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RESUMO

SINTESE DE COMPLEXOS DE Mg(Il), ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E

CITOTOXICA: O objetivo deste trabalho foi sintetizar complexos de magnésio
contendo produtos naturais que apresentem atividade antioxidante para atuarem
no setor de cosméticos. Para isso foram sintetizados e caracterizados trés
complexos metalicos do tipo [Mg(phen),PN]*, em que phen representa 1,10-
fenantrolina e PN sdo os produtos naturais: acido cafeico (caf), acido cindmico
(cin) e &cido 4-dimetilamino cindmico (dmaca). As caracterizacdes dos ligantes
e complexos foram realizadas por espectrometria de massas por injecao de
elétrons e pelas técnicas espectroscopicas UV-Vis, IV e RMN de H. A
atividade antioxidante dos compostos foi investigada em relacéo a transferéncia
de elétrons e de atomo de hidrogénio usando o radical livre (DPPH). Nestes
experimentos, somente o acido cafeico livre e seu complexo [Mg(phen),(caf)]*
apresentaram atividade antioxidante em relacdo ao DPPH. Um ensaio indireto
para determinacdo da capacidade da superoxido dismutase (SOD) de inibir as
reacdes induzidas pelo anion radicalar superéxido foi realizado. Pelo método de
reducéo da riboflavina na presenca de metionina e induzida pela irradiacdo com
luz de 420 nm, avaliou-se a capacidade antioxidante dos complexos em relacéo
ao radical superoxido. Neste estudo observou-se atividade antioxidante para os
compostos fenolicos acido cafeico (caf) e acido 4-dimetilamino cinamico
(dmaca), bem como para seus respectivos complexos [Mg(phen),(caf)]” e
[Mg(phen).(dmaca)]*, sendo que os maiores percentuais de inibicdo do O;~
foram observados nos complexos. A atividade antioxidante em relagdo ao
oxigénio singleto (*O, ) foi realizado utilizando a técnica de ressonancia
paramagnética (EPR). Para o complexo [Mg(phen),(caf)]* o valor de ICs foi de
5,0 ug mL* e para o [Mg(phen),(dmaca)]* o valor de ICs, foi de 7,5 pg mL™.
Os complexos néo inibiram a atividade da enzima acetilcolinesterase. Ensaios
MTT para estimar a citotoxicidade dos complexos em células de melanoma
humano A375 indicaram valores e 1Csy ao redor 6 uM para os trés complexos
estudados.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF Mg(ll) COMPLEXES, ANTIOXIDANT AND
CYTOTOXIC ACTIVITY : The objective of this work was to develop metal
complexes containing natural products that have antioxidant activity to be
applied in the cosmetics sector. For that, 3 [Mg(phen),PN]" metal complexes
were synthesized and characterized, where phen = 1,10-phenanthroline and PN
are the natural products: caffeic acid (caf), cinnamic (cin) and cinnamic 4-
dimethylamino acid (dmaca). The characterizations of ligands and complexes
were carried out by electron injection mass spectrometry, UV-Vis, infrared, and
'H NMR spectroscopic techniques. The antioxidant activity of the compounds
was investigated in relation to electron and hydrogen atom transfer using the
free radical DPPH. In these experiments, only free caffeic acid and its
[Mg(phen),(caf)]* complex showed antioxidant activity in relation to DPPH.
An indirect test to determine the ability of superoxide dismutase (SOD) to
inhibit the reactions induced by the superoxide radical anion was performed.
Using the riboflavin reduction method in the presence of methionine and
induced by 420 nm light irradiation, the antioxidant capacity of the complexes
in relation to the superoxide radical was evaluated. In this study, antioxidant
activity was observed for the phenolic compounds caffeic acid (caf) and
cinnamic 4-dimethylamino acid (dmaca), as well as for their respective
[Mg(phen),(caf)]* and [Mg(phen),(dmaca)]® complexes, with the highest
inhibition percentages of O, were observed for the complexes. The antioxidant
activity in relation to singlet oxygen (*O,) was performed using the
paramagnetic resonance (EPR) technique. For the [Mg (phen),(caf)]" complex
the 1Cso value was 5.0 ng mL* and for the [Mg(phen),(dmaca)]* the ICs value
was 7.5 ug mL*. The complexes did not inhibit the activity of the enzyme
acetylcholinesterase. MTT assays to estimate the cytotoxicity of complexes in
A375 human melanoma cells indicated I1Csy around 6 uM for the 3 complexes
studied.
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento da pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, consistindo em varias camadas,
incluindo a epiderme e a derme. Essas camadas formam uma barreira protetora
contra as condi¢bes ambientais, como calor, infeccdo, atividade oxidativa e

perda de agual.

Mesmo assim, a pele sofre os efeitos do envelhecimento que €
considerado um processo complexo, e varias propostas surgiram para ajudar a
explica-lo>. Por exemplo, enquanto o envelhecimento cronolégico é
predeterminado pelas pre-disposicbes fisiolégicos do individuo, o
fotoenvelhecimento depende principalmente do nivel de exposicao a luz solar e
a quantidade de melanina na pele. Individuos que tém historico de exposicao a
luz solar intensa, ou seja, que vivem em areas geograficas ensolaradas e tem
pele clara estdo mais expostos a radiacdo ultravioleta (UVR) e,

consequentemente, a um fotoenvelhecimento grave®,

Os sinais clinicos do fotoenvelhecimento incluem rugas, pigmentacao
(hipo- ou hiper-pigmentacéo), pele aspera, perda do tom da pele, secura, sulcos
profundos, atrofia grave, lesdes pré-cancerosas, cancer de pele e melanoma®*. O
melanoma é um tipo de cancer de pele, derivado de células melanociticas, mas
que pode acometer outros locais do corpo como mucosas e visceras. A pele de
qualquer parte do corpo pode apresentar o desenvolvimento do melanoma,
como palmas das méos, unhas e sola dos pés. Entretanto, o0 melanoma é mais
comum no tronco (especialmente nos homens), nas pernas (especialmente nas
mulheres), no pescoco e no rosto, locais onde mais sofrem as consequéncias

da radiacdo solar®®. Apesar de representar apenas 4 % dos casos de cancer de



pele, o melanoma é responsavel por cerca de 90 % das mortes relacionadas ao
cancer de pele. Isso porque o melanoma € um cancer agressivo que tende a se
espalhar rapidamente para outras partes do corpo em um processo chamado
metastase. No entanto, se descoberto em estagio inicial, 0 melanoma é quase

sempre curavel.

O sol ¢é a principal fonte de radiacdo ultravioleta (UVR) e o principal
contribuinte para o fotoenvelhecimento. A radiacdo UVC (100 a 290 nm) é
praticamente absorvida pela camada de 0zbnio e ndo afeta a pele. UVB (290 a
320 nm) afeta a camada superficial da pele (epiderme) e provoca queimaduras
solares. E a mais intensa entre as 10 h e as 14 h, durante o verdo, e contabiliza
por volta de 70 % da dose cumulativa média anual de UVB de uma pessoa. Para
causar o mesmo nivel de danos a pele sdo necessarios um maior numero de
foétons UVA (320 a 400 nm) que de UVB visto que sd0 menos energéticos, mas

sdo0 mais penetrantes’.

A exposicdo dos individuos a radiacdo UV ambiental e artificial
aumentou significativamente nos altimos 50 anos. Isto por causa do aumento
da energia solar UV como consequéncia da destruicdo do 0z6nio estratosfeérico,
pouco uso de protetores solares, atividades de lazer ao ar livre e ao aumento da

expectativa de vida nos paises industrializados.

Entre estes muitos estudos, a teoria das manifestacdes celulares do
envelhecimento propde que as espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas nas
células sdo os responsaveis pelo envelhecimento®. Isto pode ocorrer por
exemplo pela absorcéo de luz UV pela epiderme®. Os mecanismos moleculares
do efeito prejudicial da radiacdo I\VVA na pele séo atribuidos a inducdo da matriz



de metalloproteinase 1, bem como para geracao de espécies reativas de oxigénio
(ERO).

As ERO sao subprodutos da respiracdo aerdébica que estdo envolvidos na
modificacdo de multiplas reacOes celulares. Elas também s&o produzidas pelas
respostas celulares a inflamacao, privacédo de nutrientes, radiacao ionizante, luz

ultravioleta (UV), hipdxia e exposi¢cdo a metais pesados e oxidantes.

As células estdo preparadas para lidar com as ERO com um nimero
substancial de antioxidantes (por exemplo, vitamina C, vitamina E, glutationa
reduzida e carotendides), bem como com o sistema de defesa antioxidante
natural que inclui superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa

peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR)™.

A geracéo excessiva de ERO pode causar morte celular por apoptose ou
necrose. Esses processos levam a alteragfes celulares que sdo observadas
durante a diferenciacdo, envelhecimento e transformacdo maligna além de

dificultar a regeneracéo celular nos casos de feridas e cortes nos tecidos!*3,

Durante essas alteracdes, ERO e radicais livres influenciam a expressdo de
varios genes e vias de transducdo de sinal. Os efeitos mais significativos sao
observados na proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK)/proteina
ativadora-1 (AP-1)!* e vias de sinalizagdo de ativacdo de metaloproteinase de
matriz (MMP)*,

1.2 Espécies reativas do Oxigénio

Energia € essencial para a manutencdo da vida, por esse motivo, durante
0 processo evolutivo os organismos vivos, a fim de sobreviverem em uma

atmosfera rica em oxigénio, desenvolveram ceélulas especificas capazes de



4

produzir energia quimica pelo consumo de oxigénio atmosférico. Esse processo
aumentou significativamente o rendimento energético permitindo a reproducao
e propiciando a evolucédo das espécies'®!’. O elo essencial entre as vias de
producédo e consumo de energia nos organismos aerobicos € o nucleotideo

trifosforilado adenosina 5’-trifosfato, ATPY’.

