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RESUMO

“Sintese e caracterizagdao de complexos de Prata (I): investigacao

da citotoxidade e interagao com o DNA.”

Apesar do sucesso no tratamento de tumores, em especial os sélidos, a cisplatina ndo
€ especifica, 0 que acarreta efeitos colaterais severos. Além disso, alguns tipos de
tumores possuem resisténcias ao farmaco. Diante disso, faz se necessario a busca
de novos compostos que atuem de formas diferentes. Se tratando de interacées com
a biomolécula de DNA, a intercalacdo é uma das mais promissoras, pois pode causar
danos irreversiveis a sua estrutura. Face ao exposto, este trabalho teve como objetivo
a sintese e a caracterizagdo de cinco novos complexos de prata (I) do tipo [Agn(R-
L)n(tu)2](NO3)n, onde n = 1 ou 2, R-L= ligante estendido com substituintes CHs, ClI,
NO2, CN (nitrila) e NON (furazano), tu = tiouréia. As estruturas moleculares foram pro-
postas baseando-se nas técnicas espectroscopicas na regido do UV-Vis, Infraverme-
Ilho, RMN de *H e *3C {*H}, condutividade molar, anélise elementar e difracdo de raios
X de monocristal, quando obtidos. Os complexos se mostraram estaveis em ambien-
tes como luz, ar e solu¢des de DMSO. Os dados obtidos pelas técnicas de RMN H e
CHN indicaram a formac&do de complexos diméricos para os complexos 1-3 e 5. Pela
avaliacdo dos ensaios de interacbes com a biomolécula de DNA, somente os comple-
x0s 4 e 5 demonstraram capacidade de interagir com o DNA, com constantes de liga-
coes (Kb) de 1,05x10° e 7,66x10% respectivamente. Todos compostos tiveram suas
citotoxidades investigadas frente a células tumorais de prostata (DU-145) e carcinoma
de ovario resistente a cisplatina (A2780cis), destacando-se entre eles os complexos
[Ag(NON-L4)(tu)2]NO3 (4) e [Ag2(CN-Ls)2(u-tu)2](NO3)2 (5) que tiveram baixos valores
de 1Cso na faixa entre 0,403-6,36 uM, superando significativamente os valores encon-
trados para o farmaco cisplatina. Estes resultados, demonstram que o arcabou¢o mo-
lecular construido é promissor para o desenvolvimento de complexos de prata (I) com

elevada atividade anticancer.
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ABSTRACT

“Synthesis and characterization of Silver (I) complexes: cytotoxicity

research and interaction with DNA.”

The inorganic compound, cisplatin, is used on a large scale to different types of cancer.
This complex acts in DNA structure by covalent bonds. However, the chemotherapy
agent presents several side effects and some tumors are resistant to the treatment
with cisplatin. Thus, new researches are necessary to find more specific agents with
different modes of action. Intercalation provides severe damage to DNA structure ini-
tiating the apoptosis process. Therefore, the aim of our work was the synthesis and
characterization of five new silver (I) complexes of the type [Agn(R-L)n(tu)2](NOs3)2,
where n =1 or 2, R-L = extended ligand with substituents CHs, Cl, NO2, CN(nitrile) and
NON (furazan), tu = thiourea. The molecular structures were proposed by spectro-
scopic analysis (UV-Vis, IR, NMR), elemental analysis, molecular conductometry, and
X-ray diffraction when obtained single crystals. All compounds had their cytotoxicities
investigated against prostate tumor cells (DU-145) and cisplatin-resistant ovarian car-
cinoma (A2780cis), standing out among them the complexes [Ag(NON-L4)(tu)2]NOs
and [Ag2(CN-L5)2(u-tu)2](NO3)2 who had low ICso values in the range at 0,403-6,36 UM
being more actives than cisplatin. The structural features of these compounds are

promising to develop new silver (I) complexes with high anticancer activities.
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l.Introducéo

1.1. O Cancer, estimativas e como se desenvolve

O céancer € um conjunto de doencas caracterizadas pelo desenvolvi-
mento descontrolado de células transformadas, que faz vérias vitimas ao redor do
mundo, sendo a segunda causa de mortes em paises industrializados, perdendo ape-
nas para doencas cardiovasculares. Estatisticamente, segundo a Organizacdo Mun-
dial de Saude (OMS), 29,7 % de mortes por alguma doenca no ano de 2016, foi devido
a algum tipo de cancer. Ainda, para o biénio 2018-2019 foram estimados 18,1 milhdes
de novos casos, levando a morte de 9,6 milhdes de pessoas. Para o mesmo ano, 0s

canceres mais proeminentes foram os de pulmao, mama e colo retal (Fig. 1.1)%.

Figura 1.1. Incidéncia e o6bitos dos tipos de canceres para o ano 2018-19%

Numero de mortes noano de 2018

Numero de novos casos no ano de 2018

Pulmio
2093 876 (11.6%)

Mama
2 088 849 (11.6%)

Colorretal
1 849 518 (10.2%)

Outros canceres
8323 793 (46%)
Prostata
1276 106 (7.1%)

Estomago

1033 701 (5.7%)
Esofago Rim
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total : 18 078 957

Pulmio
1761 007 (18.4%)

Outros cinceres
3 781 406 (39.6%) Colorretal

880 792 (9.2%)

Estomago
782 685 (8.2%)

Rim
781 631 (8.2%)

Pancreas
432 242 (4.5%)

Esofago Mama
508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Total : 9 555 027

Em uma pesquisa realizada pelo INCA (Instituto Nacional de Céancer
José Alencar Gomes da Silva) juntamente com o Ministério da Saude, estima-se que
para o triénio 2020-22 irdo ocorrer 625 mil novos casos de cancer no Brasil (incluindo
o cancer de pele ndo melanoma), sendo 0os mais incidentes, mama e préstata (132 mil

casos), célon e reto (41 mil), pulméo (30 mil) e estdmago (21 mil). (Fig. 1.2)2.



Figura 1.2. Os 10 tipos de cancer mais estimados para o triénio 2020-22 no Brasil,

entre homens e mulheres, exceto cancer de pele ndo melanoma*2.

Prostata 65.840 292% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29.7%
Colon & reto 20520 91% Calon e reto 20.470 92%
Tragueia, brinquio e pulmao 17.760 7.9% Colo do (tero 16.580 74%
Estémago 13.360 3.9% Traqueia,bronguio e pulméo 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esifago 3.690 3.9% Estémago 7.870 3.5%
Bexiga 7.580 34% Ovwérip 6.630 3,0%
Linfoma n&o Hodgkin 6.580 29% Corpo do Gtero 6.540 29%
Laringe 6.470 29% Linforna ndo Hodgkin 5.450 24%
Leucemias 5.920 2,6% Sistena nervoso cenfral 5.220 2,3%

*Mimeros arredondados para maltiplos de 10.

Existem alguns fatores que potencializam o desenvolvimento de tumo-
res, esses fatores sdo caracterizados como sendo hereditarios que sao minoria
guando comparados aos canceres esporadicos, ou seja, aqueles que se desenvolvem
devido ao ambiente que o individuo esta exposto. Esses ambientes sdo desde condi-
¢Oes insalubres de trabalho e se estendem aos habitos de vida, como alimentacao
ndo saudavel, sedentarismo, uso de medicamentos e o tabagismo?.

A principal diferenca entre as células saudaveis e as neoplasicas se da
pelo crescimento desordenado, como essas nao tem funcées especificas, o tecido ou
orgao onde essas neoplasias estdo se desenvolvendo perdem a funcdo. Uma carac-
teristica que torna o tratamento dessas neoplasias dificeis € a possibilidade de migra-
¢cao para outros tecidos vizinhos ou ndo dos tumores de origem, gerando novas neo-
plasias*. Essa migracédo é conhecida como metastase, como as células tumorais se
desenvolvem descontroladamente € necessario a criagdo de novos vasos sanguineos
para nutri-lo, esse processo se da pela angiogénese, e em contrapartida servem de

escape para a migracao celular®®. (Fig. 1.3).



Figura 1.3. Processo de metastase de células tumorais por meio de vasos sanguineos
e linfaticos®.
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Diante do exposto até o momento, a melhor maneira de prevenir o de-
senvolvimento acentuado dessas células cancerosas sédo os diagnosticos rapidos e a
busca de novos farmacos que tenham grande eficacia no combate a proliferacao des-

ses tumores.

1.2. Tipos de tratamentos, cisplatina e o DNA como alvo bioldgico

Existem varios tratamentos no combate ao cancer: cirurgia; radioterapia;
imunoterapia; terapia hormonal; transplante de medula éssea; quimioterapia. Sendo
0s tratamentos classicos, cirurgia, radioterapia e aplicacdo de farmacos com acdes
guimioterapicas’.

A cirurgia oncolégica ocorre a fim de remover completamente o tumor do
paciente, isso quando € detectado ainda no inicio, para esse procedimento leva-se
em conta a aplicacdo de quimioterapicos como uma forma de evitar a metastase ou

crescimento da neoplasia. A radioterapia também esta conectada com a cirurgia, esse



tratamento é utilizado como um inibidor do crescimento do cancer, aplicando-se radi-
acOes ionizantes, em alguns casos, o tratamento radioterapico leva ao desapareci-
mento do tumor’8.

A quimioterapia consiste na aplicacdo de farmacos (quimioterapicos). Os
meios mais comuns de se administrar 0S compostos sao por via oral, intravenosa e
intramuscular. Um dos quimioterapicos mais importantes € o complexo cis-diaminodi-
cloridoplatina (II), comumente conhecido como cisplatina. Suas atividades antitumo-
rais foram descobertas na década de 60, desde entdo o interesse pelos complexos
metalicos na busca de novos farmacos se intensificou. Além da cisplatina que tem sua
aprovacao no tratamento de varios tipos de cancer, pode-se destacar outros dois com-
plexos de platina, que também s&o aprovados para tratamentos de diversas neopla-
sias em nivel mundial, carboplatina e oxaliplatina®. ( Fig. 1.4)

Figura 1.4. Estruturas dos complexos aprovados mundialmente como agentes quimi-

oterapicos, seguidos de suas datas de distribuicdes.

NH;
‘ NH;
NH; Cl o}
ﬁ Carboplatina (1989)
NH; Cl
0]
‘ NH2
cisplatina _ -
(1978)
NH2 o

Oxaliplatina (2002)

Fonte: Autor

O mecanismo de acdo mais aceito para a cisplatina e seus analogos € a
ligacdo covalente as bases nitrogenadas do DNA. No meio extracelular a cisplatina
permanece com sua estrutura intacta jA que o meio tem maiores concentracdes de
ions cloreto (cerca de 100 mM), ja dentro da membrana plasmatica essa concentracao
cai para cerca de 4 mM, onde entdo formam-se as espécies ativas de platina hidroli-

sadas, responsaveis pela formacdo de adutos com o DNA. A permeacéo do farmaco



pelas membranas se d& pela difusdo passiva ou ativa, essa Ultima ocorre por meio

dos transportadores de cobre e catidnicos organicos (TCO)%1, (Fig. 1.5.).

Figura 1.5. Esquema de entrada do farmaco cisplatina nas células formando comple-
X0s ativos hidrolisados e posteriormente realizando a ligacao covalente a biomolécula
de DNA,

[ransporte

H3N///,,,, R [CI] = 100 mM | Passivo

Pt
HJN/ N

rco

Transportadores
de Cobre

....

Interacio
com o DNA

Membrana plasmaitica ‘itoplasma Nucleo

A ligacao frente ao DNA se da de maneira covalente, atraves da labiliza-
¢cado das moléculas de agua e insercao das bases nitrogenadas (adenina e guanina)
do DNA por conferirem ligacdes mais favorecidas. Preferencialmente, o aduto majori-
tario é formado pela ligacdo ao nitrogénio da guanina por conta do seu menor impedi-
mento estéreo e a possibilidade de ligagdes de hidrogénio entre a amina do complexo
com o oxigénio da base nitrogenada®!?. Os efeitos causados por essas ligacoes sdo
capazes de desestabilizar a estrutura do DNA em angulos de tor¢des que sao efetivos
contra a sua reparacao, isso evita a replicacdo da célula e consequentemente leva a
morte celular por apoptose.

Apesar da alta gama de aplicacdes da cisplatina frente a diversos tipos
de canceres como: préstata; testiculo; ovario; pulméo, o farmaco apresenta limitacdes
e ou restricdes, caracterizadas pela resisténcia de alguns tipos de tumores, seja ela
intrinseca ou adquiridat®!? e seus efeitos colaterais, dentre eles os mais comuns sdo
a neurotoxidade e a nefrotoxidade. Diante disso, novas pesquisas se voltam na busca
de novos farmacos capazes de suprirem tanto os efeitos colaterais quanto a resistén-

cia.



1.3. Intercalacéo, alternativa de atuacao em células neoplasicas resistentes
Além da ligacao covalente as bases nitrogenadas e aos grupos fosfatos,
outros tipos de interagfes, estas ndo covalentes, sdo possiveis na estrutura supramo-

lecular do DNA. (Fig 1.6.)

Figura 1.6. Tipos de interac6es possiveis com o DNA®.

NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE COVALENTE COVALENTE
Intercalagéo Interacio com os sulcos Interagio eletrostatica L'92¢5° a b:se Ligacio ao fosfato
nitrogenada

Pode-se destacar a interacéo néo covalente do tipo intercalativa entre as
bases nitrogenadas, uma vez que este tipo de interacdo provoca mudancas substan-
ciais na estrutura do DNA. Esse modo de interac&o foi primeiramente proposto por
Lerman para explicar a forte afinidade do DNA por moléculas do tipo aromaticas he-
terociclicas como os ligantes acridinas*2®,

Para ser considerado um possivel intercalador algumas propriedades
estruturais devem ser obedecidas, por exemplo, espécies altamente planares perten-
centes as familias de ligantes do tipo, antracenos, acridinas, antraquinonas, fenantri-
dinas, fenantrolinas e elipticinas (Fig. 1.7.), mostraram ter sua bioatividade relacionada

as suas estruturas planares e aromaticas?'’.



Figura 1.7. Familia de ligantes heterociclicos que tem a capacidade de intercalarem
ao DNAY,

o
\
=
N
(o]
Antracenos Acridinas Antraquinonas
N— (o]
\ / Sy
N =
(o]
Fenantridinas Fenantrolinas Elipticinas

Adaptado de Wheate e colaboradores.

Essas moléculas ricas em elétrons 1 e altamente planares conseguem
se intercalar entre as bases do DNA e formar adutos estaveis, essas interacfes sao
estabilizadas por conta da diminuicdo de energia entre as transi¢cdes dos orbitais do
intercalador e das bases do DNA. Como ja dito, quando ocorrem essas intercalacdes
tem se mudancas, muitas das vezes, irreparaveis a dupla hélice. Intercaladores clas-
sicos como o brometo de etidio e a proflavina causam mudancas no desenrolamento
do DNA, distorcendo sua estrutura em cerca de 26° e 17°, respectivamente, conse-
guentemente essas alteracdes evitam a transcricéo, replicacdo e o reparo da dupla
hélice, isso faz com que esses intercaladores sejam considerados potentes agentes
biol6gicost®181° Atualmente, sdo aprovados quatro compostos com propriedades in-
tercalativas que atuam no tratamento de neoplasias, séo eles: deunorrubicina; doxor-
rubicina; mitoxantrona; ansacrina®.

