facilmente as cavidades do gel, enquanto que
a forma relaxada é mais volumosa, o que reduz sua mobilidade de

permeacaoss,

O experimento se inicia com a incubacgéo do plasmideo superenovelado
junto a diferentes concentracfes do composto, e em seguida € submetido a
eletroforese®. Se houver interacdo do composto com o DNA, havera relaxacéo
da forma superenovelada, o que consequentemente afetara a velocidade de
migragdo no gel®®8889, No experimento séo feitos controles, positivo e negativo:
no controle negativo é feita a incubacdo apenas do plasmideo sem adi¢do de
nenhum interferente; no controle positivo o farmaco padrédo (cisplatina) €
incubado junto ao DNA superenovelado. Sabe-se que a cisplatina interage
covalentemente com as bases nitrogenadas do plasmideo, resultando em
quebra ou relaxacdo do plasmideo. Dado isso espera-se que exista mudancas
na mobilidade eletroforética do controle incubado com o farmaco padrao
(controle +). A FIGURA 4.35 mostra a imagem resultante dos ensaios de

mobilidade eletroforética.
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FIGURA 4.35: Ensaio de mobilidade eletroforética do DNA superenovelado
em presencas dos complexos BBA, BAP, CCA e CAP.
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* C- = controle negativo; C+ = controle positivo - cisplatina [5-10%]; concentracées em
umol-L2,

Pelo ensaio de mobilidade eletroforética, pode-se observar pela imagem
na FIGURA 4.35 que a adigdo dos complexos néo alterou a mobilidade do DNA
superenovelado, estando a mobilidade do DNA em presenca dos compostos

inalterada com relacdo ao ensaio controle.

Assim o conjunto de dados das trés técnicas que avaliaram as possiveis
interacbes do DNA com o0s complexos sintetizados convergem para a
existéncia de interacbes de natureza fraca ou a nao interacdo entre 0s
complexos e o DNA. Esta condicdo pode indicar que o alvo terapéutico
envolvido na acéo inibitoria apresentada pelos complexos frente as linhagens

tumorais testadas, possa nao ser o DNA.
4.9 - Inibicdo Bacteriana

Os testes foram realizados com os seis compostos sintetizados a fim de
comparar a atividade antibacteriana de cada um deles. Foram utilizadas quatro
cepas bacterianas distintas, sendo duas cepas de bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 14458 e Streptococcus agalactiae ATCC
13813) e duas cepas de bactérias Gram-negativas (Escherichia coli sorotipo
0157:H7 e Salmonella thipy ATCC 6539). Essas cepas foram escolhidas
devido a sua grande importancia médica e por serem as mais relevantes em
casos de infecgBes hospitalares, além de ja apresentarem resisténcia aos
medicamentos convencionais®. Os resultados obtidos foram tratados e os

valores, em porcentagem de inibicdo sdo apresentados nas tabelas abaixo.
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TABELA 4.12: Porcentagem de inibicdo dos compostos para Staphylococcus
aureus ATCC 14458. Estdo apresentadas as médias, em porcentagem, assim
como o desvio padrdo, para as concentracdes de 160, 70,4 e 31,6 uM testadas.

Compostos

160 pmol-L?

70,4 umol-L?

31,6 umol-L?

CAP
BAP
BBA
CCA

62,7% + 9,9%
61,4% + 8,5%
84,2% + 1,2%
84,6% * 1,6%

68,7% + 7,5%
72,5% +1,9%
82,1% + 0,6%
83,2% * 2,3%

79,2% + 6,9%

TABELA 4.13: Porcentagem de inibicdo dos compostos para Streptococcus
agalactiae ATCC 13813. Estdo apresentadas as médias, em porcentagem,
assim como o desvio padrdo, para as concentracdes de 160, 70,4 e 31,6

umol-L* testadas.

Compostos

160 umol-L?

70,4 pmol-L1

31,6 pumol-L1

CAP
BAP
BBA
CCA

64,7% * 4,0%
45,4% + 5,4%
82,6% * 1,3%
82,7% +1,1%

73,5% + 4,1%
32,5% + 17,8%
81,9% * 0,6%
82,2% + 0,8%

79,0% £ 5,1%

37,5% * 1,3%
37,3% £ 5,8%

TABELA 4.14: Porcentagem de inibicdo dos compostos para Escherichia coli
sorotipo O157:H7. Estdo apresentadas as médias, em porcentagem, assim
como o desvio padrdo, para as concentracdes de 160, 70,4 e 31,6 pmol-L-

ltestadas.

Compostos

160 umol-L*

70,4 pmol-L?

31,6 umol-L1

CAP
BAP
BBA
CCA

68,7% + 7,0%
72,2% +1,2%
64,3% + 14,2%
75,1% +11,2%

66,8% + 9,8%
72,2% +1,2%

74,9% + 9,1%

TABELA 4.15: Porcentagem de inibicdo dos compostos para Salmonella thipy
ATCC 6539. Estao apresentadas as médias, em porcentagem, assim como o
desvio padréo, para as concentracdes de 160, 70,4 e 31,6 umol-L* testadas.

Compostos

160 pmol-L?