Na respiracdo, o oxigénio € consumido junto com os substratos
metabdlicos, enquanto o ATP, agua e CO, sdo produzidos. Esse processo que
ocorre na etapa final da cadeia respiratoria mitocondrial, envolve a reducéo do
oxigénio por 4 elétrons para a formacdo da dgua. O oxigénio com dois elétrons
desemparelhados e de spins iguais, para ser reduzido necessita receber seus
elétrons um a um?*-22, Essa reducéo é realizada pela enzima citocromo c oxidase,
e envolve 4 etapas de 1 e com a formacéo sequencial das 3 espécies reativas do
oxigénio: anion superoxido (O;"), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical
hidroxila livre (OH"), FIGURA 1. Embora o processo oxidativo nas células
geralmente resulte na reducdo quase que simultanea do oxigénio por 4 e-, sem
a liberacao de intermediarios, a formacao de ERO’s ¢ inevitavel, principalmente
em decorréncia do vazamento de elétrons da cadeia respiratdria e reacdo com o
oxigénio. Vale ressaltar que o interior de uma celula € um ambiente redutor, e
muitas das componentes celulares sdo capazes de reagir diretamente com o
oxigénio competindo com as enzimas que controlam e direcionam as reacgoes
beneficas do oxigénio. Estima-se que de 2 % a 5 % do oxigénio metabolizado
nas mitocondrias sdo desviados para outra via metabolica, e reduzidos por 1 e
formando o radical superdxido. Iniciando assim, a formacdo das espécies

reativas do oxigénio®617:23-31,



;e- e + 2H* e + H*
O,) 02- g—‘ H202 L‘ OH' + H20
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FIGURA 1: Etapas de um elétron na reducéo do oxigénio, levando a formacéo
das espécies reativas do oxigénio: superoxido, peroxido de hidrogénio e radical

hidroxila.

Como os radicais livres sdo espécies extremamente instaveis, eles podem
atacar alvos celulares diversos para serem estabilizados. A consequéncia disso
é a oxidacéo dos fosfolipidios de membranas celulares e sub-celulares, DNA e
proteinas que prejudicam o metabolismo intracelular e provocam a morte

celulart®-2,

Entre as espécies reativas do oxigénio, o radical hidroxila & o que causa
maior dano celular, uma vez que pode reagir com o carbono alfa de qualquer
aminoacido, danificando as fungdes biologicas de qualquer molécula na sua

vizinhanca incluindo DNA, proteinas e lipideos!8-2232-34,

O radical hidroxila é produzido por pelo menos quatro mecanismos in
vivo: fisséo da agua por radiacédo ionizante; reducdo do peroxido de hidrogénio
por fons metalicos reduzidos (Fe?*, Cu*) nas reacdes de Fenton; reacdo do
hipoclorito (HOCI) com oxigénio e pela decomposicdo do peroxonitrito
(-OONO)18-22,32-34_



O radical superéxido ¢ uma molécula hidrofilica. Por isso, para passar
pela membrana celular depende das células eritrociticas e tromboticas. Esse
radical é capaz de reduzir ions metalicos oxidados no interior da célula,
promovendo a reacdo de Fenton. Apesar de ndo ser muito reativo, pode
difundir-se no meio bioldgico antes de encontrar seu alvo critico. Isso faz com
que os danos potenciais causados por este radical no meio bioldgico tenham a

mesma extensdo prevista para o radical hidroxila.

O peroxido de hidrogénio ndo é um radical livre mas € convertido pelas
reacdes de Fenton ou de Haber-Weiss no radical hidroxila na presenca de Fe?*

ou de Cu*, que sdo abundantes nas células, equacdes 1, 2 e 318223234
Reacdo de Fenton:

Fe?* + H,0, — Fe®* + OH" + OH- 1

Fe3* + O — Fe?* + 0, 2
Reacdo de Haber-Weiss:

Oz + H,0;, — (H")— O, + H,0 + OHe 3
1.3 Sistemas de Defesa Antioxidante

Apesar dos efeitos deletérios do oxigénio, a vida aerdbica tornou-se
possivel gracas as adaptacdes biologicas durante o processo evolutivo. Essas
adaptac0es levaram ao desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante
contra a toxicidade do oxigénio no interior das células®®*®. Tais mecanismos séo
divididos em duas grandes classes: (1) enzimaticos e (2) ndo enzimaticos. Os
dois sistemas atuam no sentido de impedir os efeitos deletérios causados pelas

especies reativas do oxigénio nas células. O sistema de defesa enzimatico tanto



celular como de tecido é constituido pelas enzimas: superoxido dismutase Mn-
SOD; Cu/Zn-SOD e EC-SOD (extra-celular); glutationa peroxidase (GPX)/

glutationa redutase (GR) e catalase (CAT). A func¢éo da enzima SOD é diminuir

0s niveis de superoxido nas células, enquanto as enzimas catalase e peroxidase

fazem o mesmo com o perdxido de hidrogénio, FIGURA 2(b) e (c).

NADPH \

citocromo b / NADP*

W/

0,-0; = HIOZ
;0

(a)

BACTERIA

1*5

OHe
b Glutationa
= i H20: H.0 peroxidase 1.0 (c)
¢ - %
2H* 0, I Fe? Q 2Y2 r\ 2
02 speroma H202 o 5 2H20 + 0, 2GSH  GSSG
atalase "
dismutase \J s NADPH + H

FIGURA 2: Explosdo respiratério (ou burst respiratorio) em fagocitos (a).

Remocdao catalitica de ERO's pelas enzimas antioxidantes (b) e (c).

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico é constituido por

moléculas pequenas que atuam na detoxificagdo das ERO’s, dando seus elétrons

e/ou protons para as moléculas dos radicais livres formados, sem, no entanto,

transformarem-se em radicais reativos®’. Entre elas encontram-se as vitaminas

A (B-caroteno), E (a-tocoferol) e C (&cido ascorbico) e de forma muito

importante polifendis e a glutationa (GSH).




As vitaminas atuam de forma conjunta e em diferentes regides
intracelulares com caracteristicas lipossoluveis. As vitaminas A e E estdo
localizadas no interior das membranas celulares, enquanto a vitamina C por ser
hidrossolivel atua no citosol, participando também na re-oxidacdo das

vitaminas lipossollveis®’.
1.4 Estresse Oxidativo

Estresse oxidativo é um desequilibrio entre a producéo e a eliminacao das
especies reativas de oxigénio, podendo ocorrer tanto pelo aumento na formacéo
destas espécies, quanto pela queda na capacidade antioxidante celular®®. Esse
processo oxidativo pode levar a perda das funcdes celulares. Para a protecdo da

celula, ocorre um aumento na producéo de antioxidantes naturais dela.

Apesar das defesas antioxidantes endogenas serem eficientes, ndo sao
infaliveis, e constantemente ha formacéo de espécies reativas de oxigénio, bem
como de nitrogénio que interagem em diferentes niveis com o ambiente celular

antes de serem eliminadas.
1.5 Antioxidantes e Fotoenvelhecimento

Recentemente, extratos vegetais, residuos agronémicos e culturas de
celulas vegetais vem sendo utilizados em cosméticos. Varios estudos
demonstram que os recursos bioldgicos (por exemplo, frutas e legumes) podem
efetivamente reduzir os riscos de doencas de pele. Curiosamente, inimeros
estudos tém se concentrado nos efeitos dérmicos benéficos dos recursos
vegetais da dieta, devido as suas atividades antioxidantes e anti-inflamatorias

na pele®>4%,



As frutas citricas sdo uma das frutas mais populares e amplamente
utilizadas para barras de frutas, sucos, tortas, sorvetes e geléias em todo o
mundo, pois podem ser uma excelente fonte alimentar de substancias benéficas.
Além de conter muitos nutrientes e possuir um teor de gordura muito baixo.
Especificamente, os acidos organicos das frutas citricas, como o acido citrico e
acido malico sdo facilmente metabolizados e séo componentes-chave de muitas

vias metabdlicas em humanos.

Recentemente, extratos vegetais, residuos agronémicos e culturas de

células vegetais vem sendo utilizados em cosméticos**-43,

Diversos estudos demonstraram que frutas citricas, frutas citricas extratos
e flavondides citricos tém um efeito preventivo sobre a geracdo de ERO,

inflamacéo incidéncia de cancer e véarias doengas cronicas*-4,

Evidéncias recentes indicam que substancias presentes no cha verde, em
berries (em particular mirtilo e blueberries) e em vinho tinto podem também

proteger contra os danos oxidativos causados pelas ERO*"48,

Apesar da importancia de muitos produtos naturais no estresse oxidativo
ser reconhecida, a atividade in vivo desses compostos € dificil de ser
demonstrada em decorréncia da baixa biodisponibilidade e acumulo na regido
gastrointestinal*®>, Isso por sua vez, é em grande parte consequéncia da sua

elevada susceptibilidade para modificacbes metabdlicas.
1.6 Fotoprotetores

Para prevenir as alteracGes danosas do DNA, surgimento de cancer e
envelhecimento da pele, a protecdo contra a radiacdo solar é essencial,

especialmente nas pessoas mais expostas a luz solar. Essa prevencéo inclui a
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diminuicdo da exposicao ao sol (sempre que possivel), uso de roupa adequada
e utilizacéo de filtros solares. Um protetor solar deve ter um amplo espectro de
acdo contra a radiacdo UV, abosrvendo em varias regides — tais como UVA e
UVB®2.