Diante do exposto, uma forma de potencializar a intercalacao é a coor-
denacao desses tipos de moléculas aos metais de transicao, visto que a formacao do
complexo pode conferir uma carga positiva, levando a uma maior atracéo pela biomo-
lécula devido as cargas negativas que sado provenientes dos oxigénios dos grupos

fosfatos?.



1.4. Complexos Octaédricos, Quadraticos-planos e Tetraédricos e a busca pela

intercalacéao.

Como descrito, os complexos possuem uma grande vantagem em rela-
¢cdo aos compostos organicos, além da carga positiva, podem atuar como ancoras
tendo em volta de si varios tipos de ligantes auxiliares que podem operar de maneira
bioativa frente ao alvo de interesse. Além disso, esses complexos podem exibir pro-
priedades fotoquimicas e/ou eletroquimicas, que sao de suma importancia na ativacao

e no mapeamento dentro das células®.

1.4.1. Complexos Octaédricos

Os complexos com essa estrutura possuem a capacidade de terem em
seu arcabouco molecular até trés ligantes planares bidentados, os ions metalicos mais
comumente utilizados para esse fim sdo: Ruténio; Rénio; Osmio; Cobalto; Niquel;
Zinco?2°,

Complexos octaédricos mostram primordialmente trés tipos de intera-
¢cOes: intercalativas classicas; interacdes eletrostaticas; intera¢cées nos sulcos (Maior
ou menor). Varios estudos mostraram que se tratando de complexos com ligantes do
tipo tris(fenantrolina) a preferéncia na intercalacédo € dada pelos A-isémeros (dextro-
giro), enguanto os A-isdmeros (levogiro) levam a interacdes nos sulcos (Fig 1.8.)%".
Mostrando uma relacao direta entre a estrutura tridimensional das espécies e a estru-

tura supramolecular do DNAZ%,



Figura 1.8.Isdmeros possiveis para complexos octaédricos?’.

A=[Ru(phen)3]®* A~{Ru(phen);]**

%+

A—[Ru(TMP) 5] A-{Cofdip)s]™

Apesar das baixas citotoxidades em comparacao a cisplatina apresen-
tada por alguns complexos de Ruténio, esta classe de compostos demonstra ser mais
tolerada pelo organismo, mantendo-se inativos em sua forma de Ru (lIl), em alguns
casos, até atingirem o tumor, onde os baixos niveis de oxigénio favorecem a reducéo
ao Ru (ll), que é responsavel pela atividade?®. Além disso, estes complexos também
se diferenciam pela possibilidade de realizarem fortes ligacbes com as proteinas
Transferrina e Albumina, facilitando sua biodistribuicdo pelo corpo?®.

Os complexos de Ruténio que conseguiram chegar a testes clinicos sao
denominados KP1019 e NAMI-A (Fig 1.9), ambos se destacaram pela estabilizacéo
da proliferacdo de tumores sélidos. Outro complexo que avancou para testes clinicos
foi 0 KP46 (Fig 1.9.), apesar de o Galio ser o centro metalico, 0 composto conta com
uma disposicéo octaédrica, o composto demonstrou a estabilizacdo de um carcinoma
renal por 11 meses, tendo seu principal meio de acao a inibicdo da enzima Ribonu-
cleiotideo redutase, que catalisa a formacdo de desoxirribonucleotideos dos ribonu-

cleotideos?9-32,



Figura 1.9. Complexos octaédricos que passaram para testes clinicos?°.
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Adaptado de Alama e colaboradores.

1.4.2. Complexos Quadraticos-planos

Essa disposicéo estrutural é decorrente dos ions de configuracdes d®
provenientes, principalmente, dos metais do grupo 10, Ni (II), Pd (ll) e Pt (Il). Devido
a disposicao planar, a atuacdo direta no DNA por compostos contendo estes metais
se da de maneira bem intuitiva.

Lippard e colaboradores demonstraram que complexos de platina qua-
draticos planos contendo ligantes heterociclicos derivados da piridina, terpiridina, fe-
nantrolina, bipiridina podem atuar de maneira ndo covalente (intercalacdo) entre as
bases do DNA®. (Fig 1.10.).
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Figura 1.10. Complexos metalointercaladores de platina?®.

[Pe(terpy)(HET)|" [Pt(bipy)(en)]** [Pt(phen)(en)]** [Pt(phi)(en)]**

Adaptado de Liu e colaboradores.

Seguindo a mesma linha, Maverti e colaboradores sintetizaram comple-
X0s contendo bipiridinas e coligantes tiouréias substituidas (Fig.1.11.), os compostos
se mostraram solUveis em agua, 0 que € uma caracteristica extremamente desejavel
se tratando das aplicagdes biologicas, e variando-se 0s substituintes nos ligantes au-
xiliares, obteve-se um grande aumento nas citotoxidades desses complexos, por
exemplo, evidenciou-se um aumento de aproximadamente 100 vezes (445 para 4 uM)
da atividade citotoxica quando se aumentou os substituintes dos ligantes tiouréias (de
hidrogénios para grupos fenilicos) em uma célula de ovario resistente a cisplatina,

mostrando assim a importancia dos coligantes no planejamento estrutural®3,

Figura 1.11.Estrutura quimica dos complexos bipiridinicos com tiouréias3,

Q0 OO OO

Pt ~py Mg
PR Pt Pt
H,N S S ~
2 \( YNHZ (HSC)HN\(S \SYNH(CHQ (HsC)HN s s NH(CHy)
' \( Y
2 NH, NH, NH, NH, NH,
Pt(bipy)tu,]?* i
[Pt(bipy)tu,] [Pt(bipy)(Me-tu),]** [Pt(bipy)(Me-tu),]**
r+ r+
CNHNQ _N —
Pl >P1\N
(n-Bu)HN S SYNH("'B") (HstC)HN\(S SYNH(CHZHs)
NH, NH, NH, NH,
[Pt(bipy)(nBu-tu),|** [Pt(bipy)(Et,-tu),] >

Adaptado de Maverti e colaboradores.
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Depois do grande sucesso da cisplatina como o primeiro farmaco inor-
ganico no tratamento de varias neoplasias, foi dado um grande foco para os comple-
xos de paladio, uma vez que possuem grande similaridade estrutural com seus ana-
logos de platina. No entanto, uma diferenca crucial entre os dois metais, esté relacio-
nada a cinética de reacao. O paladio exibe uma cinética de troca de ligante aproxima-
damente 10°vezes mais rapida que a platina, podendo acarretar a inativacdo do com-
plexo antes mesmo de atingir o DNA. Por isso, se faz necessario o uso de ligantes do
tipo quelato, que conferem em uma maior estabilidade termodinamica e menor ciné-
tica de reacdo. Em termos de atuacao bioldgica, os complexos de paléadio (Il) demons-
traram ter atividades anticancer significativas, assim como baixa toxidade em compa-
racdo ao farmaco padréo (cisplatina)3*25.

Na busca de atividades citotoxicas frente a linhagens celulares resisten-
tes a cisplatina, Barra e colaboradores sintetizaram complexos de paladio com ligan-
tes fenantrolinas e tiouréias (Fig 1.12a). Estes compostos apresentaram interacao
com a molécula de DNA. Os autores demonstraram a capacidade do composto 2 em
inibir 64 % o crescimento de células neoplasicas de mama resistentes a cisplatina
(MCF7-R) na concentracdo de 10 uM (Fig 1.12b). Adicionalmente, os complexos se
mostraram capazes de intercalarem entre as bases nitrogenadas do DNA e de inibi-
rem a acao da enzima Topoisomerase I, atuando possivelmente, estabilizando o com-

plexo DNA-topo evitando sua replicacao®®.

Figura 1.12. a) Estruturas gerais para os complexos de Paladio. b) Taxa de inibicdo
de crescimento de células tumorais®.
b)

Compound KB MCF7 MCF7-R
10uM 1M 10pM TpM - 10pM TpM

(Pd(phen)tulCLy (1) 2%5 0£17 0#10
[Pd(phen(miu)|Cl (2) 26:2 046 015 0%
(Pd(phen)dmtu),|CL, (3) 237 02 046 047

oo
[T= IS
I+ I+ 1+
]
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Butsch e colaboradores investigaram as atividades citotéxicas de com-
plexos organometalicos de paladio do tipo [(RR’dppz)Pd(Me)L]"™* , sendo RR’dppz de-
rivados do ligante planar estendido dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazina com os substituintes
R variando entre Cl, CFs, NO2, NHz e os coligantes L= CI, 1-metiluracilato, piridina,
citosina, cafeina e 1-metilcitosina (Fig. 1.13.). Alguns dos complexos foram mais ativos
do que a cisplatina frente as linhagens de mama (MCF-7) e de célon (HT-29)%. (Ta-
bela 1.1)

Figura 1.13. Estruturas dos complexos de paladio com ligantes dppz substituidos e

variados coligantes®’.

NH, NH, CH,
CH; N
‘ X ‘ XN ‘ NH N | >
/K /K /K )\ N
T o NH (o] T 0 O T
CH;3 CH; CHj
1-metilcitosina Citosina 1-metiluracilato Caffeine

Adaptado de Butsch e colaboradores.

Tabela 1.1. Citotoxidade dos complexos frente a linhagens celulares MCF-7 e HT-
29%7,

Composto ICso HT-29/pM? ICs0o MCF-7/pMP
Cisplatina 7.0+2.0 2.0+0.3
[(dppz)Pd(Me)CI] >100 >100
[(dppz)Pd(Me)(1MeUra)] 3.7£1.3 1.940.2
[(dcddppz)Pd(Me)Cl] 22104 2.8%£1.6
Dcdppz >100 >100
[(tfmdppz)Pd(Me)CI] >100 9.8£1.6
[(tfmdppz)Pd(Me)(Caf)][SbFé] 5.1+0.1 1.6£0.1
Tfmdppz 10.2+4.8 7.2£2.7

aTempo de Incubac&o 72 h. "Tempo de Incubac&o 96 h.
Adapatado de Butsch e colaboradores.
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1.4.3. Complexos Tetraédricos

Em primeiros estudos, Norden e colaboladores, estudando interagcfes
por intercalacdes de complexos de platina e cobre com ligantes bipiridinicos demons-
traram que somente o complexo quadratico plano apresentava propriedades interca-
lativas, enquanto o complexo de cobre tetraédrico ndo, isso poderia estar atrelado
com a disposic¢édo dos ligantes no complexo que acarretariam em maiores dificuldades
de aproximacéao entre as bases do DNA, Fig. 1.1438,

Figura 1.14. Metalointercalador quadratico plano e um néo intercalador tetraédrico®,

2+
2+
SN/ 7 A
_N\Pt/N_ _N\\:CU<N_
H,N” T NH, @_@
[Pt(bipy)(en)]** \ / \ /
[Cu(bipy),]**

Adaptado de Norden e colaborares.

Mais recentemente Movahedi e colaboradores demonstraram que um
complexo tetraédrico de prata com os ligantes planares 1,10-fenantrolina e 4,5-diaza-
fluoreno-9-ona, foi capaz de atuar como intercalador, adicionalmente, por meio de Do-
cking molecular observou-se que a intercalacdo pode ocorrer devido a insercao do
ligante fenantrolina entre as bases citosina e guanina por meio de interagdes de van

der Waals e ligag6es de hidrogénio® (Fig 1.15.).
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Figura 1.15. Docking molecular da estrutura [Ag(daf)(phen)]NO3s%°.

Thornton e colabores, trabalhando com complexos bimetalicos de prata
(I) contendo fenantrolinas e grupos dicarboxilatos em ponte (Fig. 1.16), demonstraram
atividades anticancer significativas frente as células tumorais de mama (MCF-7) e
ovario (SKOV-3), sendo esta ultima resistente a varios quimioterapicos, inclusive a
cisplatina. Reforcando que apesar da configuragcdo geométrica ao redor do centro me-
talico ser importante, ela ndo é fundamental para a atuacéo biolégica (Tabela. 1.2)%.

Figura 1.16. Estruturas dos complexos bimetélicos constituidos do ligante planar fe-

nantrolina e variacdo no nimero de ligagGes do ligante de ponte dicarboxilato“°.

Adaptado de Thornton e colaboradores.
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Tabela 1.2. Atividades anticancer para os complexos 1-20, ligantes, cisplatina e mito-

xantrona“.

Compound

[Agz(prda)] (1)
[Agz(phen)(prda)]-Hz0 (11)
[Agz(bda)] (2)
[Ag2(phen)s(bda)]-2H20 (12)
[Agz(pda)] (3)
[Ag2(phen)s(pda)]-3H20 (13)
[Agz(hxda)] (4)
[Agz(phen)s(hxda)]-3H20 (14)
[Agz(hpda)] (5)
[Ag2(phen)s(hpda)]-4H20 (15)
[Agz(oda)] (6)
[Ag2(phen)s(oda)]-2H.0 (16)
Dicarboxylic acid ligands
Ag(l) acetate

Phen

Cisplatin

Mitoxantrone

Anticancer activity ICspa (M)

MCF-7 SKOV3

24 h 96 h 24 h 96 h
9.75+1.55 9.02 + 2.37 15.6 £ 6.40 5.68 = 3.56
49.7 +3.20 1.63+0.14 46.2 +7.90 2.51+0.35
145+1.70 13.6 £+ 3.33 25.2 £9.60 4.92 +3.02
39.8+4.10 1.09+0.29 34.8 +8.90 1.29+0.25
9.13+1.10 10.6 + 3.46 20.8 £10.1 9.58+1.71
29.8+3.10 1.68 + 0.58 40.3+2.70 1.47 +0.68
11.2+2.95 12.5 + 3.56 41.5+4.80 144+ 1.95
35.5+7.50 1.29+0.37 25.1+5.10 2.02+0.33
17.9+8.42 9.32+2.90 30.3+8.10 16.2+0.81
14.0+£6.30 1.10+0.24 39.7 +£6.40 1.44+0.27
18.1 £ 5.06 9.43+1.55 76.4 +2.88 14.4+0.81
21.4+1.60 1.30+£0.39 37.6 +£10.6 1.33+0.49
> 100 > 100 > 100 > 100
57.8+3.30 18.6 £ 0.71 88.0+7.00 21.6+11.2
43.6 +4.05 3.22+0.80 57.9+4.13 2.21 +£0.52
19.6 £ 1.44 <1.60 76.4+23.4 1.60 £ 0.15
1.00 £ 0.09 < 0.039 1.05+0.34 < 0.039

Adaptado de Thornton e colaboradores.

Face ao exposto, o trabalho desenvolvido teve como objetivo a sintese

de complexos inéditos de prata (I) com ligantes derivados da fenantrolina, que possam

atuar de forma intercalativa. Os ligantes foram planejados de maneira que tivessem

em suas estruturas mais anéis aromaticos proporcionando um maior sitio de intera-

cao.

A escolha da prata se deu devido suas propriedades bioldgicas, ja esta-

belecido o grande potencial do metal e seus compostos no combate a doencas infec-

ciosas*4?, Recentemente, houve um aumento significativo de trabalhos envolvendo


https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0162013416300502?via%3Dihub#tf0020
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a sintese de complexos de prata com atividades antitumorais*°. Vale também consi-
derar que os sais prata se apresentam menos toxicos para o organismo humano do
que sais ruténio, paladio e platina, por exemplo*3.