70,4 umol-L1

31,6 umol-L1

CAP

64,49% + 9,1%

70,30% + 12,4%

81,64% + 4,1%
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BAP 74,2% +11,2% 75,9% * 13,2% -
BBA 81,43% + 2,5% 82,8% + 2,3% 27,7% = 3,8%
CCA 81,2% + 3,4% 82,4% + 2,6% 81,8% + 1,4%

Apesar de terem sido realizados testes em concentracdes inferiores as
apresentadas nas TABELA 4.12TABELA 4.15 (160 a 0,09 pmol-L't) a menor
concentracdo que demostrou inibicdo do crescimento microbiano foi de 31,6
umol-L*. Para as bactérias Gram-positivas os compostos BAP, BBA e CCA
apresentaram porcentagem de inibicdo de 70,4 umol-L%, enquanto o composto
CAP foi de 31,6 umol-Lt. Os compostos BBA e CCA apresentam inibicdo na
concentracdo de 31,6 umol-L* para o microrganismo Streptococcus agalactiae.
Porém, os valores ficaram abaixo de 50% como pode ser visto na TABELA
4.13.

Para as bactérias Gram-negativas somente o composto CAP apresentou
porcentagem de inibicédo de 31,6 umol-L, com inibicdo acima de 70%. O valor
de inibicdo para BAP foi de 70,4 umol-L! e para os compostos BBA e CCA o
inibicdo foi de 160 umol-L* (TABELA 4.14 e TABELA 4.15).

O composto CAP apresentou porcentagem de inibicdo semelhante para
todas as bactérias testadas, com inibicdo acima de 70%. Este resultado indica
gue este composto representa um promissor agente antimicrobiano, com amplo
espectro de acdo uma vez que consegue inibir bactérias Gram-positivas e
negativas.

A parede celular de bactérias Gram-positivas apresenta uma
composicdo mais simples, composta basicamente por peptidoglicano e
proteinas. Este motivo justifica a maior inibicdo e melhor acdo dos compostos
para S. aureus e S. agalactiae. Ja as bactérias Gram-negativas apresentam em
sua parede celular uma espessa camada de lipopolissacarideos (LPS) acima
da camada de peptidoglicano, esta barreira pode dificultar a acdo de compostos
antimicrobianos. Este efeito também foi observado com os compostos testados,

uma vez que a inibigcdo ocorreu em concentracdes maiores para E. coli e S.

thipy.
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5 - Considerag®es finais

5.1 - Conclusoes

Neste trabalho foram planejados e sintetizados quatro novos complexos
de prata(l), os quais foram caracterizados pelas técnicas espectroscépicas de
IV, RMN, UV-vis, analise elementar e condutividade molar. Por essas técnicas,
foi possivel investigar a estrutura dos complexos formados assim como suas

propriedades.

Com os ensaios de citotoxicidade, verificou-se que os quatro complexos
estudados séo potenciais inibidores de células tumorais. Foi observado que os
complexos com ligante trifenilfosfina, foram mais ativos do que os complexos
bisquelatos. Essa constatacao pode ser apoiada pelo fato de que, as fosfinas
por si s6 ja possuem atividade biologica e, quando coordenadas a um centro
metalico, podem potencializar essa atividade. Outra consideracdo € que as

fosfinas podem ter aumentado a lipofilicidade dos complexos.

Os valores de IS, para as linhagens de células de prostata, mostraram
gue o complexo BBA possui uma seletividade maior para cancer de prostata
em comparagao aos outros complexos sintetizados. Isso significa que esse
complexo tende a ser mais citotoxico frente a células de cancer do que células
nao cancerosas, 0 que € um ponto bastante positivo quando se trata da busca

por Nnovos agentes antitumorais.

Pode se afirmar que o alvo citotoxico envolvido na acdo doa compostos,
muito provavelmente ndo € o DNA, devido as técnicas de interagdo complexo-
DNA mostrarem que ndo ocorre interacao, ou se ocorrer sdo de natureza muito
fraca. Sendo que para se gerar uma resposta de apoptose na célula, causada
por interagdes com o DNA, essas interagdes devem ser mais fortes. Quanto ao
mecanismo e alvo citotdéxico dos complexos sintetizados, ainda ndo se tem um
alvo conhecido no momento, sendo necessario a realizacao de outros estudos,

com alvos diferentes.

Quanto aos ensaios de inibicdo bacteriana, pode-se dizer que ndo houve
valores expressivos na porcentagem de inibicdo, que mostrassem que 0s
complexos fossem ativos na inibicdo das linhagens bacterianas testadas.

Porém em comparacdo com o trabalho de Khalaji®® os complexos em geral, em
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destaque o CAP apresentou-se mais ativo do que o analogo de
tiossemicarbazona sintetizado pelo autor, com porcentagens de inibicdo
semelhantes tanto para bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas
(inibicdo acima de 70%) com concentracdo minima de 160 pumol-L! para os
complexos sintetizados e 1 g-L* (1,11 mmol-L!) para o composto mais ativo do

autor.

5.2 - Perspectivas Futuras

Este trabalho serve como ponto de partida para novos estudos quanto a
atividade bioldgica dos compostos sintetizados. Para maior compreenséo do
sistema demais estudos deverdo ser realizados. Tais como: lipofilicidade,
capaz de fornecer informacéo sobre absorcao, distribuicdo, metabolizacéo e
excrecdo em um meio celular; utilizar outras linhagens celulares tumorais e ndo
tumorais para ampliar o conhecimento sobre o espectro de acdo dos
compostos; avaliacdo da morte celular, com intuito de analisar o tipo de morte
(necrética ou apoptotica) causada pelos complexos; avaliar outras possiveis

biomoléculas como alvo terapéutico.
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