Os organismos vivos contém varios cromaéforos, ou seja, as substancias
que tem capacidade de absorver a energia da luz UV, como acidos nucléicos,
proteinas e outras moléculas especificas para esta defesa, como melanina, nos
humanos. No caso das plantas, os compostos fendlicos, acidos fendlicos e
flavonoides, que inspiram a obtencdo dos filtros solares sintéticos. A maioria
destes compostos, absorvem a luz entre comprimento de onda 280 a 320 nm e,

por causa disso, sdo atenuadores de UVB®23,

As pesquisas de novas moléculas fotoestavies para utilizagdo em
protetores solares ainda séo extensivamente realizadas, sendo que atualmente
se destaca um interesse crescente para o desenvolvimento de filtros baseados
em produtos naturais. A escolha de novos ativos envolve principalmente a
capacidade de absorcdo da luz UV pelos cromoforos de cada molécula,
associada a possivel atividade antioxidante. E diversos produtos naturais tem
sido relatado como potenciais agentes com atividades antioxidantes como por
exemplo, os compostos fenodlicos, os derivados do é&cido caféico, acido

cindmico, lignanas e flavondides®.
1.7 Quimica do magnesio

O magnésio € um elemento essencial no sistema biologico; participando
do metabolismo de carboidratos e lipideos. E também um cofator essencial de
muitas enzimas envolvidas na sintese do ATP, o que o coloca numa relacdo

direta com o estresse oxidativo. Por exemplo, estudos in vivo com cobaias
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demonstraram que a presenca de Mg evita a producgédo de radicais livres de
oxigénio no cérebro e inibem os efeitos de superdxido nas células de utero
humano. Além disso, os complexos de Mg (Il) sdo bons modelos para o
desenvolvimento de carreadores de compostos fenolicos uma vez que este ion
metalico reage com facilidade com ligantes doadores de O e N produzindo
compostos estaveis e que podem levar a um composto soltuvel em agua. O ion
Mg (1) com 8 elétrons na camada de valéncia externa € um ion metalico estavel.
Isto impede sua participacdo direta em reacOes redox que podem levar a
formacéo das espécies reativas do oxigénio como ocorre com 0s ions de metais
de transicdo Fe, Cu, V, Co, os quais em geral atuam tanto como antioxidantes,
quanto pré-oxidantes®->’,

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando no desenvolvimento de
complexos metélicos coordenados a moléculas bioativas com interesse no
tratamento de doencas neurodegenerativas?®>1%861 Por exemplo o complexo
cis-[Mg(phen)(hesp).], preparado no nosso laboratério, apresenta propriedades
fisico-quimicas, e biologicas que os colocam como potenciais candidatos a
aplicacdo terapéutica®®!. Estudos preliminares da atividade sequestradora do
radical superdéxido (ICso = 68,3 umol L*a pH 7,8) levaram a um resultado
superior a hesperidina livre (ICso =116,68 pmol L) e vitamina C (ICsp = 852
umol L1).

Nossos resultados demonstram também, que componentes estruturais
especificas sdo fundamentais para uma melhor atividade antioxidante. Vale
ressaltar que a escolha do centro metalico para a coordenacdo do flavonoide é

também essencial para uma melhora na atividade bioldgica.
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Estes resultados nos motivaram a dar continuidade a estes estudos
fazendo uma avaliagdo mais intensiva das propriedades antioxidantes destes

complexos visando o setor de cosméticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar complexos de magnésio contendo produtos naturais que

apresentem atividade antioxidante para atuarem no setor de cosméticos.
2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar os complexos [Mg(phen),(caf)]*, [Mg(phen).(cin)]* e
[Mg(phen)z(dmaca)]* ;

e Caracterizar os complexos obtidos pelas técnicas de 1V, UV-Vis,
RMN IH;

e Avaliar a estabilidade dos complexos em solugéo aquosa;
e Avaliar a capacidade antioxidante dos complexos;

e Avaliar a citotoxicidade dos complexos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Os compostos 1,10-fenantrolina (phen), nitrato de magnésio hexa
hidratado (Mg(NO3),.6H,0), acido cafeico, acido cinamico e é&cido 4-
dimetilamino cindmico de procedéncia Sigma-Aldrich, foram utilizados como
reagentes nas sinteses dos complexos. O preparo das solucdes tampdes foram
utilizados acido fosforico (H3sPO,), fosfato de potassio monobasico (KH,PQOy,),
fosfato de potassio dibasico (K;HPQO,) e fosfato de potassio tribasico (K3PO,),

todos de procedéncia Sigma-Aldrich.

Os compostos 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), L-metionina,
riboflavina e nitroazul tetrazolio (NBT) foram utilizados na avaliacdo da

capacidade antioxidante.

Os solventes organicos usados sdo de grau de pureza HPLC e as solugdes

aquosas foram preparadas com agua Milli-Q.
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3.2 Preparacdo dos complexos

3.2.1 Sintese do complexo [Mg(phen)z(caf)]*

As sinteses dos complexos foram realizadas de maneira similar ao
procedimento descrito na literatura*®2. A um baldo de 3 bocas de 100 mL
adicionou-se Mg(NOs3),.6H,0 (513 mg, 2,0 mmol), 1,10-fenantrolina (378 mg,
2,1 mmol), &cido cafeico (378 mg, 2,1 mmol) e 2,1 mmol de trietilamina (TEA)
foram solubilizados em 15 mL de metanol utilizado para solubilizar os
reagentes, foi previamente desaerado em atmosfera inerte de nitrogénio por 10
minutos, afim de evitar algum tipo de oxidacdo em atmosfera de oxigénio. A
mistura reacional foi mantida em refluxo por duas horas sob atmosfera de
nitrogénio, agitacdo constante e auséncia de luz. Apos esse periodo, deixou-se
em repouso até atingir a temperatura ambiente (25 + 1 °C). Filtrou-se e
rotaevaporou-se o liquido até um volume de 3 mL. Em seguida, adicionou-se
10 mL de agua gelada e colocou-se no congelador por aproximadamente 20
minutos a fim de se obter a maior quantidade possivel do precipitado. Por fim,

filtrou-se a vacuo o solido, obtendo-se 0,765 g do complexo.

3.2.2 Sintese do complexo [Mg(phen).(cin)]*

O complexo foi preparado utilizando Mg(NO3),.6H,0 (1,026 g, 4 mmol),
1,10-fenantrolina (756 mg, 4,2 mmol), acido cindmico (622 mg, 4,2 mmol) e
4,2 mmol de trietilamina (TEA), solubilizados em 15 mL de metanol
previamente desaerado. A mistura reacional foi mantida sob refluxo por duas
horas sob atmosfera de nitrogénio, agitacdo constante e auséncia de luz. Apés

esse periodo, deixou-se resfriando até atingir a temperatura ambiente (25 = 1
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°C). Posteriormente, a solucdo foi filtrada e rotaevaporada até um volume
préximo a 5 mL, adicionou-se 15 mL de agua gelada e houve a formacdo de um

precipitado. Filtrou-se o solido a vacuo e obteve-se 1,137 g do complexo.

3.2.3 Sintese do complexo [Mg(phen).(dmaca)]*

O complexo foi preparado utilizando Mg(NO3),.6H,0 (1,026 g, 4 mmol),
1,10-fenantrolina (756 mg, 4,2 mmol), acido 4-dimetilamino cinamico (803 mg,
4,2 mmol) e 4,2 mmol de trietilamina (TEA), solubilizados em 15 mL de
metanol previamente desaerado. A mistura reacional foi mantida sob refluxo
por duas horas sob atmosfera de nitrogénio, agitacdo constante e auséncia de
luz. Apos esse periodo, deixou-se resfriando ate atingir a temperatura ambiente
(25 £ 1 °C). Posteriormente, filtrou-se e rotaevaporou-se a solucdo até um
volume préximo a 5 mL. Adicionou-se 15 mL de agua gelada, obtendo-se
instantaneamente um precipitado. Filtrou-se o solido a vacuo e obteve-se 1,170

g do complexo.



17
3.3 Equipamentos e Metodologia
3.3.1 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no
estado soOlido utilizando-se um espectrofotbmetro SHIMADZU com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21 na regido compreendida entre
4000 e 200 cm™. As amostras no estado sélido foram diluidas em KBr, mantida

em estufa a 120 °C, na proporc¢ao 1/100 (amostra/KBr).

3.3.2 Espectroscopia de absorcéao eletronica UV-Vis

Os espectros de absorcdo eletronica foram obtidos na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis) utilizando-se um espectrofotdometro Agilent
8453A.

3.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram obtidos em um
espectrometro BRUKER DRX 400 MHz pertencentes ao laboratorio de
Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Séo Carlos.
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3.3.4 Ensaio com a enzima Acetilcolinesterase EACh(E.e)

A atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase Electrophorus
electricus, EACh(E.e), foi realizada para o complexo Mg(phen),caf e o ligante
livre acido cafeico. Os ensaios foram realizados a 25 °C por espectrofotometria
na regido do UV-Vis, de acordo com o método de Ellman modificado®®. A
mistura reacional possui um volume final de 3 mL contendo 50 mM Tris/HCI
(solucao tampao, pH 8,0), 0,025 unidades de acetilcolinesterase de E. electricus,
0,10 mM de iodeto de acetiltiocolina e 333 uM de DTNB. Curvas de inibigao
foram realizadas com incubacdo de pelo menos 4 concentracdes do composto
por 15 minutos. Devido a baixa solubilidade do ligante e complexo em &gua,
eles foram solubilizados em 200 uL. de DMSO.