Sendo assim, neste trabalho buscou-se aliar as propriedades quimicas
e biologicas dos ligantes fenatrolinicos e da prata, para a obtencdo de complexos do
tipo [Agn(R-L)n(tu)2](NO3)2, sendo n = 1 ou 2, R-L = ligante fenantrolinico estendido
com diaminas aromaticas substituidas com CHs-L1, Cl-L2, NO2-L3, NON-L4, € CN-Ls,
Para completar a esfera de coordenacao optou-se pelo ligante auxiliar tiouréia (tu),
capaz de formar ligacGes estaveis com o centro metalico, adicionalmente, este ligante
auxiliar se mostrou de grande interesse, vide os trabalhos aqui supracitados, exer-
cendo um papel funcional no sistema como um todo. Podendo evitar a inativagao por
ligacOes indesejaveis no meio celular, bem como, proporcionar interacées supramo-

leculares que podem auxiliar a intercalagdo com o DNA%4,
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de comple-
xos de Ag (I) que possuam elevada citotoxidade frente a células tumorais, atuando
como possiveis agentes intercaladores do DNA. Para isso cumpriu-se 0s seguintes
objetivos especificos:

e Sintese e caracterizacao de ligantes estendidos derivados da fenantrolina e dos
complexos do tipo [Agn(R-L)n(tu)2](NO3)2, onde n = 1 ou 2, R-L = ligante fenan-
trolinico estendido com diaminas arométicas com substituintes CHs, ClI, NOo,
NON furazano), CNitrilay € tu = tiouréia;

e Determinacao do coeficiente de particéo;

e Ensaios de estabilidade via UV-Vis e RMN;

e Ensaios de interacdes dos complexos com CT-DNA e pBR322 via UV-Vis, Di-
croismo Circular e Eletroforese em gel,

e Investigacdo das atividades citotoxicas dos complexos nas linhagens tumorais
de prostata (DU-145); carcinoma de ovario resistente a cisplatina (A2780cis) e

nao tumoral de pulméo (MRC-5).



3. Materiais e Métodos

3.1. Solventes e reagentes
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Todos os reagentes e solventes utilizados nas sinteses e caracteriza-

cOes (Tabela 3.1), ndo passaram por tratamentos prévios.

Tabela 3.1 Reagentes e Solventes e suas respectivas procedéncias.

Reagente e Solvente

Procedéncia

Acetonitrila P.A.
Metanol P.A.

Etanol P.A.
Cloroférmio P.A.
Dimetilsulféxido (DMSO) P.A.
Dimetilformamida (DMF) P.A.
1-Octanol
Cloroférmio- d1(99.8%)
DMSO-ds
Nitrato de Prata (> 99,0%)
1,10-fenantrolina monohidratada P.A.
Tiouréia (>99,0%)
4-metil-o-fenilenodiamina (>98,0%)
4-nitro-o-fenilenodiamina (98,0%)
4-cloro-o-fenilenodiamina (97%)
3,4-Diaminofurazan (97%)
Diaminomaleonitrila (>96%)

Synth®
Synth®
Synth®
Synth®
Synth®
Synth®
Sigma-Aldrich®
AcrosOrganics®
Sigma-Alcrich®
Sigma-Aldrich®
Synth®
Synth®
Fluka®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
TCI®

3.2. Metodologia sintética

3.2.1. Sintese dos ligantes

Tanto o precursor 1,10-fenantrolina-5,6-diona quanto seus derivados fo-

ram obtidos a partir de adaptacdes da literatura®>-*’. As reacdes ocorreram em razdes

equimolares, sob refluxo durante quatro horas. (Esquema 3.1).
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Esquema 3.1. Esquema sintético dos ligantes estendidos derivados da 1,10-fenantro-

lina.

NH, NH,

etanol
e
refluxo/4h

| 4-R-o-fenilenodiamina

etanol
—_—

refluxo/4h

H*/ etanol

R

refluxo/4h

3.2.1.1. Sintese do ligante 1,10-fenantrolina-5,6-diona.

Em um baldo de 250 mL misturou-se 1,00 g (5,60 mmol) de 1,10-fenan-

trolina e 4,50 g (3,80 mmol) de KBr, e lentamente, sobre banho de gelo, adicionou aos

sélidos, no baldo, uma mistura de 20 mL de HNO3 e 40 mL H2SO4, rapidamente um

gas castanho, bromo, foi liberado, a reacédo entéo foi deixada sob agitacdo a 90 °C,

até que todo gas fosse desprendido. ApdGs este periodo, a reacédo foi neutralizada uti-

lizando-se carbonato de potassio, até que atingisse um pH entre 6-7. Todo o sélido
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formado durante o processo foi filtrado a vacuo e posteriormente descartado. Em se-
guida, a solucgéo resultante, passou por um processo de extracao, utilizando-se dicloro
metano e sulfato de sddio como agente secante, posteriormente filtrado o dicloro me-
tano foi eliminado por rotaevaporagcdo. Rendimento: 78 % (0,9100 g); Cor: Amarelo;
H (400 MHz — CDCls) 9,10 (dd, 2H), 8,49 (dd, 2H), 7,58 (dd, 2H).

3.2.1.2. Sintese do ligante 11-metildipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina (CHs-L1).

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 0,200 g
(0,952 mmol) de 1,10-fenantrolina-5,6-diona, dissolvida em 10 mL de etanol a quente.
Em seguida, gota a gota, adicionou-se 0,116 g (0,952 mmol) da diamina 4-metil-o-
fenilenodiamina, previamente dissolvida em 5 mL de etanol. A reacdo foi mantida sob
refluxo durante quatro horas. Apés este periodo, a solugéo teve seu volume reduzido
por rotaevaporacgao, e usou-se etanol gelado para forcar a precipitacdo do composto
de interesse. O solido obtido foi filtrado sob vacuo e seco em um dessecador. Rendi-
mento: 28% (0,0800 g); Cor: Bege; P.F.: 231-233 °C.TF-IV: 3062, 3012 (Ar-CH),
1496,1358, 1072, 735, 411 (Ar-CC/CN) cm*; 'H (400 MHz — CDCl3) 9,56 (d, 2H), 9,24
(d, 2H), 8,17 (d, 1H), 8,05 (s, 1H), 7,76 (dd, 2H), 7,71 (d, 1H), 2,68 (s, 3H).

3.2.1.3. Sintese do ligante 11-clorodipirido[3,2-a:2",3'-c]fenazina (Cl-L5).

A sintese seguiu-se de maneira analoga ao item anterior, 0,200 g (0,952
mmol) de fendiona. (0,135 g, 0,952 mmol) 4-cloro-o-fenilenodiamina. Ao final da rea-
¢ao o volume de solvente foi reduzido no rotaevaporador. Observou-se a formacéao de
precipitado quando se atingiu a temperatura ambiente. O sdlido foi isolado por filtracéo
a vacuo e lavado com etanol gelado. Rendimento: 46% (0,137 g); Cor: Roxo; P.F.:
262-263 °C.TF-IV: 3059, (Ar-CH), 1474, 1352, 1066, 739, 415 (Ar-CC/CN), 919 (CCl)
cm®; H (400 MHz — CDCl3) 9,51 (d, 2H), 9,25 (s, 2H), 8,28 (s, 1H), 8,22 (d, 1H), 7,82
(d, 1H), 7,76 (s, 2H).
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3.2.1.4. Sintese do ligante 11-nitrodipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina (NO,-L3).

A sintese seguiu-se de maneira analoga ao item anterior, a 0,200 ¢
(0,952 mmol) de fendiona. (0,952 mmol, 0,145 g) de 4-nitro-o-fenilenodiamina. Ren-
dimento: 82% (0,256 g); Cor: Amarelo; P.F.: 308-312 °C.TF-IV: 3102 (Ar-CH), 1559,
1479, 733, (CC/CN), 1522, 1342 (NO) cmrt. 'H (400 MHz — CDCls) 9,54 (t, 2H),9,29
(t, 2H), 9,20 (d, 1H), 8,64 (d, 1H), 8,44 (d, 1H), 7,80 (dd, 2H).

3.2.1.5. Sintese do ligante [1,2,5]oxadiazolo[3',4":5,6]pirazina[2,3-f][1,10]fenan-
trolina (NON-L.,).

Dissolveu-se 0,200 g (0,952 mmol) de fendiona em 10 mL de etanol a
guente em um baldo de fundo redondo (50 mL), entédo adicionou-se 1 mL de HCI (6
M) formando-se um precipitado amarelo, apds 10 minutos, adicionou-se lentamente o
ligante 3,4-Diaminofurazano (0,0953 g, 0,952 mmol), previamente dissolvido em 5 mL
de etanol. A reacdo em alguns minutos passou de uma suspensao para uma solucéo
amarela. A mesma foi mantida em refluxo por 4 horas. Ao final, um precipitado amarelo
foi formado e isolado por meio de filtracdo a vacuo. Lavou-se o sélido com etanol
gelado. Rendimento: 66% (0,174 g); Cor: Amarelo; P.F.: 343-345 °C.TF-1V:3066 (Ar-
CH), 1597, 1517, 1016, 607, 462 (Ar-CC/CN) cm™*. H (400 MHz — DMSO-d¢) 9,49 (d,
2H), 9,29 (d, 2H), 8,07 (dd, 2H).

3.2.1.6. Sintese do ligante pirazina[2,3-f][1,10]fenantrolina-2,3-dicarbonitrila (CN-
Ls).

A sintese seguiu-se de maneira analoga ao item 3.2.1.2, 0,200 g (0,952
mmol) de fendiona foram dissolvidos em 10 mL de etanol a quente e em seguida,
foram adicionados 0,103 g (0,952 mmol) de diaminomaleonitrila. O composto formado
foi filtrado e lavado com etanol gelado. Rendimento: 52% (0,137 g); Cor: Marrom;
P.F.: Decomp > 300 °C.TF-1V: 3111, 3068 (Ar-CH), 1586, 1379, 739, 415 (Ar-CC/CN),
2242 (CNnitilay) cm™. 1H (400 MHz — CDCl3) 9,46 (dd, 2H), 9,41 (dd, 2H), 7,80 (dd,2H).
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3.2.2. Sintese dos complexos heterolépticos de prata |

A sintese para obtencdo dos complexos foi adaptada da literatura®®-5,
em ambiente protegido de luz. Toda reagéo ocorreu in situ com uma razao molar de
1:1:2, de sal de prata, ligantes estendidos derivados da fenantrolina e tiouréia, respec-
tivamente. Para todas as sinteses seguiu-se 0 mesmo plano sintético resumido no

esquema 3.2.

Esquema 3.2. Esquema sintético dos complexos em equivaléncia 1:1:2.

CH; NO,

o) N N
N/\N \\ //
o Q O |
N, N NN }\—/{
/\/\ 7 N\_/ \ 7 N\_J \ / N\_J \ 7/ N\ _/ \
N= =N N= =N N= =N N= —N N=
3
C

\ H,N" 'NH, /
\/ .

CH4CN @
1 (A9 NO; + 1NN/ + |2(NH,CS TCHOH T g N
Y
HN-C/ C-NH,

3.2.2.1. Sintese do complexo [Ag2(CHs-L1)2(M-tu)2] (NO3)2 (1).

Em um baldo de 50 mL protegido de luz foram dissolvidos 0,0552 g
(0,327 mmol) de AgNOsz em 7 mL de acetonitrila, logo em seguida, uma suspenséo do
ligante CHs-L1 com 0,0967 g (0,327 mmol) em 5 mL de acetonitrila foi adicionada a
solucéo contendo o sal de prata. A reacao ficou sob agitacdo magnética em tempera-
tura ambiente por 1 hora. Em seguida, uma solucao preparada com tiouréia, 0,0494 g
(0,654 mmol) em 5 mL de metanol foi adicionada a solucéo, a reacao foi mantida por
mais 1 hora, nas mesmas condi¢cfes. Ao final, um precipitado amarelo foi formado, o
mesmo foi isolado por filtracdo a vacuo e lavado com agua, metanol e éter etilico.
Rendimento: 42% (0,131 g); Cor: Amarelo; P.F.: 274-277 °C; TF-IV: 3454, 3032,
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1626 (NH), 1455, 1354, 1067, 732, (Ar-CC/CN), 1379 (NO=) cmt. Ay (DMF) = 160,3

uScm?mol-?.

3.2.2.2. Sintese do complexo [Ag2(Cl-L2)2(p-tu)2](NO3)2 (2).

O procedimento de sintese seguiu o item descrito anteriormente. O sal
de prata (0,0567 g, 0,336 mmol) reagiu com uma quantidade equimolar do ligante Cl-
L» (0,113 g, 0,336 mmol). Apds o periodo de 1h, foi adicionado 0,0510 g (0,672 mmol)
de tiouréia. Rendimento: 50 % (0,164); Cor: Marrom; P.F.: 212-214 °C; TF-IV: 3458,
3008, 1616 (NH), 1466, 1353, 1077, 732 (Ar-CC/CN), 923 (CClI), 1358 (NO3) cmL. Ay
(DMF) = 163,6 uyScm?mol.

3.2.2.3. Sintese do complexo [Ag2(NO2-L3)2(M-tu)2] (NO3)2 (3).

O procedimento de sintese seguiu o item 3.2.2.1. 0,0515 g (0,304 mmol)
de AgNOs. 0,0994 g (0,304 mmol) de NO»-L3. 0,0462 g (0,608 mmol) de tiouréia. Ren-
dimento: 33 % (0,104 g); Cor: Amarelo; P.F.: 321-326 °C; TF-IV: 3376, 3064, 1628
(NH), 1566, 1478, 739 (Ar-CC/CN), 1520, 1338 (NO) cm*; 'H (400 MHz — DMSO-d¢)
9,43 (t, 4H), 9,18 (s, 4H), 8,98 (s, 2H), 8,63 (d, 2H), 8,45 (d, 2H), 8,24 (s, 4H), 8,03 (s,
4H), 7,73 (s, 4H). Ay (DMF) = 160,2 uScm2mol-.

3.2.2.4. Sintese do complexo [Ag(NON-L,4)(tu)2]NOs3 (4).

O procedimento de sintese seguiu-se de maneira analoga aos itens an-
teriores. 0,0543 g (0,321 mmol) de AgNOs. 0,0879 g (0,0321 mmol) de NON-L4. 0,0487
g (0,642 mmol) de tiouréia. Rendimento: 70% (0,111 g); Cor: Amarelo; P.F.: > 400
°C; TF-IV: 3074 (Ar-CH), 3365, 3149 (NH), 1598, 1475, 1016, 622, 460 (Ar- CC/CN),
1408, 1378 (CNO), 1316 (NO3z) cm®; *H (400 MHz — DMSO-dg) 9,47 (d, 2H), 9,28 (d,
2H), 8,05 (dd, 6H), 7,51 (s, 4H). Ay = (DMF) 114,4 yScm?mol-.