3.3.5 Atividade sequestrante de radicais livres (DPPHe)

Preparou-se 0,1 mM de DPPHe em etanol e o analito em varias
concentragdes (5 ng mL? —20 ug mLt). Em uma solucédo de 1,5 mL de etanol
foi adicionado 0,15 mL da solucdo DPPHe+ e 0,25 mL do analito. Apos 45
minutos de incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foi realizado

a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 515 nm.

A capacidade de eliminacdo do radical DPPHe foi entdo calculada

utilizando a seguinte equacéo 4:
% lnlbl(}éO DPPHe- = [(Acontrole - Aamostra/Acontrole) X 100] 4

Em que Acontrole € @ absorbancia da reacdo de controle e Aamostra € @

absorbancia na presenca do analito em estudo.
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3.3.6 Atividade sequestradora do radical anion superoxido (O2")

As solucbes de MET, Rib e NBT foram preparadas em tampao fosfato
0,05 M (pH 7,4) ao abrigo da luz. Os compostos pouco soluveis em agua foram
previamente dissolvidos em 200 uL de DMSO. Nesta metodologia, o radical
superéxido foi gerado em 3,0 mL contendo MET (10x10° mol L), NBT
(4,6x10° mol L), Rib (3,3%x10° mol L?) e os compostos testados em

diferentes concentracdes (1 — 8 pg mL™2)%°,

Apos incubacdo a temperatura ambiente (25 + 1 °C) e irradiado durante 7
minutos por duas lampadas fluorescentes de 420 nm, a absorbancia (A;) das
amostras foi medida no espectrofotometro UV-Vis em 560 nm. A amostra sem
0 composto testado e guardada ao abrigo da luz foi utilizada como controle. A
porcentagem de inibicao do radical superoxido foi calculada a partir da seguinte

equacéo 5.
% Inlblgéo O, = [(Ao — A|/Ao) X 100] 5

Onde A; € a absorbancia na presenca do composto testado e Ao € a

absorbancia na auséncia do composto testado.
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3.3.7 Desativacao de oxigénio singleto

O oxigénio Singleto 'O, é gerado pela exposicdo da riboflavina a luz
monocromatica de 420 nm em solugéo aquosa?** e sua formagéo é confirmada
pela técnica de EPR (Espectroscopia de Ressonancia Paramagneética) utilizando
TEMP como spin trap para a deteccdo do radical estavel formado?%26:28:2931,
Solucdes de riboflavina e dos complexos foram preparadas em dgua Milli-Q. O
oxigeénio singleto foi gerado em 2,0 mL de agua destilada contendo TEMP (100
mmol L), riboflavina (2,0x10° mol L) e o complexo de Mg variando as
concentracdes de 3,3 ug mL* até 14,8 ug mL*. As amostras foram irradiadas a

temperatura ambiente (25 = 1 °C) por 30 min em cubetas.

3.3.8 Cultura das células

Células de melanoma humano (A375) foram cultivadas em meio de
cultura DMEM (Dulbeaco Modified Eagle’s Medium), uma mistura de sais
enriguecidos com aminoacidos e outros componentes essenciais para 0
crescimento celular. Essas celulas foram suplementadas com 10 % de soro fetal
bovino (SFB) e 1 % de penicilina/estreptomicina. As células foram
armazenadas a 37 °C em uma incubadora himida contendo 5 % de CO,. Para

separar as células do frasco utilizou-se solucéo de tripsina/EDTA.



21

3.3.9 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada pelo ensaio com brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Esta é uma técnica
colorimétrica que utiliza o metabolismo das células saudaveis para avaliar a
viabilidade celular, ou seja, o quanto de células vivas restaram no final do
experimento em cada poc¢o. Para isso, utiliza-se um sal de coloragdo amarela
conhecido como MTT, que ao entrar em contato com a enzima redutimetrica
NADH produzida por células saudaveis, € reduzido metabolicamente para
formar um segundo sal, FIGURA 3, de colorag¢do violeta (Amax = 560 nm),

conhecido como formazan [E,Z-1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan].

MTT . Formazan
NADH NAD
Br % \j

7 N-N N NH
TN N S‘\ > =\ A N S
N \ )»—CH, J N % ) —on
N/ * N
CH\\ CH,

FIGURA 3: Reacdo de reducdo metabolica do sal MTT para formacéo de

formazan.

Este sal violeta é insolivel em solucGes aquosas, mas pode ser facilmente
solubilizado em solventes organicos resultando em uma solucdo cuja
absorbancia é proporcional ao nimero de células viaveis®. Portanto, apos o
periodo de incubacéo, o meio de cultura é descartado, as células foram lavadas

com PBS e 0,5 mg mL™* de solugdo MTT € adicionada. A incubagéo continuou
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durante 3 h a 37 °C sob uma atmosfera de 5 % de CO,. Os cristais formados
foram solubilizados em 100 pL de DMSO e as placas foram levados a um leitor
de Elisa (Thermo Plate TP-READER) ou leitor de microplacas para medida da

absorbancia em 570 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Infravermelho

Os espectros vibracionais no infravermelho foram obtidos em pastilhas
de KBr para os ligantes livres e na forma complexada. Para todos os complexos
pode-se observar pelo IV que o pico da carbonila em torno de 1650 cm™, é
deslocado para menores frequéncias. Este deslocamento observado confirma
que o grupo C=0 perde suas caracteristicas originais devido a coordenacédo ao
centro metalico de om o Mg (I1). O carboxilato possui carga negativa em ambos
0Ss oxigénios, ja desprotonado, portanto essa ligacdo C=0O ja possui uma
caracteristica entre simples e ligacdo dupla, e ao quelar com o Mg (l1) ocorre
uma diminui¢do da densidade eletronica desse oxigénio, fazendo com que

observe-se uma diminuicao da frequéncia.

L L | L | L | L | L | L L
1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600

Numero de onda (cm™)
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FIGURA 4: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante acido

cafeico (a) e do complexo [Mg(phen).(caf)]* (b) obtido em pastilha de KBr.

(b)

L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600
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FIGURA 5: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante acido

dmaca (a) e do complexo [Mg(phen).(dmaca)]* (b) obtido em pastilha de KBr.



25

(b)
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FIGURA 6: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante acido

cinamico (a) e do complexo [Mg(phen),(cin)]* (b) obtido em pastilha de KBr.

Nos espectros de IV para os ligantes dmaca e cin, FIGURA 5(a) e
FIGURA 6(a) respectivamente, 0 modo vibracional do estiramento C=0 dos
ligantes livres aparecem em 1679 cm™ e 1681 cm™ respectivamente. Ao formar
0s respectivos complexos [Mg(phen)(dmaca)]®* e [Mg(phen),(cin)]*, a
complexacdo por meio da ligacdo Mg-O no grupo carboxilico leva ao
deslocamento para menores frequéncias como indicado nas FIGURA 5(b) e
FIGURA 6(b), onde observamos os estiramentos do grupo C=0 em 1643 cm

para ambos os complexos.
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4.2 Caracterizacdo por RMN
4.2.1 Complexo [Mg(phen).(caf)]*

Os espectros de RMN de 'H para os ligantes 1,10-fenantrolina, 4cido cafeico e
do complexo [Mg(phen).(caf)]* obtidos em DMSO-ds estdo apresentados na
FIGURA 7. Os sinais referentes a 1,10-fenantrolina encontram-se na regiao
entre 7,7 e 9,2 ppm, e 0s sinais referentes ao acido cafeico estdo na faixa entre
6,1 e 7,5 ppm, além de dois sinais entre 9,2 e 9,6 ppm. O espectro de RMN de
'H do complexo formado apresenta sinais alargados em regides proximas as dos

ligantes livres sugerindo a coordenacdo dos ligantes ao centro metalico.
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FIGURA 7: Espectros de RMN *H 400 MHz em DMSO-ds para o ligante (a)
1,10-fenantrolina, (b) acido cafeico e (c) complexo [Mg(phen),(caf)]".
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4.2.2 Complexo [Mg(phen):(cin)]*

Os espectros de RMN de *H para os ligantes 1,10-fenantrolina e acido cinamico
e do complexo [Mg(phen),(cin)]* obtidos em DMSO-ds séo apresentados na
FIGURA 8

FIGURA 8. Os sinais referentes a 1,10-fenantrolina encontram-se na regiao
entre 7,7 € 9,2 ppm, e 0s sinais referentes ao acido cindmico estdo na faixa entre
6,4 e 7,8 ppm. Como observado no espectro de RMN de H para o complexo
[Mg(phen)z(caf)]* o espectro de RMN de 'H obtido para o complexo
[Mg(phen),(cin)]* apresenta alargamento de sinal e devido a isto ndo foi
possivel atribuir uma estrutura para o complexo formado entre os ligantes 1,10-

fenantrolina, o acido cindmico e o centro metalico magnésio.
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FIGURA 8: Espectros de RMN H 400 MHz em DMSO-ds para o ligante (a)

1,10-fenantrolina, (b) acido cinamico (c) complexo [Mg(phen),(cin)]".
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4.2.3 Complexo [Mg(phen):(dmaca)]*

Os espectros de RMN de 'H para os ligantes 1,10-fenantrolina e écido 4-
dimetilamino cinamico e do complexo [Mg(phen),(dmaca)]® obtidos em
DMSO-ds sdo apresentados na FIGURA 9. Os sinais referentes a 1,10-
fenantrolina encontram-se na regido entre 7,7 e 9,2 ppm, e os sinais referentes
ao acido 4-(dimetilamino) cinamico estdo na faixa entre 6,0 e 7,6 ppm. Como
observado nos espectros de RMN de *H mostrados nas FIGURAS 7 e 8 0
espectro de RMN de H para o complexo [Mg(phen).(dmaca)]* apresenta
alargamento de sinal, e, devido a isto, ndo foi possivel atribuir uma estrutura
para 0 complexo formado entre os ligantes 1,10-fenantrolina, o &cido 4-

(dimetilamino) cinamico e o centro metalico magnésio.
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FIGURA 9: Espectros de RMN H 400 MHz em DMSO-ds para o ligante (a)
1,10-fenantrolina, (b) &cido  4-dimetil cindmico (c) complexo

[Mg(phen),(dmaca)]".
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4.3 Caracterizagao por espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica bastante utilizada para a
identificacdo de compostos pela analise da massa molar e fragmentacgdes. Desta
forma, esta técnica foi empregada como meio para confirmacdo da composicéo

da esfera de coordenacao do ion Mg (I1).

A FIGURA 10 mostra o espectro de massa de uma solugédo metandlica
do complexo Mg(phen),caf. Observa-se nesta figura a presenca de sinais em
m/z 563,15762 (hexacoordenado [Mg(phen),(caf)]*), m/z 383,08847
(tetracoordenado [Mg(phen)(caf)]*), e um sinal correspondendo a um ligante de

fenantrolina livre em m/z 181,08137.
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FIGURA 10: Espectro de Massas do complexo [Mg(phen),(caf)]".
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A FIGURA 11 mostra o espectro de massa de uma solugdo metandlica
do complexo [Mg(phen),(cin)]*. Observa-se na figura a presenca de 4 sinais,
em m/z 531,16809 (hexacoordenado [Mg(phen),(cin)], m/z 351,09880
(tetracoordenado [Mg(phen)(cin)]*), m/z 849,24217 (Mg-bi) com um pico de
baixa intensidade que é correspondente a um complexo binuclear e um sinal

correspondendo a um ligante de fenantrolina livre em m/z 181,08137.
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FIGURA 11: Espectro de Massas do complexo [Mg(phen),(cin)]".
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A FIGURA 12 mostra o espectro de massa de uma solugcdo metandlica
do complexo [Mg(phen),(dmaca)]*. Observa-se na figura a presenca de 4 sinais
em m/z 574,21022 (hexacoordenado [Mg(phen).(dmaca)]), m/z 394,14122
(tetracoordenado [Mg(phen).(dmaca)]*), m/z 978,36869 (Mg-bi) com um pico
de baixa intensidade que é correspondente a um complexo binuclear e um sinal

correspondendo a um ligante de fenantrolina livre em m/z 181,08137.



37

=
=1
=

+ Scan:i rt: 0.089 min) DMAC_phen_MS_pos.d

*181.08021

57421422

39414122 24611094

705.18049
b |\L N

249.05172

i |..L, R ||.. [ R N l - ,Ih,

146.03666 |“

850,26974
| |L 978.36860
. _ |I N b, _

125

FIGURA 12: Espectro de Massas do complexo [Mg(phen).(dmaca)]*.
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4.4 RMN DOSY 'H

A técnica de DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy) permite
descriminar e caracterizar os diversos componentes de uma mistura. Em um
espectro DOSY, os deslocamentos quimicos sdo apresentados em uma
dimensdo e os coeficientes de difusdo molecular sdo mostrados na outra,
FIGURA 13. Esta técnica pode detectar qualquer substancia que apresente

nucleos ativos em RMN®,

Os experimentos de RMN DOSY a temperatura de 298 K obtidos para 0s
complexos [Mg(phen),(cin)]*, [Mg(phen).(dmaca)]* e [Mg(phen),(caf)]* em
DMSO-ds mostraram dois coeficientes de difusdo distinguiveis indicando a

presenca de duas componentes individuais.

Na FIGURA 13(a), complexo [Mg(phen),(cin)]*, observou-se a fragao
associada ao ligante 1,10-fenantrolina exibindo difusdo mais rapida em
comparacdo a fracdo do &cido cindmico. Isto é observado para todos 0s
complexos, na FIGURA 13(b), a por¢cdo do ligante livre 1,10-fenantrolina
também possui um coeficiente de difusdo mais rapida que o dmaca e na
FIGURA 13(c), ela apresenta um coeficiente de difusdo mais rapida que o acido

cafeico livre.

N&o foi possivel em tempo habil realizar os estudos variando-se a
temperatura, conforme descrito na literatura® para o complexo de Mg(I1)-phen
com o ligante isovanalato. Nos estudos realizados com este complexo observou-
se 0s mesmos resultados mostrados na FIGURA 13(a, b e ¢) quando em
temperatura de 298K. Entretanto, os estudos de DOSY realizados para o
complexo [Mg(phen)lso] em temperaturas mais baixas (298 — 253 K),

mostraram duas difusdes distinguiveis, porém com algumas diferencas. O
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componente com a difusdo mais rapida continuou sendo o ligante livre 1,10-
fenantrolina, com um menor valor de coeficiente de difusdo devido a
temperatura mais baixa e o segundo coeficiente de difusdo foi associado aos
dois ligantes quando complexados ao centro de magnésio. Portanto, em baixa
temperatura, o equilibrio muda para a formacdo de apenas um complexo. Em
temperatura ambiente, o rapido equilibrio entre as estruturas pode ser

responsavel pelas duas difusdes diferentes observadas para os complexos.

Os resultados obtidos no DOSY corroboraram com os resultados obtidos
no massas onde também foram observados mais de uma estrutura, uma
hexacoordenada predominante e outra tetracoordenada indicando um processo
de troca de ligante 1,10-fenantrolina, entre as estruturas Mg-hexa e Mg-tetra.

Estes resultados sdo consistentes também com o alargamento dos sinais
nos espectros e RMN de *H. Mg(Il) tem configuragdo eletronica de camada
fechada, e os ligantes 1,10-fenantrolina e os compostos fendlicos ndo
apresentam elétrons desemparelhados. O alargamento dos sinais de RMN
devem entdo ocorrer devido a mistura de complexos de Mg(ll), um com a
estrutura hexacoordenada e outra tetracoordenada em equilibrio a temperatura

ambiente.
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FIGURA 13: Espectros de DOSY !H para os complexos [Mg(phen):(cin)]* (a), [Mg(phen).(dmaca)]* (b) e
[Mg(phen),(caf)]* (c) em DMSO-ds.



4.5 Espectro de absorcao eletronica no UV-Vis
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Os espectros de absorcao eletronica dos ligantes e para seus respectivos
complexos sdo mostrados nas FIGURA 14, FIGURA 15 e FIGURA 16.

Observa-se bandas de absorcéo intensas e largas na regido do UV-Vis de 250 a

400 nm. Nesta regido, o ligante acido cafeico apresentou dois ombros largos em

285 nm e 312 nm. J& o ligante acido 4-dimetilamino cindmico apresentou uma

banda larga com maximo em 325 nm. O ligante &cido cinamico apresentou uma

banda de absorcdo em 269 nm. A coordenacdo ao fragmento Mg(ll)-phen

resultou na sobreposicéo das bandas de absorgéo.

(@)

0.8

Absorbancia (u.a)

021

0.0+

0,6

0.4-

Acido cafeico

250

300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

500

(b)

Absorbancia (u.a)

0.5

0.4

0.3

0,24

0.1

0.0

| — Mg(phen),caf

250

T T T T T T T T T
300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 14: Espectro de absorcdo UV-Vis do ligantes &cido cafeico (a) e do

complexo [Mg(phen).(caf)]* (b) em tampéo fosfato pH 7,4.
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FIGURA 15: Espectro de absor¢do UV-Vis do ligante dmaca (a) e do complexo
[Mg(phen),(dmaca)]* em tampéo fosfato pH 7,4.
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FIGURA 16: Espectro de absor¢do UV-Vis do ligante acido cinamico (a) e do
complexo [Mg(phen),(cin)]* (b) em tampé&o fosfato pH 7,4.
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4.6 Luminescéncia em diferentes valores de pH

Como mostrado na FIGURA 17(a) e (b), o comprimento de onda maximo
de emissdo tanto do ligante livre quanto do complexo € acompanhado de um
deslocamento para maiores comprimentos de onda (445 nm — 462 nm) a medida
que o pH do meio aumenta (pH 2 a pH 5). Em pH de solucdo entre 6 e 11 ndo

foi observado deslocamento no maximo de emissao (462 nm).

Ainda, de acordo com os espectros de emissdo obtidos observa-se que
ocorre um aumento da intensidade ateé atingir um maximo em meio basico, pH
9. A partir de pH de solucdo igual a 10 observa-se uma diminuicdo da
intensidade de emissédo, tanto do complexo quanto do ligante, e em pH 12
(espectro cinza), observa-se perda de emissdo que pode ser proveniente do
efeito da desprotonacdo do composto, uma vez que a nova estrutura néo

apresenta emissao.

Portanto, devido ao maximo de intensidade observado para ambos, acido
cafeico livre e 0 complexo [Mg(phen),(caf)]* serem nos valores de pH entre 7

a 10, infere-se que esta seja a faixa de pH ideal.
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FIGURA 17: Espectro de emissdo do ligante livre acido cafeico (a) e do

complexo [Mg(phen),(caf)]* (b) em diferentes pH com Ae = 323 nm.
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4.7 Eletroquimica

A FIGURA 18 mostra o voltamograma ciclico do complexo
[Mg(phen),(cin)]* na regido de potencial entre -1 a +1 V (vs. Ag/Ag*) com
velocidade de varredura de 100 mV s1.