3.2.2.5. Sintese do complexo [Ag2(CN-Ls)2(H-tu)2](NO3)2 (5).

O procedimento de sintese seguiu-se de maneira analoga aos demais
complexos. 0,0500 g (0,296 mmol) de AgNOs. 0,0834 g (0,0296 mmol) de CN-Ls.
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0,0450 g (0,592 mmol) de tiouréia. Rendimento: 32% (0,0874 g); Cor: Amarelo pa-
lido; P.F.: > 400 °C; TF-IV: 3375, 3117, 1629 (NH), 3073 (Ar-CH), 1598, 1398, 733,
429 (Ar-CC/CN), 2240 (CN), 1347 (NO3") cm™;'H (400 MHz — DMSO-dg) 9,55 (d, 4H),
9,35 (d, 4H), 8,25 (s, 4H), 8,19 (dd, 4H), 7,76 (s, 4H).Ay (DMF) = 167,2 pScm2mol-L,

3.3. Métodos Instrumentais

3.3.1. Determinacéo do Ponto de Fuséao

As medidas do ponto de fusdo foram realizadas no equipamento MAR-
CONI NA 301. ApGs a compactacdo da amostra macerada e com o auxilio de um
capilar fechado, levou-se as amostras ao aquecimento em uma razédo de 1 °C/min,
sendo a temperatura maxima alcancada de 400 °C (Temperatura maxima do equipa-

mento).

3.3.2. Analise elementar (CHN)

As andlises foram feitas no equipamento Fisions da CE intruments sob
responsabilidade da central analitica do Departamento de Quimica-UFSCar. O meé-

todo empregado foi CHNS1908 e usado como padrao cistina e acetanilida.

3.3.3. Medidas de condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram feitas no equipamento MAR-
CONI modelo MA 521 pertencente ao grupo LERCI (Laboratério de estrutura e reati-
vidade de compostos inorganicos) do Departamento de Quimica-UFSCar. Foram pre-
paradas solucdes dos complexos nas concentracdes de 1,0x103mol.L* em DMSO. A

condutividade do solvente foi mensurada e usada como branco.
3.3.4. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
Os espectros de absorcao na regido do infravermelho foram obtidos no

espectrometro SHIMADZU IRTracer-100, utilizou pastilhas de KBr (Brometo de potas-

sio) como suporte. Usou 0 modo de 32 varreduras na regido de 4000 a 400 cm™. Os
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dados foram elucidados com o auxilio dos softwares Shimadzu IR Solution, 1.60 e
Origin 8.0.

3.3.5. Espectroscopia eletrébnica na regido do UV-Visivel

Os espectros foram obtidos com auxilio do espectrometro SHIMADZU-
1650PC. Os espectros foram obtidos a partir de solugdes 1,0x10°-10° mol.L* dos
complexos em DMSO. A regiéo de varredura escolhida foi de 1000 a 200 nm em ca-
minho Optico de 1 cm em cubetas de quartzo. Os espectros foram elucidados utili-
zando-se softwares UVProbe 2.42 e Origin 8.0.

A técnica também foi usada para avaliar a estabilidade dos complexos
em solucéo nos tempos de 0, 24 e 48 horas.

3.3.6. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para a obtencdo dos espectros de RMN para *H e **C{H} foi utilizado
um espectrometro BRUKER DRX 400MHz do Departamento de Quimica da UFSCar.
Todos os dados foram elucidados com o auxilio do software MestReNova 6.0.2-5475.
Os solventes utilizados nas analises foram o0 DMSO-ds e CDClz-d1, na proporcao 10

mg de amostra para 600 pL de solvente deuterado.

3.3.7. Coeficiente de particdo (P)

O coeficiente de particao foi realizado a partir de uma concentracdo de
1,0x10° mol.L* dos complexos em 1-octanol contendo 10% DMSO (para auxiliar a
diluicdo dos complexos na fase organica), 750 pL dessas solugbes foram misturadas
com 750 uL de agua destilada e em seguida, estas solu¢des foram incubadas a 37 °C
por 24 horas, sob agitacdo a 200 rpm, utilizando o Termo-Shaker Agmaxx modelo AG-
100. A referida analise foi realizada em triplicata, tendo em vista a absorbancia média
obtida das trés solu¢des de complexo em 1-octanol utilizando espectrofotémetro UV-
vis Shimadzu UV-1650PC. O valor da concentracdo dos complexos em 1-octanol e
agua foi determinado a partir da curva padréo previamente obtida. A medida de lipofi-
licidade adotada é o log P, que é da fracdo entre a concentracdo de composto em 1-

octanol pela concentracédo em agua, dada pela equacéo 1°2.
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logP = log % Equagéo 1.

3.3.8. Difracéo de Raios X de monocristal

A difracdo de raios-X foi realizada pelo doutorando Jodo Honorato
(LERCI-UFSCAR) em colaborac¢éo com o Prof. Dr. Eduardo Ernesto Castellano (IFSC-
USP) do Laboratério de Cristalografia do Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC-
USP), utilizando-se um difratdmetro Rigaku XtaLAB mini I, radiagdo MoKa (A =
0.71073 A). A estrutura foi resolvida com o programa SHELXT usando métodos dire-
tos, sucessivos mapas de Fourier-Diferenca permitiram a localizacdo dos &tomos néo
hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio, todos os demais foram refina-
dos anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos pelo método dos minimos qua-
drados através do programa SHELXL>355, Detalhes especificos sobre a coleta de
dados e os parametros para o complexo sao fornecidos na tabela A1 em apéndice.

3.4. Ensaios Biologicos

3.4.1. Interagcbes com o DNA

3.4.1.1. Interacdo com o CT-DNA via espectroscopia na regido do ultravioleta
visivel (UV-Vis)

Para realizar o teste de interacdo com DNA primeiramente preparou-se
uma solucéo aquosa 10 mmol.L* de tris-HCI, 10 mmol.L* de NaCl (pH = 7,4) em tem-
peratura ambiente. Nesse trabalho foi utilizada uma solucéo estoque de DNA do timo
de bezerro (calf thymus / CT-DNA) 1 mg.mL?, preparada em solucgéo tris-HCl a 4 - 9
°C. Antes do procedimento a solucao foi estocada em geladeira a aproximadamente
9°C por 1 dia, para evitar degradacao da biomolécula e aumentar a solubilidade. Para
todas as analises fora verificada a razdo da absorbancia/comprimentos de onda 260-
280 (A260/ Azg0) acima de 1,8, indicando que o CT-DNA estava livre de proteinas con-
taminantes que podem prejudicar a interacdo com os compostos estudados®®. Para
determinar a concentracdo molar de DNA na solucao, foi utilizado a absortividade mo-
lar (¢ = 6600 L.molt.cm™; A = 260 nm)>’. Apds a obtencdo da concentracdo através

da Lei de Labert-Beer (Equacéo 2) a solucéo foi diluida para 1,0 mM.
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A = e.c.] Equacdo 2.

A constante de ligacédo (Kp) foi calculada utilizando a técnica de titulacao
espectrofotométrica. Neste experimento, a concentracdo dos complexos foi mantida
fixa em 1,0x10° mol.L!, mantendo a proporcéo de 2% de DMSO, e variando-se as
concentracdes de DNA de 6,0x10¢- 2,8x10° mol.L%, vale salientar que as adi¢des de
DNA foram feitas tanto na cubeta de trabalho quanto na do branco para eliminar a
absorbancia da biomolécula. Por fim, as mudancas nas bandas foram monitoradas
em A= 294-305 nm.

3.4.1.2. Interagdo com plasmideo superenovelado

Para os testes, primeiramente, dilui-se os complexos em trés concentra-
coes, sendo elas 100, 10 e 1 ymol.L*, posteriormente em um microtubo, 1 L dessas
solucdes foram adicionadas a uma solucédo contendo 25 pL de agua deionizada e 4
ML do plasmideo pBR322, totalizando assim um volume final de ensaio de 30 pL. As
solugdes foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés o tempo transcorrido as amos-
tras foram retiradas do banho termostéatico e adicionou-se 15 yL de STEB (40 % de
sacarose, 100 mmol.L* de Tris.HCI, pH = 7,5, 1 mM de EDTA, 0,5 mgmL de azul de
bromofenol), logo em seguida, 20 uL das amostras foram adicionadas nos respectivos
pocos do gel de agorose 1% (750 mg de agarose em 75 mL de TBE 1x). A corrida
eletroforética ocorreu em solucdo TBE 1x a 40 mA durante 12 horas. Apés esse peri-
odo, o gel foi adicionado em solucéo corada de brometo de etidio e revelado no foto-
documentador Gel Doc™ EZ, a imagem obtida foi tratada utilizando o software Ima-

geLab™ 6.0.0 fornecido pela BioRad.

3.4.1.3. Dicroismo circular (CD)

Espectros de CD foram obtidos para amostras de DNA na presenca de
guantidades crescentes de compostos. As medidas foram registradas em um espec-
tropolarimetro J-815 da JASCO, utilizando cubeta de quartzo de 3 mL, na faixa 235 a

320 nm, com acumulacéo de 5 scans, largura de banda de 1,0 nm, velocidade de 100
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nm/min e temperatura de 25 °C%8. A concentracéo de DNA foi mantida fixa em 5x10-°
mol.L* enquanto a concentracdo dos complexos variou de 0 a 2x10° mol.L™.
Inicialmente, 20 mL de solug¢édo de DNA 5x10-° mol.L"* em tampé&o tris-
HCI (pH 7,3) foi preparada e distribuida igualmente em seis tubos de ensaio. Adi¢bes
crescentes de composto em estudo foram feitas a cada tubo, partindo-se de uma so-
lucéo fresca em concentracéo de 1x103 mol.L"* em DMSO, mantendo a concentragéo
do solvente organico abaixo de 2% e de modo a obter razdes molares de com-
plexo/DNA na ordem de 0 a 0,4. As amostras foram incubadas a 37 °C por 24h e apés

o periodo as leituras foram realizadas.

3.4.2. Citotoxidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando as seguintes li-
nhagens celulares: DU-145 (cancer de prostata), A2780cis (carcinoma de ovario re-
sistente a cisplatina) e MRC-5 (fibroblastos humanos de pulméo). As células foram
cultivadas em meio RPMI1640 (DU-145 e A2780cis) ou DMEM (Dulbecco Modified
Eagle Medium) (MRC-5), em ambos os meios foram adicionados 10% de FBS (soro
fetal bovino). O cultivo foi realizado em de garrafas de plastico (Corning) armazenadas
em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO..

A contagem das células foi realizada utilizando o corante Azul de Tripano
em uma camara de Neubauer. Aliquotas de 150 yL contendo 1,5x10% células-mL
foram adicionadas as placas de 96 pocos. As placas foram mantidas por 24h em es-
tufa, e em seguida foi adicionado a cada pog¢o 0,75 pL de uma solugdo de DMSO
contendo o ligante ou os complexos em diferentes concentragfes. As concentracdes
finais nos pogos foram de 0,8, 1,58, 3,16 6,25, 12,5, 25, 50, 100 uM; para os compos-
tos mais ativos as concentracfes precisaram ser ajustadas para: 0,03, 0,06, 0,13,
0,25, 0,50, 1,00, 2,00, 4,00 yM. Em seguida, as placas foram incubadas novamente
na estufa por mais 48 horas®6-°%,

Apbs a incubacdao, foram adicionados a cada pog¢o 50 uL de uma solugao
de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolio) (Img mL™?). E em
seguida, as placas foram incubadas novamente na estufa por 4h. Apds este periodo,
se retirou a solucéo de cada posso e adicionou-se 100 yL de DMSO. Por fim, foram

realizadas as medidas de absorbancia em um leitor de microplacas hibrido da BioTek
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modelo SYNERGY H1. Os dados obtidos foram tratados utilizando Excel 2010 e Gra-
phPadPrism 6.01.

4. Resultados e Discussao

4.1. Aspectos fisicos e quimicos dos ligantes e complexos
Para a obtencdo dos ligantes estendidos derivados da fenantrolina foi
necessario a sintese prévia do precursor 1,10-fenantrolina-5,6-diona. A sintese dos

ligantes de interesse estdo resumidas no esquema 4.1, como se segue.

Esquema 4.1. Rota sintética dos ligantes estendidos derivados da fenantrolina.

~

N\'O'/N
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A sintese da 1,10-fenantrolina-5,6-diona é bastante descrita na literatura,
trata-se de um composto bastante sensivel ao pH. A janela de pH entre 6-7 é a ideal
para sua obtencdo sem impurezas. O soélido obtido foi recristalizado em etanol e sua
estrutura confirmada por RMN de hidrogénio (*H) (Fig. Al). A presenca das duas car-
bonilas no anel aromatico facilita a substituicdo por diaminas aromaticas, como as
usadas nesse trabalho.

A préxima etapa de sintese constitui de uma reacédo equimolar entre as
diaminas e fendiona sob refluxo em etanol. Todos os ligantes derivados da fenantro-
lina apresentam rendimentos comuns comparados com os da literatura, exceto o li-
gante CHs-L1, no qual se obteve um baixo rendimento provavelmente pela maneira de

precipitacdo, descrito na metodologia, que consistiu em sucessivas recristalizagoes
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em etanol gelado. Os ligantes estendidos apresentam solubilidade em cloroférmio,
exceto o ligante substituido com a diamina furazano (NON-L4) que é soluvel apenas
em DMSO. As caracteristicas fisicas dos compostos estdo resumidas na tabela 4.1.
O mecanismo geral da reacao consiste no enfraquecimento da ligacéo
C=0 (carbonila) da fendiona, por conta de interagcdes com o solvente prético do meio,
consequentemente ocorre o ataque nucleofilico ao mesmo carbono pelos pares de
elétrons disponiveis do nitrogénio, havendo a formacdo de um intermediario tetraé-
drico, que posteriormente pelo rearranjo e abstracdo de prétons se tem a saida de
agua e a formacdo de uma imina, 0 mesmo ocorre com a outra carbonila e se tem o

fechamento do anel aromatico®. Esquema 4.2.

Esquema 4.2. Mecanismo de substituicbes das carbonilas do ligante fendiona pelas

diaminas aromaticas.
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Tabela 4.1. Aspectos fisicos dos ligantes, formulas moleculares e massas molares.

Ligante Formula Molecular Massa Molar Coloracgéo do sdlido Rendimento
(g/mol)
CH-L, CHLN, 296,11 Bege 28%
Cl-L C. HNCI 316,05 Roxo 46%
2 18 9 4
NO_-L C, HN_O 327,08 Amarelo 82%
2 3 18 9 5 2

NON-L4 Cc_ HNO 274,06 Amarelo 66%

CN-L C _HN 282,07 Marrom 52%
5 16 6 6
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Os complexos foram sintetizados in situ em um bal&o protegido de luz,
devido ao caréter fotorredutor dos sais de prata quando expostos a luz. As sinteses
partiram de misturas com razdes 1:1:2 entre AQNOs, ligantes fenantrolinicos e tiouréia,
respectivamente (Esquema 3.2). Ao final de todas as sinteses observou-se a forma-
¢ao de precipitados que posteriormente foram isolados por filtracdo, um dos aspectos
fisicos nas cores desses compostos, foram as mesmas cores provindas dos ligantes,
gue foram do amarelo ao marrom, isso é esperado ja que transi¢des d-d do metal ndo
acontecem. Vale também destacar a estabilidade dos complexos quando expostos a
luz e ao ar. Os compostos séo sollveis apenas nos solventes dimetilsulféxido (DMSO)

e dimetilformamida (DMF).