Foram obtidos 30 ciclos no sentido anddico e ndo foram observados picos
de processos oxidativos e nem processos de reducdo. Como ndo foram
observados picos de oxidacdo na janela de potencial aplicada (-1 a + 1 V), 0
complexo ndo deve apresentar caracteristicas de um bom antioxidante. Um
composto antioxidante deve ser oxidado com certa facilidade frente a outro
composto, e como ndo observamos nenhum pico oxidativo no voltamograma
ciclico, este composto ndo oxida com facilidade, portanto, ndo é caracterizado

COmo um composto antioxidante.

80‘ - pH 7!4
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L
21,0 0,5 0,0 05 1,0

Potencial (V)

FIGURA 18 : Voltamograma ciclico para o complexo [Mg(phen)(cin)]* em
tampéo fosfato pH 7,4 e velocidade de varredura de 100 mV s™.
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A FIGURA 19 apresenta os voltamogramas ciclicos para o complexo
[Mg(phen),(dmaca)]*. Com o aumento do pH do meio, nota-se uma diminuicao
do potencial anodico. Em pH 4,5 observa-se um primeiro pico anddico com
valor de Ey.= 0,33 VV e um segundo pico com valor de E,, = 0,85 V e no sentido

catodico (reducdo) observa-se apenas um pico com valor de Ey. = -0,15 V.,

Apds 30 ciclos oxidativos observa-se uma estabilizacdo nos valores de
potencial. Em pH do meio igual a 7,4 (b) tem-se que o pico anddico em 0,33 V
desaparece e surge um novo pico de oxidacdo em 0,29 V. O segundo pico
anodico 0,85 V foi deslocado para o potencial 0,65 V e percebeu-se um Unico
potencial catodico em 0,04 V. Em pH 10 (c) ndo foram notadas mudancas nos
picos de oxidacdo do complexo, mas o pico catddico foi deslocado para o
potencial -0,11 V.
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FIGURA 19: Voltamograma para o complexo [Mg(phen),(dmaca)]®* em
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A influéncia do pH do meio nos voltamogramas ciclicos do complexo
[Mg(phen),(caf)]* € mostrado na FIGURA 20. Observa-se no pH 4,5 dois picos
anddicos e dois picos catodicos com o primeiro pico anodico em Ep, = 0,36 V e
0 segundo em E,, = 0,70 V, e no sentido catodico um pico de redugéo em E,c =
0,27 V e um segundo pico em Epc =-0,15V.

Conforme aumenta-se o pH da solugdo, assim como observado
anteriormente para o complexo [Mg(phen),(dmaca)]*, tem-se que 0s potenciais
de pico anodico e catodico sdo desviados para valores menos positivos, e essa
diminuicdo para valores menos positivos € um indicativo de que a sua atividade
antioxidante é termodinamicamente favorecida com o aumento do pH.®” Temos
na FIGURA 20(b) por exemplo, apenas um potencial de oxidagdo em Ep, = 0,46
V e um potencial de reducéo em E.= 0,05 V e na FIGURA 20(c) esse potencial
de oxidagéo é reduzido para valores ainda menos positivos Ep, = 0,32 V e Ey =
0,08 V. Pode-se observar a estabilidade do complexo mesmo apos 30 varreduras
no sentido anodico, o perfil do voltamograma ndo muda significativamente, o
que demonstra que as espécies geradas eletroquimicamente séo estabilizadas.

A composicéo de acido cafeico é dependente do pH (pKa = 4,4; pKa =
8,64 e pK,3 =12,5), FIGURA 21. Temos H3;CAF em pH abaixo de 4,4, sendo o
primeiro pH estudado pH 4,5 muito proximo da primeira desprotonacdo do
acido cafeico, espera-se uma mistura de espécies H;CAF e H,CAF em solucéo,
em pH 7,4 um pouco mais proximo do segundo ponto de desprotonacgéo, tem-
se uma maior concentracdo de espécies H,CAF e o aparecimento de poucas
espécies HCAF?, em solucGes mais basicas, por exemplo em pH 10 a espécie
HCAF?> é a espécie predominante em solucdo e comeca o surgimento de
pouquissimas espécies de CAF*, diante destas diferentes espécies presentes no
meio devido aos diferentes valores de pH, nota-se mudancas nos

voltamogramas ciclicos para os pH estudados®®.
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FIGURA 20: Voltamograma para o complexo [Mg(phen).(caf)]* em diferentes
pH e velocidade de varredura 100 mV s,

Os processos de oxidacdo das espécies do &cido cafeico estdo
representados pelas reacdes mostradas na FIGURA 21, onde fica mais facil
perceber as espécies que estdo presentes e como ocorre 0S processos de
oxidacdo em cada pH estudado.
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FIGURA 21: Reacdo de oxidacdo para as espécies H3CAF (a), H,.CAF (b),
HCAF? (c) e CAF* (d).

Conforme explicado anteriormente, existem diferentes especies em
solucdo nos diferentes pH estudado. Na FIGURA 21(a) ndo houve
desprotonacdo do composto, sendo assim, essa especie seria em pH menor do
que o pKa. A FIGURA 21(b) tem o grupo carboxilico desprotonado, entéo é
esperado que essa reacdo seja predominante em valores de pH maiores que o
valor de pKa; e menores que 0 pK,.. Na FIGURA 21(c) além da desprotonacéo
do grupo carboxilico, ocorre a primeira desprotonacdo do grupo OH do anel
aromatico na posicédo para, essa reacao deve ocorre predominantemente entre
os valores de pH superiores ao valor de pK,, e menores que 0s valores de pKas,
ou seja, nos valores entre pH 8 — pH 10. Em valores acima de pH 10 inicia-se
entdo a desprotonacdo completa, CAF* e a reacdo de oxidagdo ndo envolve

mais prétons, apenas elétrons®’:6°,
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4.8 Estabilidade fotoquimica

A estabilidade fotoquimica dos complexos [Mg(phen).(caf)],
[Mg(phen),(cin)]* e [Mg(phen),(dmaca)]® e estabilidade foi investigada
submetendo os complexos a irradiacdo e acompanhando o resultado por RMN
1
H.

Uma amostra de cada complexo foi mantida sob abrigo da luz e uma
segunda amostra referente a cada um dos complexos foi colocada sob irradiacéo
durante 150 minutos utilizando-se duas lampadas no comprimento de onda de
420 nm (lo = 1x10°® einstein s?). Os espectros de RMN H foram obtidos
imediatamente apds este procedimento, FIGURA 22, FIGURA 23 e FIGURA
24,

Conforme observado, ndo ocorreram mudangas significativas nos
espectros de RMN !H ao comparar-se as amostras mantidas no escuro e as
amostras irradiadas indicando que os complexos ndo sofreram degradacédo apos

expostos a irradiacdo pelo tempo selecionado.
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FIGURA 22: Espectro de RMN !H em DMSO-ds do complexo

[Mg(phen),(caf)]* no escuro e ap6s 150 minutos de irradiacéo.
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FIGURA 23: Espectro de RMN !H em DMSO-ds do complexo

Mg(phen).(dmaca)]* no escuro e ap6s 150 minutos de irradiacéo.
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FIGURA 24: Espectro de RMN 'H em DMSO-ds do complexo

[Mg(phen),(cin)]* no escuro e apos 150 minutos de irradiagéo.
4.9 Ensaio com a enzima Acetilcolinesterase EACh(E.e)

Diversos trabalhos da literatura descrevem o efeito inibitorio da enzima
acetilcolinesterase por produtos naturais’®’2. Diante disto, foram feitos testes
para avaliar o potencial de inibicdo do complexo [Mg(phen),(caf)]* e o ligante
livre acido cafeico para a enzima acetilcolinesterase do peixe elétrico
(Electrophorus electricus) EACh(E.e).

Os experimentos foram  realizados seguindo o método
espectrofotométrico proposto por Ellman®. Neste método, a atividade da
enzima € medida pelo aumento da absor¢cdo em 412 nm produzida pela
formacdo do ion TNB quando a tiocolina (produzida a partir da hidrélise do
substrato acetiltiocolina) presente no meio reacional reage com o DTNB
(reagente de Ellman), FIGURA 25.
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FIGURA 25: Reacdes envolvidas na inibi¢cdo enzimética (método Ellman).

A FIGURA 26 mostra o espectro eletronico na regido UV-Vis obtido
durante o acompanhamento cinetico de formacdo do ion TNB no sistema

controle (auséncia do composto teste).

Absorbancia (u.a)

400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 26: Espectro eletronico UV-Vis da formacdo do ion TNB no sistema
controle [enzima] = 0,025 U mL™*, [substrato] = 0,1 M.
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FIGURA 27: Cinetica para acompanhamento da formacdo do ion TNB,
[substrato] =0,1 M (a), 0,06 M (b) e 0,03 M (c) para o acido cafeico livre, linha
preta = sistema controle, vermelha 20 pM, azul 40 uM e rosa 100 uM.

Observa-se pela FIGURA 27, que ao adicionarmos o ligante livre &cido
cafeico entre as concentracdes (20 — 40 uM), ocorre um minimo de inibicao da
enzima (linhas vermelha e azul respectivamente). Ao fazer a adi¢do de 100 uM
de concentracdo, percebe-se um decréscimo maior da atividade da enzima,
entretanto esse valor de inibicdo ndo é suficiente para que o composto seja um

potencial inibidor da atividade da enzima acetilcolinesterase.
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FIGURA 28: Cinetica para acompanhamento da formacdo do ion TNB,
[substrato] = 0,1 M (a), 0,06 M (b) e 0,03 M (c), para o complexo

[Mg(phen),(caf)]*, linhas preta = sistema controle, vermelha 20 uM, azul 40
UM e rosa = 100uM.

Nota-se pela FIGURA 28 um ligeiro decréscimo de absorbancia em
comparacgdo com o sistema controle (linha preta) quando utilizado 20 uM do
complexo [Mg(phen),(caf)]* no meio reacional. Entretanto, ao adicionarmos
concentracdes de 40 — 100 uM observa-se uma queda acentuada na absorbancia,
0 que nos leva a crer na sua maior eficiéncia (em comparagdo com seu ligante
livre) em inibir a enzima acetilcolinesterase.
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Entretanto, esse valor de inibicdo que se observa ao adicionarmos 100
uM (uma inibicdo de menos de 40 %) é um valor muito baixo para uma
concentracdo tdo alta de composto adicionado. Diante desses resultados e
comparando com dados da literatura de alguns compostos com atividade
inibidora da EACh(E.e), como por exemplo Donepezila”™ (ICso = 0,01 uM),
Tacrina™ (ICso = 0,18 uM) ou o Aldicarb™ (ICso = 10,47 uM), dos quais
podemos observar seus valores baixissimos de 1Csy para inibicdo da enzima
EACh(E.e), portanto, observa-se que tais compostos classificados como
potentes inibidores da atividade de inibicdo da EACh (E.e) ndo apresentam ICs

superior a 10 uM.

Os compostos avaliados no presente trabalho (tanto ligante livre quanto
0 complexo) em concentragdes (100 uM) ndo foram capazes de atingir a
inibicdo de 50 % da atividade da enzima EACh(E.e).

4.10 Atividade antioxidante pelo ensaio do radical DPPHe

Um dos métodos amplamente empregado na investigacao da capacidade
antioxidante fazem uso do radical estavel DPPHe por meio de técnicas

espectroscopicas UV-Vis e EPR.

O radical DPPH?- representado na FIGURA 29, apresenta um maximo de

absorgdo em 517 nm, sendo o espectro representado na FIGURA 30.
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FIGURA 29: Representacéo da estrutura do radical DPPH-.
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FIGURA 30: Espectro de absorcéo eletronica no UV-Vis do radical DPPHs.

O método escolhido para estudo da inibicdo do radical DPPHe foi a
espectroscopia eletrénica de absor¢do na regiao do UV-Vis. A reagédo entre o
radical e os compostos testados foram acompanhados por meio da diminuicdo
do pico de absor¢do em 517 nm medidos no espectrofotdometro UV-Vis apos o

tempo de 45 minutos de incubagéo no escuro.
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FIGURA 31: Espectro de UV-Vis do radical DPPH na presenca de diferentes

concentracdes de (a) acido cindmico e (b) complexo [Mg(phen),(cin)]*.
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Conforme pode ser visto na FIGURA 31, ndo houve diminuicao
significativa de absorbancia ao aumentar a concentracdo do composto testado
entre 2 e 20 pg mL?, para o ligante livre &cido cindmico. O mesmo
comportamento foi observado para o complexo, [Mg(phen),(cin)]*. Portanto,
ambos ndo apresentaram atividade de inibicdo do radical no tempo de analise e

nas concentrag0es em que foram realizados 0s experimentos.

Na FIGURA 32 sdo apresentados os espectros de UV-Vis do ligante
acido 4-dimetilamino cindmico (dmaca) em (a) e do complexo
[Mg(phen),(dmaca)]* em (b).
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FIGURA 32: Espectro de UV-Vis do radical DPPH na presenca de diferentes

concentragdes de dmaca (a) e complexo [Mg(phen).(dmaca)]* (b).
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O mesmo comportamento foi observado para 0s compostos com o ligante

livre &cido cindmico e dmaca e seus respectivos complexos de magnésio.
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FIGURA 33: Espectro de UV-Vis do radical DPPH na presenca de diferentes

concentragdes do ligante livre &cido cafeico.

Conforme observado na FIGURA 33, o acido cafeico apresenta atividade
sequestradora do radical DPPHe nas concentracdes estudadas. Essa inibicéo é
acentuada conforme a concentracdo do &cido cafeico é aumentada, sendo que
em concentragdes superiores a 8 ug mL™* observa-se uma inibicdo quase total
do radical. A guantidade necessaria de acido cafeico para reduzir a concentracéo
inicial de DPPH+ em 50 % (ICs) foi em torno de 3 ug mL™?, podendo ser mais
bem observado na FIGURA 34.
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FIGURA 34: Porcentagem de Inibicdo do DPPH?- frente ao acido cafeico.

O complexo [Mg(phen),(caf)]" tambeém apresentou atividade
sequestradora do radical DPPHe, FIGURA 35. Novamente, conforme
aumentou-se a concentracdo do composto na solucdo de DPPHe, observou-se
uma diminuicdo gradativa no maximo de absor¢do no comprimento de onda em
517 nm. O mesmo comportamento que foi observado para o ligante livre acido
cafeico foi observado no complexo e em concentragdes superiores a 10 pg mL-

! ocorreu inibicdo méaxima do radical.
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FIGURA 35: Espectro de UV-Vis do radical DPPHe. na presenca de diferentes

concentracdes do complexo [Mg(phen),(caf)]*.

Devido a sua estrutura quimica, o radical DPPHe é um radical livre
bastante estavel, pois possui trés anéis aromaticos que conferem uma importante
estabilizacdo devido ao efeito de ressonancia, conferindo uma maior
estabilidade ao radical. Além de possuir estabilizacdo por meio da
deslocalizacéo de elétrons nos grupos nitro e nos &tomos de nitrogénio, que séo

grupos que permitem essa deslocalizacéo eletronica.

O método DPPH é rapido, facil, confiavel e ndo requer uma reacdo e
dispositivo especial. O DPPHe ¢ um radical sintético estavel que ndo se
desintegra em agua, metanol ou etanol, portanto é bastante utilizado para avaliar
a atividade de eliminacdo de radicais livres. O radical possui em solucgéo
alcoolica uma coloracdo violeta com absorcdo entre 515 — 520 nm. Uma

substancia antioxidante pode doar um atomo de hidrogénio para a molécula de
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DPPHe, originando a forma reduzida DPPH-H. Desta forma, ocorre perda da
coloracdo violeta, passando a uma coloracdo violeta claro com o passar do
tempo e chegando, finalmente, a coloracdo amarelada quando a reacdo se

completa.

Observa-se que das estruturas quimicas dos ligantes e dos complexos
estudados, apenas o ligante livre acido cafeico e o complexo [Mg(phen),(caf)]*
apresentam 4tomo de hidrogénio, o qual poderia ser doado para levar a reducéo
do radical DPPHe.. Temos entdo que ndo somente é necessario ter a ligacdo O-
H (mais facil de ser clivada), entretanto a clivagem homolitica onde as
estruturas como por exemplo o polifenol ou um composto fenolico onde a
clivagem homolitica leva a geracdo de uma especie que sera estabilizada por

meio de ressonancia, o que € o caso do composto acido cafeico e o complexo
[Mg(phen),(caf)]".

Conforme foi observado, nenhuma espécie que ndo poderia doar atomo
de hidrogénio teve capacidade antioxidante frente ao radical no tempo estudado.
Foi proposto entdo um mecanismo (FIGURA 36) de como poderia ser feita essa
inibi¢do do radical DPPHe. pelo complexo [Mg(phen).(caf)]*, ou do ligante livre
acido cafeico, devido a ambos possuirem dois atomos de hidrogénio, pode-se

esperar entdo que ocorra a reacdo com 2 mol de moléculas do radical DPPHe.
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FIGURA 36: Proposta de mecanismo para inibicdo do radical DPPH pelo complexo [Mg(phen),(caf)]* por

transferéncia de praéton.
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4.11 Atividade sequestradora de radicais O>"

Um ensaio indireto para determinacdo da capacidade da superdxido
dismutase (SOD) de inibir as reac6es induzidas pelo anion radicalar superdxido
foi realizado. Pelo método de reducéo da riboflavina na presenca de metionina
e induzido pela irradiagdo com luz de 420 nm avaliou-se a capacidade

antioxidante dos complexos em relacdo ao radical superoxido.

Essa analise é observada por meio da espectroscopia na regidao do UV-

Vis, monitorando-se o decaimento da absorbancia no comprimento de onda em

560 nm referente a formacdo do formazano a partir da reducédo do NBT por O;"™.

Na concentracao testada observa-se que o efeito de inibicdo aumenta com
0 aumento da concentragdo do complexo [Mg(phen),(caf)]* e &cido cafeico
livre, FIGURA 37, e do complexo [Mg(phen),(dmaca)]* e éacido 4-
(dimetilamino) cinamico, FIGURA 39.
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FIGURA 37: Espectro de UV-Vis ensaio NBT variando a concentragdo do

ligante acido cafeico (a) e do complexo [Mg(phen),(caf)]* (b).
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Os valores de 1Cs (concentracdo do composto necessario para inibir em
50 % a formacdo de radical superéxido O,") estdo representados na FIGURA

38 para o cido cafeico e para o complexo [Mg(phen).(caf)]*, respectivamente.
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FIGURA 38: Porcentagem da atividade do anion superoxido variando a

concentracdo do ligante acido cafeico (a) e complexo [Mg(phen),(caf)]* (b).
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Observando-se a FIGURA 37, nota-se um decréscimo nitido em
concentragdes baixissimas do composto analisado, sendo que na concentracdo
minima (1,0 pg mL™?) adicionada do composto observa-se uma grande atividade
de inibicdo devido a0 méximo de absorbancia em 560 nm apresentar uma queda
acentuada. Conforme aumento na concentracao, essa banda em 560 nm passa a
diminuir até quase completa extin¢cdo, 0 que nos mostra que esses compostos

testados atuam fortemente na inibicdo do radical superdxido.