4.1.2. Espectroscopia vibracional naregido do infravermelho

A técnica de espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho ser-
viu para evidenciar o modo de vibragao de grupos funcionais caracteristicos presentes
tanto nos ligantes como nos complexos, evidenciando o sucesso da coordenacao.

Os espectros estdo apresentados nas figuras abaixo (Figuras 4.2-4.6).
A analise foi realizada comparando-se os estiramentos e deformacdes presentes na
tiouréia e ligantes derivados da fenantrolina com seus respectivos complexos.

Para o complexo (1) (Fig. 4.2), é possivel evidenciar bandas caracteris-
ticas dos ligantes: estiramentos C-Hanel € C-Hmetila d0 ligante CHz-L1 que aparecem na
regido de 3062 e 3009 cm™ (espectro 2), respectivamente, sdo parcialmente encober-
tas por bandas intensas e alargadas (3413-3089 cmt) vNH, vNH2 do ligante tioaminico
(espectro 3), tal banda é essencial para a confirmacao da ligacao da tiouréia ao metal,
assim como a presenca da deformacéo “tesoura” SNH2em 1622 cm?, que é observa-
vel tanto no espectro 1 como no 3 da Figura 4.2; estiramentos C=S séo dificeis de
identificar no espectro do complexo por seu enfraquecimento quando o enxofre se liga
ao centro metélico e consequentemente podem ser encobertas pela presenca de ban-
das intensas do outro ligante presente, em teoria o efeito esperado é o deslocamento
dessas bandas para regifes de menores energias, devido ao efeito de retrodoacéo
entre o centro metalico e o ligante, simultaneamente, espera-se um aumento na forca
de ligacéo entre C=N (Fig. 4.1)60:6,
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Figura 4.1. Modo de coordenacao do ligante tiouréia frente a Prata.
®

HN.  ©
Se—s —~(Ag
//

H,N
®

Fonte: Autor

As maiores contribui¢cdes para o espectro do complexo sao provindas do
ligante fenantrolinico, bandas do tipo BCH (deformagao angular no plano) em 1067
cm?, yCH e yCCanel (deformacdes angulares fora do plano) em 739 e 420 cm?, res-
pectivamente. As bandas ndo sofrem grandes deslocamentos como se esperaria de
ligacbes M-L, isso pode ser explicado pela grande densidade eletronica dos ions Ag”*
provinda de sua camada d totalmente preenchida, acarretando pequenos desloca-
mentos.

Também vale ressaltar a presenca da banda referente ao ion NOz', em
1379 cm no espectro 3, o que corrobora com as analises de condutividade, quando
0 complexo se encontra com uma natureza eletrolitica. A tabela 4.2 resume 0s princi-

pais estiramentos e deformacdes entre ligantes e complexos.
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Figura 4.2. Espectro vibracional na regido do infravermelho do complexo contento os

ligantes CHs-L1 e tiouréia.
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Para os préximos espectros na regido do IV, referente aos demais ligan-
tes e respectivos complexos, as discussdes serdo diminutas em decorréncia da simi-
laridade entre eles, sendo apresentada apenas as principais variacoes.

O espectro de infravermelho do ligante CI-L> e seu respectivo complexo

(2) estao representados na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Espectro vibracional na regiao do infravermelho do complexo 2 contendo
os ligantes CI-L> e tiouréia.
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Além das considerac¢des descritas para o complexo (1), ressalta-se o es-
tiramento vCCl em 919 cm™, caracteristico do substituinte cloreto no ligante aromatico.
Novamente, nota-se também o aparecimento de bandas provenientes do ligante tiou-
réia, vNH e vNH> (3458-3008 cm!) no espectro 6 (complexo 2), esses alargamentos
caracteristicos dessas bandas ocorrem, provavelmente, devido a presenca de molé-
culas de agua na estrutura, favorecendo ligacdes de hidrogénio com as tiouréias.

Os espectros para os complexos com grupo nitro (NO2-L3) e com anel

furazano (NON-L4) estdo representados nas Figuras 4.4 e 4.5, respectivamente.
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Figura 4.4. Espectro vibracional na regido do infravermelho do complexo contento os

ligantes NO2-L3z e tiouréia.
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Os estiramentos do grupo nitro presente no anel aromatico do ligante
NO2-L3, possui dois modos: deformagdes assimétrica e simétrica, com nameros de
onda em 1522 e 1337 cm™, respectivamente®?, pode-se observar os mesmos estira-
mentos no complexo (espectro 9 da Fig.4.4) em 1520 e 1338 cm™, indicando a pre-
senca do ligante na esfera de coordenacédo. A deformac&o vC=N-O do anel furazano
(espectro 11, Fig. 4.5) aparece em 1443-1423 cm %3, assim como no complexo (es-
pectro 12, Fig. 4.5) em 1439-1427 cm?, vale ressaltar o aparecimento das vibragées

do coligante tiouréia com fortes intensidades (3365-3149 cm).
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Figura 4.5. Espectro vibracional na regiao do infravermelho do complexo contento os

ligantes NON-L4 e tiouréia.
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Para os espectros contendo o grupo nitrila em sua estrutura aromatica
(Fig. 4.6) é possivel observar deformacédo axial CNniviia €m 2242 cm para o ligante
(Espectro 14) e 2240 cm* no complexo (Espectro 15). Adicionalmente, é possivel evi-
denciar as vibragdes do anel aromatico, vCC e vCN (1510-1398 cm?), bem como a
presenca do NOs (1347 cm?) atuando como contra ion. Os principais estiramentos e

deformacdes para os ligantes e complexos séao resumidos na tabela 4.2.
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Figura 4.6. Espectro vibracional na regiao do infravermelho do complexo contento os

ligantes CN-L5 e tiouréia.
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Tabela 4.2. Atribui¢cdes das principais bandas do infravermelho para os ligantes e com-

plexos.
Ligantes /
Complexos
Nimero de onda (cm™)
Atribuicdes tu 1 2 3 4 5
VCHane - 3062-12 /enc 3059/enc 3102/enc 3066/3074 3068/3072
1496 1474 1559 1597 1586
1358/ 1455 1352/ 1479/ 1517/ 1379/
VCC/CNanel - 1354 1466 1566 1598 1580
1353 1478 1475 1398
- - - 1522 - -
1342/
vaNO/sNO 1520
1338
BCHuanel - 1072/ 1067 1066 / - 1016/ -
1077 1018
yCHanel - 735/ 739/ 733/ 607/ 739/
735 732 739 622 733
yCCanel - 411/ 415/ enc/ 462 / 415/
405 enc enc 460 429
VCNhitrila - - - - - 2242/
2240
tiouréia
VNH, 3416 3454 3458 3376 3365 3375
3009 3032 3008 3064 3149 3117
ONHtu 1612 1626 1616 1628 enc 1629
VCN., 1463 Enc enc enc enc enc
vCSy, 722 Enc enc enc enc enc
Nitrato (contra ion)
NO3 1379 1358 1385 1316 1347

v= estiramento; vs= simétrico; va= assimétrico; B= deformacao angular no plano; &=

deformacé&o angular fora do plano; enc= encorberto.
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4.1.3. Ressonancia magnética nuclear (RMN)
4.1.3.1. RMN !H dos Ligantes

Os espectros dos ligantes aqui sintetizados, fora posteriormente compa-
rado com aqueles ja existentes na literatura?6:45-47.64.65,

Primeiramente se faz necessério uma discussdo aprofundada dos es-
pectros de RMN obtidos para os ligantes livres. Todas as analises foram feitas em
CDCl3 (exceto para o ligante NON-L4 que fora feita em DMSO-ds), € 0S seus respecti-

VOS espectros sédo apresentados a seguir (Fig. 4.7-4.11).

Figura 4.7. Espectro de RMN de 'H para o ligante estendido derivado da fenantrolina
(CHs-L1). Solvente: CDCla.
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Figura 4.8. Espectro de RMN de H para o ligante estendido derivado da fenantrolina

(Cl-L2). Solvente: CDCls.
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Figura 4.9. Espectro de RMN de H para o ligante estendido derivado da fenantrolina
(NO2-Ly). Solvente: CDCls.
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Para os ligantes que sofrem pequenas mudancas devido a presenca de
grupos substituintes, figuras 4.7-9, sdo esperados a presenca de seis sinais de hidro-
génios aromaticos, para esses compostos as maiores diferencas estdo nos desloca-
mentos dos hidrogénios que podem sofrer os efeitos doadores e retiradores de densi-
dade eletrénica acarretados pela presenca dos grupos R.

De modo geral, os deslocamentos dos hidrogénios da parte derivada da
fenantrolina se diferenciam entre si devido ao ambiente que estdo expostos, por exem-
plo para o ligante CHs-L1, os hidrogénios Ha/a’ (9,56 ppm) sofrem maiores desblinda-
gem por efeito indutivo em relacédo aos protons Hb/b’ (7,76 ppm) e Hc/c’ (9,24 ppm)
por conta da proximidade com os atomos de nitrogénios. S8o esperados que esses
sinais se apresentem na forma de duplos dubletos, devido ao seu perfil de acopla-
mento, mas com 0 aumento da estrutura aromatica, e as possibilidades de agregacfes
entre 0s anéis, esses desdobramentos podem néo ser evidentes, podendo alargar-se
os sinais referentes aos hidrogénios da molécula. Os hidrogénios He sédo os que mais

sofrem com a influéncia dos substituintes nos anéis aromaticos: no ligante substituido
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pela metila esse (CHs-L1), 0 mesmo hidrogénio tem forte blindagem, em comparacao
com os demais ligantes, ocorrendo em 7,74 ppm, devido a caracteristica doadora do
grupo CHs; para o ligante contendo o substituinte nitro (NO2-L3), retirador de densi-
dade eletrdnica, observa-se o sinal do hidrogénio He em 8,64 ppm, sendo caracteri-
zado pelos maiores efeitos de desblindagem; o substituinte cloro (CI-L>), tem um efeito
intermediario (8,22 ppm), 0 mesmo pode atuar como um grupo retirador, por conta de
sua eletronegatividade e também doador pela possibilidade de ativacdo do anel por
meio da doacdo de densidade®®.

Para os ligantes NON-L4 e CN-Ls (Fig. 4.10-11), s&o esperados somente
trés sinais de hidrogénios (seis hidrogénios equivalentes) de contribuicdo da parte fe-
nantrolinica dos ligantes, essa equivaléncia € dada pela presenca de um elemento de
simetria C2 (cortando a molécula). A tabela 4.3, resume os deslocamentos sofridos

pelos hidrogénios dos anéis assim como suas constantes de acoplamentos.

Figura 4.10. Espectro de RMN de !H para o ligante estendido derivado da fenantrolina
(NON-L4). Solvente: DMSO-de.
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Figura 4.11. Espectro de RMN de *H para o ligante estendido derivado da fenantrolina

(CN-Ls). Solvente: CDCls.
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Tabela 4.3. Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento para os ligantes

aromaticos derivados da fenantrolina.

Ligantes (& ppm)

H CHaL, Cl-L2 NO,-Lz NON-L, CN-Ls
ala’ 9,56 9,51 9,54 9,49 9,46
d,J=82Hz, (d,J=6,1  (,J=81Hz, (d,J=7,8Hz, (dd,J=8,2, 1,6
2H) Hz, 2H) 2H) 2H) Hz, 2H)
b/b’ 7,76 7,76 7,80 8,07 7,80
(dd, J=8,2, 4,4 (s,2H)  (dd,J=8,1,4,6 (dd,J=7,8,41 (dd,J=8,2 4,4
Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H)
cic’ 9,24 9,25 9,29 9,29 9,41
(d, J=4,4 Hz, (s, 2H) t J=46Hz, (d,J=4,12H) (dd,J=4,4, 16
2H) 2H) Hz, 2H)
d 8,05 8,28 9,20
(s, 1 H) (s, 1H) (d,J=2,1 Hz - -
1H)
e 7,71 8,22 8,64
d,J=8,7Hz, (d,J=88 (d,J=93,21 - -
1H) Hz, 1H) Hz, 1H)
f 8,17 7,82 8,44
d,J=8,7Hz, (d,J=88  (d,J=9,3Hz, - -
1H) Hz, 1H) 1H)
CHs 2,68

(s, 3H)
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t= tripleto; dd= dublo dubleto; d= dubleto; s= singleto

4.1.3.2. RMN 'H e 3C{*H} dos complexos

Para todos os complexos os espectros de RMN foram obtidos em
DMSO-ds (Figuras 4.12-19).

Os compostos analogos, [Ag2(CHz-L1)2(p-tu)2] (1) e [Ag2(Cl-L2)2(p-tu)2]
(2) foram discutidos uma Unica vez, devido a semelhanca de seus espectros de RMN
de H, fig. 4.12.

Figura 4.12. Espectro de RMN de 'H para os complexos [Ag2(CHs-L1)2(u-tu)2] (1) e
[Ag2(CI-L2)2(u-tu)2] (2). Solvente: DMSO-de.
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Observa-se que os sinais dos hidrogénios nos complexos se mostram
alargados, sistemas parecidos encontrados na literatura exibiram os mesmos efeitos,

guando analisados pela mesma técnica aqui descrita. Figura 4.13 (a,b).4%¢,
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Figura 4.13. a) Complexo de prata | contendo ligantes do tipo dppz e tiouréia. b) Com-

plexo de prata | contendo ligantes fenantrolina e dicarboxilatos.
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Esses efeitos podem ser condizentes a agregacoes estabelecidas por
interacdes de empilhamentos 1 provindas dos anéis aromaticos, além de efeitos in-
tramoleculares dinamicos, como rota¢des envolvendo os ligantes presentes nos com-
plexos*®67-71 ‘impossibilitando a determinacéo, de forma precisa, das integrais, assim
como os das constantes de acoplamentos. Uma vez que alguns sinais esperados es-
tdo sendo sobrepostos, ainda sim, foi possivel observar, por exemplo, os hidrogénios
referentes a metila no complexo 1 em 2,67 ppm, além dos protons caracterizados
como Ha (9,49 e 9,38 ppm) e Hc (9,19 e 9,16 ppm) respectivamente nos complexos 1
e 2.

Desta forma, a andlise de ressonancia magnética nuclear de 3C{‘H} se
mostrou uma ferramenta importante, uma vez que € realizada sem o efeito de acopla-
mentos de hidrogénios’. No entanto, o complexo 1 apresentou baixa solubilidade,
sendo possivel apenas a determinacéo dos sinais mais intensos (Fig. A2, em apén-
dice), como por exemplo o sinal em 21,63 ppm, referente a metila do anel aromatico
e o sinal em 179,59 ppm, atribuido ao carbono ligado ao enxofre da tiouréia.