Sendo nitida a atividade antioxidante ilustrada na FIGURA 38, onde ¢
apresentada a porcentagem de inibicdo do anion superéxido em fungdo da
concentracdo de composto. A quantidade necessaria para inibir 50 % da
atividade do anion superoéxido é 1Cso = 1,49 ug mL™ para o ligante &cido cafeico
e ICso = 1,79 pug mL? para o complexo [Mg(phen),(caf)]*. Portanto, estes
compostos apresentam atividade antioxidante frente ao radical superoxido em

concentracgdes baixas.

Outro composto em que se observou decréscimo na absor¢do em 560 nm,
ou seja, inibicdo da atividade do radical superéxido foram os compostos dmaca
e seu complexo. Pode-se notar na FIGURA 39 que o0 aumento da concentragédo
do composto faz com que ocorra uma diminuic¢do da banda no comprimento de
onda maximo em 560 nm, tanto para o ligante livre quanto para a forma
complexada, entretanto, a forma complexada exibe uma maior atividade

antioxidante se comparada com o ligante livre dmaca.

A complexagdo com magnésio e fenantrolina fez com que essa atividade
antioxidante fraca no dmaca livre fosse potencializada, chegando a uma

porcentagem de inibicdo em 8,0 ug mL™* bastante significativa, FIGURA 40.



~
Qo
~"

Absorbancia (u.a)

0.0 - | ; | . | . |
500 600 700 800 900
Comprimento de onda (nm)
(b) o
Padrio
l = lug'nL
0,4 i —2ug'nL
4ug/mL
— 6 ug'nl
\;_/ 0,3 | — 3 ug'nL
=
g
S 024
2
=)
X
0.1 1
0.0 - | ; | . | . ——
500 600 700 800 900

Comprimento de onda (nm)

71

FIGURA 39: Espectro de UV-Vis ensaio NBT variando a concentragdo do

ligante dmaca (a) e complexo [Mg(phen).(dmaca)]* (b).



72

@ w0

90
80 |

70 4

% Atividade

60

50

Concentragao (jig/mL)

(b)

100 {m ‘ m  Mg(phen),(dmaca)

% Atividade

Concentragdo (ug/mL)

FIGURA 40: Porcentagem da atividade do anion superoxido variando a

concentragédo do ligante dmaca (a) e complexo [Mg(phen).(dmaca)]* (b).

Nota-se a diminuicdo de atividade do &nion superdxido para o ligante
dmaca e a forma complexada conforme aumenta a concentracdo, onde o ligante
livre ndo consegue inibir 50 % da atividade mesmo na concentracdo maxima,

enquanto o complexo tem um valor de ICsp = 4,55 ug mL™,
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O acido cindmico e [Mg(phen),(cin)]" ndo apresentaram atividade de

eliminacdo de radical superdxido, independente da concentracdo, FIGURA 41,
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FIGURA 41: Espectro de UV-Vis ensaio NBT variando a concentragdo do

ligante acido cindmico (a) e complexo [Mg(phen),(cin)]* (b).
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4.12 Desativacdo de oxigénio singleto

Entre os métodos disponiveis para deteccdo de producdo de O,
amplamente aplicado é o uso da ressonancia paramagnética de elétrons (EPR).
Neste método, utiliza-se uma espécie spin-ativa detectavel com um padrdo de
linha distinto. Assim, a oxidacdo da espécie diamagnética TEMP (2,2,6,6-
tetrametil-4-piperidinol) por oxigénio singleto ird produzir uma espécie radical
paramagnética TEMPO (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil) que €
facilmente detectavel no EPR, FIGURA 42.
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FIGURA 42: Esquema de deteccdo de oxigénio singleto via técnica de EPR,
adaptado.
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A producéo de O, por um fotossensibilizador (riboflavina) é um exemplo
de energia fotoinduzida. A riboflavina ap6s absorcdo de energia na forma de
luz, atinge o seu estado excitado singleto e posteriormente por meio de um
cruzamento intersistema passa para seu estado excitado tripleto. Enté&o, o
oxigénio molecular que no estado fundamental é 30,, estado tripleto, é
promovido ao estado singleto 'O, por meio de transferéncia de energia tripleto-
tripleto, FIGURA 43.

10, Riboflavina
30,
SRiboflavina* IRiboflavina*®
ISC

FIGURA 43: Esquema de geracdo de oxigénio singleto riboflavina foto

excitada.

A desativacéo do 'O, foi realizada para os complexos [Mg(phen),(caf)]*
e [Mg(phen),(dmaca)]*, FIGURA 44, pois os dois complexos sintetizados
apresentaram atividade antioxidante por meio dos testes realizados

anteriormente.
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FIGURA 44: Espectros de EPR do aduto Oxo-TEMPO em variadas
concentragdes do complexo [Mg(phen).(caf)]* (a) e [Mg(phen).(dmaca)]* (b).
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De acordo com a FIGURA 44, observa-se uma diminuic¢éo na intensidade
de sinal nas hiperfinas caracteristicas da espécie paramagnética TEMPO
conforme adiciona-se maiores concentracoes dos complexos em estudo.
Quando se utiliza o complexo [Mg(phen)x(caf)]* para inibi¢do do O, nota-se
uma ligeira queda de intensidade de sinal conforme adicionamos maiores
concentracdo de composto (3,3 — 4,9 ug mL™?), enquanto que ao adicionarmos
uma concentracdo de 6,6 pg mL? a queda de intensidade de sinal é abrupta,
caindo mais que 70 % de intensidade e entre as concentracdes de (11,6 — 14,8
ug mL1) temos uma estabilizacéo de inibicéo de sinal.

No caso do complexo [Mg(phen),(dmaca)]® observa-se um
comportamento diferente, ao adicionarmos o composto nas concentracoes (3,3
— 4,9 ng mL1) percebe-se uma diminuicdo ndo muito acentuada na intensidade
de sinal, o outro par de concentragédo (6,6 — 8,2 ng mL!) uma nova diminuicédo
de intensidade de sinal com intensidade moderada, e finalmente ao
adicionarmos o composto em concentragdes superiores a 10 pg mL™* observa-
se um decréscimo intenso de sinal, o que nos leva a conclusdo de que o
complexo [Mg(phen),(dmaca)]* apresenta uma inibicéo de O, porém quando
em concentracdes superiores a 10 pg mL™?, enquanto que o complexo
[Mg(phen),(caf)]* em concentra¢des superiores a 6,6 pg mL™* ja apresenta uma
acdo inibitdria bastante pronunciada.

Sendo assim, pode-se inferir que o [Mg(phen),(caf)]* por precisar de uma
concentracdo menor que o [Mg(phen),(dmaca)]*, seja mais eficiente como
inibidor de O,



78
4.13 Citotoxicidade

A avaliacdo da toxicidade dos compostos foi realizada utilizando células
de melanoma humano (A375). O melanoma é um céancer de pele que surge por
meio de transformacbes de melandcitos e frequentemente caracterizado pela
resisténcia a citotoxinas, o que contribui para a alta taxa de mortalidade em
pacientes. Portanto € importante procurar novas fontes de agentes

anticancerigenos que exercam citotoxicidade ativa contra células de melanoma.

A viabilidade celular foi determinada utilizando o ensaio de reducdo do
MTT e na faixa de concentracdo testada ndo se observou um efeito inibitério

significativo no crescimento das células A375, FIGURA 45.
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FIGURA 45: Ensaios MTT para estimar a citotoxicidade dos ligantes livres em

células de melanoma.

Portanto, os ligantes livres nas concentragdes de 3,13 uM a 200 uM nao
sdo citotoxicos para a linhagem celular de melanoma A375, com excec¢édo ao

ligante livre acido cindmico, que apresentou uma leve citotoxicidade frente a
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linhagem celular de melanoma A375. Entretanto, essa citotoxicidade em torno
de 25 % na concentracdo de 3.13 uM e ao aumentarmos a concentracdo do acido

cindmico, nds ndo observamos um aumento na citotoxicidade.

Entretanto, nos ensaios para os complexos sintetizados, observou-se uma
inibicdo significativa em relacdo a viabilidade celular proximo a 50 % quando
a concentracao dos complexos adicionados estdo acima de 12,5 uM, FIGURA

46.

Portanto, a complexacdo dos compostos fendlicos com o Mg(ll) e 1,10-
fenantrolina favoreceu a citotoxicidade em comparagdo com os ligantes livres
e 0s complexos apresentam citotoxicidade relevantes para combater as células

de melanoma humana A375.
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FIGURA 46: Ensaios MTT para estimar a citotoxicidade dos complexos em

células de melanoma humano.
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5 CONCLUSAO

Os complexos propostos foram sintetizados e caracterizados;

A complexacdo do acido cafeico apresentou atividade antioxidante nos testes in
Vitro;

Por meio dos testes de inibicdo de radicais superoxido e oxigénio singleto,
observou-se a melhora na atividade antioxidante quando o ligante dmaca €
complexado;

O acido cindmico tanto livre quanto complexado ndo apresenta potencial
atividade antioxidante;

Tanto o ligante livre acido cafeico quanto o complexo ndo apresentaram poder
de inibicéo significativo da enzima acetilcolinesterase;

A complexacdo dos compostos fenolicos favoreceu a citotoxicidade em
comparacdo com os ligantes livres e apresentam citotoxicidade relevantes para

combater as células de melanoma humana A375.
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