Em relacdo ao complexo 2 foi possivel a obtencdo de um espectro de
carbono com melhor resolucéo, (Fig. A3), a Fig 4.14 apresenta a regido de interesse
do espectro para melhor entendimento e discusséo dos sinais referentes a cada car-

bono presente no composto.
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Analisando o espectro de RMN de 13C do composto 2 (Fig 4.14), foi pos-
sivel identificar treze sinais para os carbonos presentes na estrutura do ligante fenan-
trolinico. Os carbonos mais desblindados (*3C= 2, 6 e 13) séo referentes a ligacoes
proximas aos nitrogénios, ademais os sinais dos carbonos do anel policiclico consis-
tiram nas faixas de 153 a 125 ppm, condizentes com deslocamentos encontrados na
literatura para sistemas complexos parecidos’. Vale também destacar a presenca de
desdobramentos em alguns carbonos (*3C= 6 e 8) como consequéncia da assimetria
gue esses ligantes planares exibem quando se coordenam.

A presenca do carbono em 179,39 ppm € um sinal diagnéstico para evi-
denciar a coordenacéo do ligante tiouréia ao centro metalico. Nota-se um desloca-
mento de 4 ppm, quando se comparado ao ligante tiouréia livre (183,83 ppm, fig.A5),
deixando o carbono mais blindado, que é devido a um pequeno aumento de densidade
eletrénica em seu entorno.

Figura 4.14. Espectro de RMN de *C{*H} para o complexo [Ag2(Cl-L2)2(u-tu)z2] (2).
Solvente: DMSO-ds.
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O complexo (3), fig 4.15, contendo o grupo nitro, apresentou trés sinais
referentes aos hidrogénios fenantrolinicos, que pela simetria, engloba os hidrogénios
Ha/a’ (9,38 ppm), Hb/b’ (8,03 ppm) e Hc/c’ (9,18 ppm). Os outros trés sinais sao atri-
buidos aos hidrogénios da parte assimétrica derivada da diamina Hd (8,98 ppm), He
(8,63 ppm) e Hf (8,45 ppm). Também foi possivel observar a presenca de dois sinais
alargados que representam os hidrogénios pertencentes as duas tiouréias coordena-
das a prata, H1/1’ e H2/2’, ocorrendo respectivamente em 7,73, 8,24 ppm. Ademais,
esses deslocamentos quimicos se encontram deslocados em relagéo ao ligante livre
(Fig. A4), evidenciando a coordenacao, em decorréncia da desblindagem diante da
doacao de densidade eletronica do ligante para o metal. As integrais calculadas mos-
traram uma relagdo de 1:1 entre os sinais dos hidrogénios fenantrolinicos e os hidro-
génios da tiouréia, o que pode indicar a formacédo de uma espécies bimetéalicas, com
os ligantes tiouréias atuando em ponte unindo dois ions de prata‘®#84°, Apesar de
alargamentos de alguns sinais foi possivel determinar o acoplamento entre os protons
He e Hf, caracterizado com um J® (acoplamentos de hidrogénios vizinhos via trés liga-
¢cOes) de 9,2 Hz. Devido a baixa solubilidade néao foi possivel a obtencdo do espectro

de RMN de 3C para o complexo.
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Figura 4.15. Espectro de RMN de 'H para o complexo [Ag2(NO2-Ls)2(u-tu)2] (3). Sol-
vente: DMSO-de.
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O espectro do complexo (4), constituido pelos ligantes NON-L4 e tiouréia,
esta apresentado na Fig. 4.16, observa-se a presenca de trés sinais, referentes aos
seis hidrogénios fenantrolinicos (Ha/a’, 9,47 ppm, Hb/b’, 8,05 ppm e Hc/c’, 9,28 ppm)
e mais dois sinais alargados referentes a duas tiouréias coordenadas (H1/7°, 7,52 ppm
e H2/2’, 8,05 ppm). Vale salientar a sobreposicdo dos hidrogénios caracterizados
como b/b’ e 2/2’, dificultando a determinacéo precisa das integrais. Para este com-
plexo, as integrais obedeceram a uma proporcao 1:2, NON-L4 e tiouréia, ou seja, que
€ condizente com uma estrutura monometalica.

A partir da obtenc&o de um espectro com resolucédo adequada, foi pos-
sivel obter as constantes de acoplamento para os prétons aromaticos, sendo todas do
tipo J3: entre os hidrogénios Ha e Hb com um J3= 8,0 Hz; Hb e Hc com um J3= 4,4 Hz.
Também poderia se esperar acoplamentos a longa distancia do tipo J* entre os pro-
tons Ha / Hc, mas como ja mencionado, a coordenacao provocou uma diminuicdo na
resolucao, dificultando na obtencédo de alguns parametros. A Figura 4.17 representa

0 espectro de RMN de carbono do complexo (4).
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Figura 4.16. Espectro de RMN de *H para o complexo [Ag(NON-L4)(tu);] (4). Solvente:

DMSO-ds.
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Figura 4.17. Espectro de RMN de **C{*H} para o complexo [Ag(NON-L4)(tu),] (4). Sol-
vente: DMSO-de.
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A partir do espectro da Fig. 4.17, foi possivel evidenciar os sinais de car-
bono dos anéis aromaticos, sendo observados sete sinais referentes a quatorze car-
bonos, devido a sua simetria Cov. Notam-se efeitos de blindagem similares aos pro-
tons, sendo os carbonos mais desprotegidos aqueles ligados proximos aos nitrogénios
eletronegativos (C2, 151,19 ppm, C6, 151,52 ppm e C7, 153,73 ppm). Além da pre-
senca do carbono quaternario C=S da tiouréia ocorrendo em 180,11 ppm.

Para o complexo (5), os espectros de hidrogénio e carbono, Fig. 4.18-
19, respectivamente, foram consistentes com uma possivel estrutura dimérica, apre-
sentando razdo das integrais entre os sinais dos H aromaticos e da tiouréia de 1:1.
Vale destacar a presenca dos oitos sinais de carbonos aromaticos do complexo, in-
cluindo o carbono ligado ao enxofre do coligante tioaminico.

A tabela 4.4 resume os deslocamentos quimicos tanto para os hidrogé-
nios quanto para os carbonos dos complexos 1-5, assim como, seus desdobramentos
e consequentemente constantes de acoplamento para agueles que foram possiveis a

determinacao e valores de integras.
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Figura 4.18. Espectro de RMN de 'H para o complexo [Ag2(CN-Ls)2(u-tu)2] (5). Sol-
vente: DMSO-de.
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Figura 4.19. Espectro de RMN de 3C{*H} para o complexo [Ag2(CN-Ls)2(u-tu)2] (5).

Solvente: DMSO-ds.
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Tabela 4.4. Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento para os complexos

de prata (I).
H AgCHgstu AgCltu AgNO:tu AgNONtu (4) AgCNtu
1) (2) 3) (5)
a/a’ 9,50 9,38 9,43 9,47 9,55
(t, 4H) (d, J=8,0 Hz, 2H)  (d, J=8,1 Hz, 4H)
b/b’ n.d. n.d. 8,03 8,05 8,19
(s, 4H) (dd, J=8,0,4,4 Hz, (dd,J=8,1,4,2Hz,
2H) 4H)
c/c’ 9,18 9,16 9,18 9,28 9,35
(s, 4H) (d,J=4,4, 2H) (d, J=4,2 Hz, 4H)
d n.d. n.d. 8,98
(s, 2H) - -
e n.d. n.d. 8,63
(d, J=9,2 - -
Hz, 2H)
f n.d. n.d. 8,45
(d, J=9,2 - -

Hz, 2H)
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BC  AgCHstu AgCltu AgNOtu AgNONtu (4) AgCNtu
1) 2) 3) ()
CH; 2163 - - - -
c1 n.d. 131,04 - 126,99 140,49
c2 n.d. 153,01 - 151,19 145,12
c3 n.d. 125,35 - 125,95 125,44
c4 n.d. 135,99 - 147,98 135,56
C5 n.d. 132,17 - 136,06 132,23
C6 n.d. 146,21 - 151,52 154,79
c7 n.d 141,03 - 153,73 126,60
c8 n.d. 127,04 - - 114,46
c9 n.d. 140,32 - - -
C10 n.d. 134,01 - - -
11 n.d. 127,69 - - -
12 n.d. 140,59 - - -
13 n.d. 141,82 - - -
C=S 179,59 179,39 - 180,11 178,79

t= tripleto; dd= duplo dubleto; d= dubleto; s= singleto; n.d.= n&o identificado.
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4.1.4. Anélise elementar e Condutividade molar

Pela técnica de andlise elementar, comparando os valores tedéricos e ex-
perimentais, com excec¢ao do complexo (4), foi possivel evidenciar a possivel forma-
cdo de complexos bimetalicos com duas tiouréias realizando pontes entre os dois ions
de prata (tabela 4.5). Vale destacar, que o RMN de proéton para os complexos (3) e (5)
indicam a formacao dessas formas diméricas, quando a razao entre as integrais dos
sinais dos hidrogénios equivalentes da fenantrolina e os hidrogénios da tiouréia foi
1:1. Ja os complexos (1) e (2) ndo apresentaram resolucao suficiente que permitisse
uma analise mais detalhada. Para o complexo (4) a estrutura monometélica [Ag(NON-
L4)(tu)2]NOsfoi observada. Novamente, destaca-se a concordancia com os dados ob-
tidos pela técnica de RMN de H.

Pela analise de condutividade molar, 0s compostos se apresentam como
eletrélitos. O solvente utilizado foi o DMF, pois dentre os solventes possiveis, esse
apresenta a melhor janela de andlise, 37-122 yScm?mol* em eletrélitos 1:1 e 90-192
Scm?mol™? em 2:174. Os dados obtidos mostram concordancias nas razdes eletroliti-
cas, para aqueles compostos que sédo dimeros 1-3 e 5, os valores de condutividades

molares estdo dentro das razdes 2:1 (2NOs :[Complexo]?*). Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Andlise elementar para os complexos de prata (I), seguidos de suas con-
dutividades em DMF.

Complexo C% exp H% exp N% exp (MScm2mol-
(teori.) (tedri.) (tedri.) h

[Ag2(CHs-L1)2(u-tu)2].2NO3 (1) 44,52 3,01 17,65 160,3
(44,29) (2,97) (18,08)

[Ag2(Cl-L2)2(p-tu)2]2NO3.3 H20 (2) 38,74 2,55 17,11 163,6
(38,70) (2,73) (16,63)

[Ag2(NO2-L3)2(u- 41,62 2,78 20,96 160,2
tu)2].2NO3.3CH3sCN (3) (42,93) (2,51) (19,31)

[Ag(NON-L4)(tu)2]NO3.2 H,0 (4) 30,59 2,42 23,21 114,4
(30,39) (2,87) (24,36)

[Ag2(CN-Ls)2(j-tu)2].2NO3 3H20 36,76 2,36 22,92 167,2

(5) (36,77) (2,36) (22,70)
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4.1.5. Descricao do cristal obtido para o complexo [Ag(CN-L5s)(tu)2]NOs (5)

Os cristais do complexo (5) foram obtidos por evaporagao espontéanea
do solvente utilizado no meio reacional. A cristalizacdo ocorreu com a formacao de
uma estrutura monometalica, contrastando com os dados espectroscopicos, analise
elementar e condutividade molar. No entanto, entende-se que as condi¢bes de obten-
cdo do po e dos cristais foram completamente diferentes, o que poderia justificar a
discrepancia entre os dados experimentais, algo que é comum na literatura*®, princi-
palmente envolvendo complexos de prata, que possuem essa versatilidade estrutural
acentuada.

A estrutura determinada mostra o ion prata em uma geometria tetraé-
drica distorcida, coordenada ao ligante quelato e duas tiouréias. Observa-se o ion ni-
trato atuando como contra ion, assim como ligagcdes de hidrogénios entre os oxigénios
do anion e os hidrogénios de um dos coligantes. (Fig. 4.20). Essa distor¢cao fica bas-
tante evidenciada nas distancias de ligacdes entre 0 metal e os respectivos ligantes,
onde nas ligacdes Ag-N tem-se distancias de 2,409 A e 2,436 A e Ag-S essas ainda
maiores com 2,638 A e 2,434 A. Os angulos também mostram isso, com tor¢ées de
68° entre N1A-Ag-N2A, 116° S1A-Ag-S2A, além de angulos entre metal e cada ligante
de 130° N2A-Ag-S2A e 95° N1A-Ag-S1A.

A tabela com os dados cristalograficos assim como a célula unitaria para

0 composto se encontra em apéndice (Tabela Al e Fig. A11, respectivamente).

Figura 4.20.Estrutura de monocristal do complexo 5.
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A tabela 4.6, resume os comprimentos de ligacdes e angulos de ligagbes
para o complexo.

Tabela 4.6. Angulos e distancias de ligacdes para o complexo [Ag(CN-Ls)(tu)2].NO3
(5).

ANGULOS (°)

N1A-Ag-N2A 68,28
S1A-Ag-S2A 116,54
N1A-Ag-S1A 94,66
N2A-Ag-S2A 130,01
DISTANCIA (A)
Ag-N1A 2,436
Ag-N2A 2,409
Ag-S1A 2,638
Ag-S2A 2,434

4.1.6. Proposta Estrutural

Diante do que foi exposto até o0 momento, passamos a assumir a forma-
cao tanto de complexos bimetélicos (1-3 e 5), quanto monometalico (4) (Fig. 4.21). Em
resumo, foram evidenciados pelas técnicas de Ressonéancia magnética de préton e
analise elementar uma grande concordancia do que ocorre em solucao e no estado
sélido (p6). Embora os espectros de RMN *H para os complexos (1) e (2) ndo apre-
sentem condi¢ces adequadas para a determinacéo das integrais dos sinais, a técnica
CHN demonstrou grande concordancia nos valores para compostos bimetélicos,
sendo o ligante tiouréia a ponte entre os dois centros. Ja para 0os compostos (3) e (5)
foi possivel a determinacédo das integrais dos sinais de hidrogénio, pela técnica de
RMN, como sendo de 1:1, assim como os dados de analise elementar que também
condizem para a formacéo de dimeros. Vale destacar que para o complexo (5), a di-
fracdo de raios X mostrou a formacao do monocomplexo, mas como discutido no item
anterior (4.1.5), a formacé&o pode estar ligada ao seu modo de obtencédo. Por fim, o
complexo (4) apresentou dados de RMN e CHN condizentes com a formacéo de com-
plexo mononuclear.

Partindo destas analises foram sugeridas as estruturas representadas
na Figura 4.21. Diante disso, as analises seguintes respeitaram as massas molecula-

res das estruturas propostas.
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Figura 4.21. Propostas estruturais dos complexos de prata, seguidos de suas respec-

tivas massas.

Formula: [Ag;(CHj-Lq)a(n—tu)o] (1) Férmula: [Ag,(Cl-Ly),(u—tu),] (2)
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Férmula: [Ago(NOo-L3)o(p—tu),] (3) Férmula: [Ag(NON-L,)(tu),] (4)
Massa molar: 1144 g/mol Massa molar: 597 g/mol
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Férmula: [Ag,(CN-L3)o(p—tu),] (5)
Massa molar: 1054 g/mol

4.1.7. Espectrometria eletrénica na regidao do UV-Visivel

Os espectros na regiao do ultravioleta visivel foram obtidos utilizando
solucdes de DMSO. Os espectros foram sobrepostos com seus respectivos ligantes
fenantrolinicos. Vale destacar que o coligante tiouréia absorve em regides de altas
energias’®, estando fora da janela estudada, tal como ocorre com o solvente.

Para todos os espectros observaram-se contribui¢cdes de bandas inteira-
mente dos ligantes policiclicos. Tais bandas sé@o de carater de transi¢des intraligante,
T—T1* em regibes de maiores energias entre 272-294 nm, e n — T* nas regides de
329-400 nm, entre os orbitais dos anéis aromaticos e os grupos substituintes. Fig.
42245—47_
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Figura 4.22. Transi¢cdes entre niveis energéticos possiveis em moléculas aromati-

cas’.
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Foi possivel observar um efeito hipercrébmico quando se compara o0s es-
pectros dos complexos com seus respectivos ligantes, Figuras 4.23-24. Este efeito
indica a formac&o dos complexos, uma vez que a presenca de espécies diméricas no
sistema acarretam um aumento de grupos cromoforos, destaca-se, 0 hipercromismo
nos espectros dos complexos (1), (2), (3) e (5). O mesmo efeito € pouco observado
no complexo (4).

Como o metal se trata de um ion d*°, ndo se espera transicdes do tipo
d-d, por conta do preenchimento total desses orbitais, transicdes do tipo metal ligante
sdo esperadas, mas as mesmas podem ter poucas contribuicdes frente as intensida-

des das bandas pertencentes aos ligantes aromaticos.
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Figura 4.23. Espectros UV-vis dos complexos sobrepostos com seus respectivos li-

gantes.
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Figura 4.24. Espectros UV-vis para o complexo (5), sobreposto

ligante.
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A tabela 4.7 apresenta a natureza das transi¢cdes dos ligantes e comple-
X0s, assim como os comprimentos de ondas dos picos maximos de absorc¢ao, conver-

tidos em absortividade molar representado por €:

Tabela 4.7. Principais bandas com suas absortividades molares dos ligante e comple-

X0s na regiao do UV-Vis.

Ligantes/Complexos  Transicdo (Comprimento de onda nm) € (L. cm™mol™* 103
CHs-L4/ m— 1" (273) 53/97
[Ag2(CHs-L1)2(p-tu)2] n—1r* (367) 13/23
n—TT* (386) 14 / 26
Cl-Ly/ T (271) 40/ 99
[Ag2(Cl-L1)2(p-tu)2] n—1r* (368) 9/ 25
n—TT* (388) 12/ 29
NO2-L3/ m— 1" (294) 26/75
[Ag2(NO2-L1)2(M-tu)2] n—1r* (375)11/30
n—Tr* (392) 9/ 26
NON-L/ T — 1 (285) 12/ 17
[Ag2(NON-L1)(tu)s] m— T (293) 12/ 18
n—Tr* (352) 6 /9
CN-Ls/ P — (267) 38/ 81
[Ag2(CN-Ls)z(p-tu)e] T—Tr* (309) 21 / 43
n—Tr* (352) 8 /17
n—Tr* (370) 7 /15




4.1.8. Estabilidade em solugdo dos complexos

DMSO, uma vez que € o solvente utilizado na solugcédo “mae” aplicada nos ensaios
biolégicos. Essa estabilidade pode ser aferida com o uso de técnicas usuais de labo-
ratério, por exemplo, a técnica de UV-Vis que é muito sensivel a qualquer mudanca
no sistema da molécula. Portanto, foram coletados espectros eletrdnicos em trés tem-
pos distintos, 0, 24 e 48 horas (Fig 4.25-26). Destaca-se que 48 horas € o tempo

maximo que os compostos ficam incubados com as linhagens celulares e biomolécu-

las.

Figura 4.25. Estabilidade via UV-Vis para os complexos (1), (2) e (3) em 0, 24 e 48

horas. Solvente: DMSO.
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Figura 4.26. Estabilidade via UV-Vis para os complexos (4) e (5) em 0, 24 e 48 horas.

Solvente: DMSO.
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De maneira geral, nestas condi¢cdes, nenhuma mudanca significativa

fora observada nos perfis das bandas nos espectros dos complexos, indicando uma

estabilidade frente ao solvente. No entanto, foi possivel observar pequenas alteracdes

nas regides de maiores energias, isso pode estar atrelado a interacdes entre solvente

e soluto, uma vez que ha a possibilidade de se estabelecer ligacdes de hidrogénio.

Adicionalmente, o complexo (5) foi submetido a analise de RMN de *H

em diferentes intervalos de tempo (Fig. 4.27), no intuito de averiguar se alguma mu-

danca no ambiente quimico dos hidrogénios ocorreria ap0s este periodo.
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Figura 4.7. Estabilidade em solucéo via RMN de 'H para o complexo (5). Solvente:
DMSO-de.
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No intervalo de tempo estudado, ndo se observou mudancas substanci-
ais nos sinais dos hidrogénios da molécula, indicando assim, que os complexos sao
estaveis em solucdo de DMSO. Mais uma vez, ocorreram pequenas mudancas envol-
vendo sinais referentes aos hidrogénios das tiouréias, como descrito, isso pode estar
vinculado a possiveis interacées com o solvente e até mesmo provindas do contra ion

nitrato em solucao.
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4.1.9. Coeficiente de particdo dos complexos

O coeficiente de particdo € uma medida amplamente utilizada no meio
farmacolégico que visa determinar se certas substancias tém propriedades lipofilicas,
ou seja, adentrar na célula por meio das membranas fosfolipidicas. Para isso utilizam-
se duas fases que simulam o meio biol6gico, e imisciveis entre si, sendo agua e n-
octanol as mais comuns.

O n-octanol € um solvente organico oleoso que justamente por conta das
suas propriedades quimicas com cadeias hidrofébicas e grupos hidrofilicos consegue
simular o que se ocorre in-situ’®.

A determinacéo do coeficiente de particdo é realizada com o auxilio da
técnica de UV-Vis, a concentragao na fase aquosa foi determinada pela diferenca ini-
cial e final da fase orgéanica e aplicando a equacéo 1, exposta na metodologia’®. Como
os valores se apresentam em uma faixa grande os dados sao expressos em funcao
logaritmica (log P).

A Figura 4.28, exp0e os resultados encontrados para a lipofilicidade de
cada complexo, os espectros assim como as regressodes lineares para os calculos séo

mostrados no apéndice.

Figura 4.28. Grafico em barras com valores de log P para os complexos.
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De maneira geral os complexos se demonstraram lipofilicos apresen-
tando valores positivos e préximos entre si. Tais valores podem permitir que os com-
plexos adentrarem nas células por meio das membranas fosfolipidicas’®. Para os com-
plexos bimetalicos (1-3), observa-se a influéncia dos substituintes presentes ao final
da estrutura aromatica, condizentes com a natureza desses grupos, sendo o complexo
(1) o mais lipofilico. O complexo (5) apresenta baixa lipofilicidade em decorréncia da
presenca de grupos nitrilas mais polares decorrentes do ligante heterociclico. O com-
posto (4), apresentou o maior coeficiente de particdo, 0,51, o que pode estar relacio-

nado a sua estrutura monometalica.
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5. Ensaios Biologicos e Interagdes com DNA.

5.1. Interagcdes dos complexos frente ao DNA

5.1.1. Determinacao de Kb por espectroscopia na regido do UV-Vis

O uso da técnica de UV-Vis é uma das mais utilizadas para se investigar
os tipos de interagdes que ocorrem entre a biomolécula de DNA e os compostos de
interesse.

Os efeitos nas bandas dos complexos quando se varia as concentragdes
do DNA podem indicar como esta ocorrendo as interagdes. Para um complexo inter-
calador esperam-se alguns efeitos: batocromismo (deslocamento para o vermelho)
ocorre por conta de uma estabilidade adquirida, apos a intercalacéo, provocando uma
diminuicdo na energia necessaria para as transi¢des 1; hipocromismo (diminuicéo da
intensidade das bandas), esse fendbmeno ocorre justamente por conta das transicoes
T para T (composto-DNA) serem limitadas, pois esses orbitais 11 ja estdo preenchidos
por elétrons e consequentemente diminui-se a probabilidade dessas transi¢cdes ocor-
rerem?377,

Além dos efeitos que os intercaladores podem provocar, outro parametro
bastante usado € o célculo da constante intrinseca de ligacdo (Kb), dado pela equacéo
de Benesi-Hildebrand’ (Eq. 3):

[DNA] _ [DNA] 1
eA—ef  eb—ef Kb (eb— &f)

Equacéo 3.

Onde:

[DNA] = concentracdo adicionada do DNA;
ea= Abs/[complexo]
&r= coeficiente de absortividade molar do complexo livre

&n= coeficiente de absortividade do complexo-DNA.

Assim por meio da razao entre os coeficientes angular e linear de um
grafico [DNA]/ (ea — &) versus [DNA] se tem a constante de Kb. A partir do valor obtido

€ possivel realizar uma associacao a algum tipo de interacao.
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Os espectros de UV-Vis com incrementos de DNA dos complexos 1-3
sdo mostrados na Fig. 4.29. Foi possivel observar pelo perfil dos espectros que 0s
complexos ndo demonstraram qualquer tipo de interacdo com a molécula de DNA,
nas condi¢des deste ensaio. As bandas acompanhadas foram em torno de 350-400
nm, que estéo relacionadas as transi¢ces pertencentes aos sistemas aromaticos, que
teoricamente sofreriam as maiores mudancas apds uma interacdo com o DNA, uma
vez que sdo justamente a porcdo da molécula com capacidade para intercalacao.
Possivelmente a extensao do ligante nestes complexos, por conta dos substituintes,
pode ter prejudicado a insercao da parte dos anéis fenantrolinicos, com maior densi-
dade eletronica T, entre as bases nitrogenadas. Uma vez que ndo se observou a in-

teracdo entre as moléculas, nao foi possivel calcular o valor de Kb.

Figura 4.29. Interagcdo com o DNA via UV-Vis para os complexos (1), (2) e (3), respec-

tivamente.
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Os espectros de UV-Vis com incremento de CT-DNA dos complexos (4)

e (5) sdo demonstrados nas Figuras 4.30-31, respectivamente.
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Figura 4.30. Interagdo com o DNA vis UV-Vis para o complexo (4) em concentracoes
fixas e variacdes crescentes da concentragdo de CT-DNA, regressao linear e célculo
de Kb.
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O complexo (4), (Fig. 4.30), mostrou ter interacdes frente ao DNA, a pri-
meira adicdo da solucdo da biomolécula a solugdo do complexo provocou uma dimi-
nuicao significativa na intensidade das bandas do complexo, isso pode estar atrelado
a alguma mudanca conformacional causada pela interacédo entre composto e o DNA.
No entanto, as adi¢des sucessivas de CT-DNA causaram um aumento na intensidade
das bandas, caracterizando um forte hipercromismo de 43 %, além de um desloca-
mento para o azul (hipsocromismo) de 4 nanémetros que esta dentro do erro exibido
pela técnica utilizada. Diante dessas mudancas algumas consideracdes podem ser
feitas: esses efeitos sdo caracteristicos de interagdes ao sulco menor do DNA, por
meio de interacdes de van der Walls e ligacdes de hidrogénio, que sao propicios em
anéis aromaticos com grupos furanos e pirrélicos’®, além do mais, efeitos eletrostati-
cos podem mudar a conformacdo das moléculas permitindo um aumento na intensi-
dade das bandas®. O valor de Kb, constante de interagdo, para a espécie complexo-
DNA formada, € um parametro importante para se determinar a forca de interacao

existente. O valor determinado para o complexo 4-DNA foi de 1,05x10%, indicando uma
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interacdo intermediéria quando comparada a um intercalador classico, brometo de eti-
dio, que apresenta uma constante na ordem de 1,40x10° 77,

Para o complexo (5) (Fig. 4.31), efeitos contrarios foram observados: hi-
pocromismo (diminuicdo da intensidade) de 11% que é a provindas das transi¢cées 1
referentes ao ligante poliaromatico no complexo, este efeito ocorre por conta da pro-
ximidade entre os orbitais do complexo com os orbitais da biomolécula. Um valor de
Kb= 7,66x10%, foi determinado, caracterizando a interacdo como moderada. Alguns
trabalhos encontrados na literatura com sistemas parecidos com o complexo (5) re-
portam efeitos hipocrémicos entre 18 a 45 % e constantes de ligacdes na ordem 103
a 10°, sendo considerados possiveis intercaladores frente ao DNA, com isso conclui-
se que o composto também exibe interagcdes com a biomolécula, sendo essas passi-
veis de interacdes eletrostaticas e intercalagcdes intermediarias.

A tabela 4.8, compara constantes de ligacdes (Kb) encontradas para
complexos ditos como intercaladores na literatura com 0os compostos aqui sintetiza-
dos, concluindo assim que os complexos (4) e (5) estdo dentro do espectro de intera-

¢Oes com o alvo desejado, assumindo uma forca de interagdo moderada com o DNA.

Figura 4.31. Interacdo com o DNA vis UV-Vis para o complexo (5) em concentracdes
fixas e vari-acOes crescentes da concentracdo de CT-DNA, regresséo linear e calculo
de Kb.
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Tabela 4.8. Comparacdo dos complexos (4) e (5) com outros anélogos na literatura
utilizando a técnica de interacdo com o CT-DNA via UV-Vis.

Composto Referén- Kb M* Deslocamento (nm)  Hiper* ou Hipo-
cias i (azul* ou vermelho) cromismo %
[Ag(NON-La)(tu),]*(4) - 1,05x10 4% 43*
Ag(CN-Ls)(tu)]*(5) - 7,66x10% 1 11
[Ag
dicgn Sastrie  1,70x10° 5 18
col.?®
[Pt(dicqn)(bipy)]?* Ufuke  8,20x10° 1 18
col.%*
[Mn(dicgn)(H20):NO3]* Sastrie  5,00x10° 6 24
col®
[Co(dicqn)(phen),]®* Sastrie  6,00x10° 3 28
col®
[Ni(dicgn)(phen)2]?* Sastrie  2,10x10* 5 35
col®
[Ru(dicqn)(phen),]?* Chene  3,30x10° 4 16
col®
[Ru(bpy)2(dpoq)]?* Bin Peng  6,05x10° 0 18
e col?*®
[Ru(phen).(dpoq)]* Bin Peng  7,22x10° 0 21
e col?*®
[Pd(phen)(tu),]?* Barra e 8,6x10* 2 45
col®®
[Ag(daf)(phen)]* Movahedi 3,37x10° - -
e col®
BET Afradie  1,40x10° - -
col®!

5.1.2. Dicroismo Circular (CD)

O dicroismo circular € uma técnica espectroscopica que tem ampla apli-
cacdo em estudos envolvendo interacdes com o DNA, através da técnica é possivel
identificar mudancas em uma estrutura molecular complexa, tais como: proteinas, po-
lipeptidios e o proprio DNA. Trata-se de um método bastante sensivel, de resposta
rapida e de baixo custo®.

O espectro do CT-DNA consiste em duas bandas, uma banda positiva
em torno de 277 nm e uma negativa em 243 nm, sendo a primeira devido aos empi-
Ihamentos das bases nitrogenadas da biomolécula e a segunda caracteristica da he-
licidade do DNA. Desta forma, qualquer interacdo que cause mudancas conformacio-
nais provinda de agentes externos refletiria em uma alteracao no perfil dessas bandas

no espectro.
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As Figuras 4.32-34 mostram os espectros de CD para o CT-DNA na pre-
senca de concentracdes crescentes dos complexos AgNOatu (3), AQNONtu (4) e Ag-
CNtu (5), respectivamente. Cada um destes compostos apresentou um padréo de in-
teracdo diferente com o DNA quando analisados os espectros de UV-Vis, sendo o
complexo (3) inativo, (4) possivelmente interage pelos sulcos e (5), foram observadas

caracteristicas de um intercalador moderado.

Figura 4.32. Espectro CD do CT-DNA em concentragdes crescentes do complexo (3).
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Figura 4.33. Espectro CD do CT-DNA em concentracdes crescentes do complexo (4).
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Figura 4.34. Espectro CD do CT-DNA em concentragdes crescentes do complexo (5).
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Os espectros acima mostram que nao houveram mudancas considera-
veis tanto na banda negativa como na positiva do CT-DNA, essas mudancas ocorrem,
geralmente, quando se tem interacdes/ligacdes fortes, intercalacéo ou ligacao cova-
lente. Segundo Rehman e colaboradores®?, quando ocorre pequenas mudancas ou
nenhuma, que é o caso apresentado pelos nossos complexos, se ocorrer interacao
ela deve ser do tipo eletrostatica ou nos sulcos.

Estes resultados demonstram a necessidade da realizacao de varias téc-
nicas para se determinar o tipo de interacdo que pode estar ocorrendo entre a molé-
cula de estudo e o DNA. Analisando os espectros das duas técnicas empregadas, em
conjunto, é possivel que ambos os compostos (4) e (5) estejam interagindo com a
molécula de DNA pelos sulcos, uma vez que nenhuma alteracéo foi observada no
espectro de CD e os valores de Kb sdo moderados. Outra possibilidade que pode
justificar a falta de interacdo nos espectros de CD esta relacionada com as condicdes

do experimento, sendo necessario testar outra faixa de razdo CT-DNA/compostos.
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5.1.3. Interagdo com o DNA via eletroforese em gel

A eletroforese em gel é uma técnica que tem por finalidade observar as
mudancas no deslocamento da(s) banda(s) do plasmideo superenovelado do DNA
apos a interacfes com os compostos de interesse. O plasmideo de DNA pode assumir
diferentes morfologias, e cada uma delas percorre uma distancia singular no gel de
agarose, dependendo de seu tamanho e formato, por exemplo: a banda pertencente
a forma superenovelada (do inglés supercoiled-SC) tem uma maior facilidade em per-
correr o gel, ou seja, uma migracdo maior por ser mais compacta em relacéo a forma
circular (Open circular-OC), que € a conformacao mais relaxada da biomolécula, essa

relaxacdo pode acontecer a partir de uma intercalagcéo ou ligacéo (Fig. 4.35).

Figura 4.35. Formas do plasmideo de DNA visto por microscopia e corrida eletrofore-
tica nas formas OC e SC#.
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A fim de se verificar se 0s compostos sdo capazes de provocarem mu-
dancas conformacionais no DNA, estes foram incubados com o plasmideo supereno-
velado em concentracdes de 1,10 e 100 uM. A Figura 4.36, apresenta os resultados
obtidos ap0s a corrida eletroforética. No gel, além dos compostos em diversas con-
centracdes, observa-se um controle negativo, que é constituido somente pelo DNA. A
Figura 4.37 apresenta o efeito da cisplatina, em diversas concentracfes, na confor-

macao plasmideal, sendo usado como controle positivo.
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Figura 4.36. Investigagéo de diferentes concentracdes dos complexos frente ao DNA
plasmidal pBR322. Controle negativo = DNA + DMSO.
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Figura 4.37. Investigacao de diferentes concentracdes da cisplatina frente ao DNA
plasmidal pBR322. Controle negativo = DNA + DMSO.
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Por se tratar de uma técnica menos sensivel que as técnicas espectros-
copicas, foi possivel determinar interagdes dos complexos com o DNA somente em
altas concentracdes (100 uM). Tais observacdes leva a duas possibilidades: interacédo
nos sulcos do DNA pode afetar o plasmideo de forma que o corante utilizado, brometo
de etidio, ndo marque a molécula danificada; a interacdo eletrostatica em altas con-
centracfes ndo permite que o plasmideo se movimente pelo gel, devido sua alta den-
sidade® 8>, No entanto, mais ensaios devem ser realizados para se determinar efeti-
vamente o tipo de interacdo, tais como viscosidade, teste de fluorescéncia de deslo-

camento do brometo de etidio e ensaio de competicdo com um agente (Hoechst
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33342) que interage no sulco menor. Por fim na Fig. 4.37, nota-se que a cisplatina a
1 uM comega a afetar a banda do DNA, e a 10 pM néo é possivel observar mais a
banda, proveniente de uma clivagem total do plasmideo, como relatado na litera-

tura2>:8s,

5.2. Determinacdo da atividade citotoxica.

Os ensaios citotoxicos foram realizados pelo método colorimétrico MTT.
A Tabela 4.9 exibe os valores de ICso (concentracdo minima necessaria para inibir
50% do crescimento celular) frente as linhagens MRC-5 (fibroblastos humanos de pul-
mao), A2780cis (carcinoma de ovario resistente a cisplatina) e DU-145 (cancer de
préstata) para os ligantes, complexos e a cisplatina.

Tabela 4.9. Valores de ICsp para ligantes e complexos.

Compostos ICs0 (UM)
MRC-5 A2780cis DU-145
CHs-L1 - >25 >25
Cl-L> >25 >25 >25
NO2-L3 >25 >25 >25
NON-L4 0,26+0,012 0,24+0,004 1,88+0,100
CN-Ls 6,25+0,431 4,08+0,157 9,71+0,264
[Ag2(CHs-L1)2(p-tu)2]2NO3 (1) - >25 >25
[Ag2(Cl-L2)2(p-tu)2]2NOs3 (2) - 11,740,531 >25
[Ag2(NO2-L3)2(u-tu)2]2NOs (3) 7,83+0,089 >50 13,9+1,20
[Ag(NON-L4)(tu)2]NOs (4) 0,55+0,014 0,40+0,02 0,250,010
[Ag2(CN-Ls)2(u-tu)2]2NOs (5) 3,47+0,06 4,880,121 6,36+0,218
Cisplatina®:®’ 11,84+1,19 13,2 +1,84 15,0+1,40

De modo geral os ligantes com substituintes: CH3s, Cl e NO2 mostraram
ser inativos ou considerados com baixa atividade frente a todas as linhagens celulares
testadas. Os ligantes NON-L4 e CN-Ls se apresentaram significativamente ativos, su-
perando os valores encontrados pela cisplatina frente a todas as linhagens testadas.

Para os complexos (2) e (3) a coordenacao do ligante ao centro metélico
foi responsavel por gerar um significativo aumento na atividade citotoxica em relagéo

aos ligantes livres. O complexo (1) ndo exibe atividades em nenhuma das células in-
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vestigadas. O complexo (2) apresentou atividade citotoxica frente a linhagem resis-
tente a cisplatina. Os resultados apresentados para o complexo (3) se destacam de-
vido ao maior ganho de atividade citotoxica quando comparado ao ligante livre.

Os complexos (4) e (5) acompanharam a atividade de seus respectivos
ligantes, apresentando valores significativamente mais baixos que a cisplatina, os va-
lores de ICso encontrados, indicam que neste caso, a coordenacao ao metal influen-
ciou de maneira mais efetiva a atividade frente a linhagem DU-145. Vale destacar que
estes dois complexos foram 0s que apresentaram intera¢cdes mais significativas com
a molécula do DNA. Contudo, somente parte da atividade citotoxica pode ser atribuida
a capacidade de interacdo com a biomolécula, visto que as constantes de interacao
apresentam valores moderados, e adicionalmente, o complexo (3), que ndo apresenta
nenhuma interacdo com o DNA, também se mostrou capaz de afetar a viabilidade
celular.

De fato, aideia de um unico alvo se torna cada vez menos provavel, uma
vez que muitos compostos de coordenacao se mostram capazes de interagir com di-
versas moléculas no ambiente biologico. Outra possivel concluséo a respeito dos da-
dos de viabilidade celular esta relacionada com a baixa especificidade destes com-
postos ja que atuam de forma indistinta em células tumorais e em células ndo tumo-
rais, também vale reforcar que essas nao sdo dos mesmos tecidos, sendo uma de
pulméo e duas tumorais, ovario e préstata. Face ao exposto, conclui-se que os com-
postos sintetizados apresentam caracteristicas estruturais interessantes que lhes con-

ferem significativos indices de inibicdo do crescimento celular.



78

6. Conclusdes

O trabalho permitiu chegar as seguintes conclusdes preliminares:

v Sintetizou-se cinco ligantes estendidos derivados da 1,10-fenantrolina e cinco
complexos inéditos de prata (l) de formula [Agn(R-Ln))2(M-tu)2](NO3)2, onde n = 1
ou 2, R-Ln = ligante fenantrolinico estendido com diaminas aroméaticas substitui-

das e tu = tiouréia;

v" Todos os compostos foram caracterizados pelas técnicas espectroscépicas na re-
gido do ultra violeta visivel e infravermelho, ressonancia magnética nuclear de H
e 13C{*H}, andlise elementar e condutividade molar. Esses dados experimentais
sugerem que os complexos (1), (2), (3) e (5) foram obtidos na forma de dimeros,
com os ligantes tiouréias em ponte, enquanto, o complexo (4) foi isolado na forma

monometalica;

v Para o complexo [Ag(CN-Ls)(tu)2]NO3 foi possivel determinar sua estrutura a partir
da obtencéo de monocristais aptos para a difragcdo. O complexo apresenta em uma
geometria tetraédrica distorcida ao redor do centro metalico, sendo seus sitios de
coordenacao ocupados por um ligante fenatrélinico coordenado de maneira biden-
tada e duas moléculas de tiouréias. Confirmando sua natureza eletrolitica, obser-
Vou-se a presenca do contra ion nitrato. Estes dados contrastam-se com os dados
espectroscopicos, no entanto, acredita-se que as diferentes condi¢cdes de obten-
¢cao dos solidos, po e cristais, foram responsaveis por esta dualidade, comum em

complexos de prata.

v' Os complexos mostraram estabilidade em solucées de DMSO. Todos exibiram li-
pofilicidades positivas, mostrando terem capacidade de permear a membrana ce-

lular;

v' Somente os complexos (4) e (5) demonstraram ter interaces com o CT-DNA via
UV-Vis, com constantes de ligacdes (Kb) de 10* e 10°, respectivamente, caracte-

rizadas como intera¢gBes de moderadas a fortes com o DNA. Via dicroismo circular,
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foi possivel constatar que os complexos ndo demonstraram afetar de forma signi-
ficativa as bandas monitoradas, indicando assim uma possivel interacao eletrosta-
tica ou via sulcos do DNA. No entanto, outros tipos de testes devem ser realizados
para provar tal hipétese.

Os complexos [Ag(NON-L4)(tu)2]NO3 (4) e [Ag2(CN-Ls)2(M-tu)2] (NO3), (5) mostra-
ram altas atividades citotdxicas provindas da bioatividade dos ligantes planares,
trata-se de complexos com potenciais acdes inibitérias de crescimento celular. Pro-
vavelmente o DNA ndo é o Unico alvo destes complexos, sendo necessaria uma

investigacdo mais profunda sobre o modo de agcao destes compostos.

Confrontando o objetivo principal com os resultados obtidos, pode-se constatar
gue o arcabouco molecular projetado se mostrou de grande interesse, uma vez
gue a viabilidade celular foi reduzida em 50% a partir de baixas concentracdes, em
alguns casos na faixa de nano molar. Indicando que estas caracteristicas estrutu-
rais sdo promissoras no desenvolvimento de novos compostos de Ag (I) como
agentes anticancer. No entanto, no que diz respeito a interacdo com o DNA, cons-
tatou-se que nem todos os complexos foram capazes de afetar a conformacéo da
biomolécula, sugerindo que os ligantes fenantrolinicos estendidos atuam de forma
distinta entre si, e que possivelmente a citotoxicidade dos complexos provém de

varios alvos.

Se faz necessario o uso de outras técnicas de caracterizacfes para comprovar as

estruturas propostas, tais como: massas de alta resolucédo; RMN de °“Ag; DOSY.

Para confirmar o modo de interacdo desses complexos frente a biomolécula de
DNA, experimentos adicionais de viscosidade, deslocamento de brometo de etidio

e competicdo com Hoechst devem ser realizados.
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8. Apéndices

Figura Al. Espectro de RMN de 'H para o ligante 1,10-fenantrolina-5,6-diona. Sol-
vente: CDCls.
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Figura A2. Espectro de RMN de *C{*H} para o complexo [Ag(CHs-L1)(tu)] (1).Solvente:
DMSO-de.
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Figura A3. Espectro de RMN de *C{*H} para o complexo [Ag(CI-L2)(tu)] (1).Solvente:
DMSO-ds.
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Figura A4. Espectro de RMN de 'H para o ligante tiouréia (tu). Solvente: DMSO-ds.
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Figura A5. Espectro de RMN de *C{*H} para o ligante tiouréia (tu). Solvente: DMSO-
de
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Figura A6. Espectros e regressao linear para o teste de lipofilicidade do complexo

[AQ(CHs-L1)(tu)] (2).
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Figura A7. Espectros e regresséo linear para o teste de lipofilicidade do complexo
[Ag(CI-L2)(tu)] (2).
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Figura A8. Espectros e regressao linear para o teste de lipofilicidade do complexo
[Ag(NO2-L3z)(tu)] (3).
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Figura A9. Espectros e regressao linear para o teste de lipofilicidade do complexo
[Ag(NON-L4)(tu)2] (4).
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Figura A10. Espectros e regressao linear para o teste de lipofilicidade do complexo

[Ag(CN-Ls)(tu)2]NO3 (5).
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Tabela A.1. Dados de difracdo para o complexo [Ag(CN-Ls)(tu)2]NO3(5).

[Ag(CN-Ls)(tu)2]NO3

Formula empirica
Peso molecular
Sistema cristalino
Grupo espacial
Dimensfes da cela unitaria

VolumeA?3
Z
Densidade calculadag/cm?®
Coeficiente de absor¢dou/mm-!
F (000)

Tamanho do cristalmm?
Alcance de 0 para coleta
Alcance dos indices
Reflexbes coletadas
Reflexdes independentes

'Meétodo de refinamento
Indices R final [I>=20 (1)]
Final R indexes [all data]

C104Hs8AQ2N4806S4
2419.940
triclinico
P-1
a/A 10.9479(5) b/A 20.2628(8)
c/A 25.863(1) a/° 70.040(4)
B/° 85.751(3) y/° 75.574(4)

5222.3(4)
2
1.539
0.537
2446.3
0.433 x 0.24 x 0.145
5.1to 54°
-17<h<17,-31<k<31,-41<1<40
100596
22740 [Rin; = 0.0438, Rsigma = 0.0734]
Matriz dos minimos quadrado em F2
R1 =0.0569, wR2 = 0.1280
R1 =0.1017, wR2 = 0.1656

Figura A11. Célula unitaria para o complexo [Ag(CN-Ls)(tu)2]NOs e ligantes livres pre-

sentes no modo de cristalizacao.




