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RESUMO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE COMPLEXOS DE EU (1II) COM LI-
GANTES DICETONA E DIFERENTES FENANTROLINAS: APLICACOES
ANTITUMORAIS E INTERACOES COM BIOMOLECULAS. Nesta tese, fo-
ram sintetizados e caracterizados quatro complexos a base de Eu(IIl) com ligantes
dibenzoilmetano (DBM) e diferentes fenantrolinas PH (4,7-difenil-1,10-fenantro-
lina); NON (/1,2,5]oxadiazolo[3'4'":5,6]pirazina[2,3-f][1,10]fenantrolina); CN
(pirazina[2,3-f][1,10]fenantrolina-2,3-dicarbonitrila]) e BrF (10-bromo-12-fluo-
rodipirido[3,2-a:2',3"-c[fenazina). As caracterizacoes foram realizadas por meio
de técnicas como difracdo de raios X, analise elementar (CHN), condutividade
molar, susceptibilidade magnética e espectroscopia (UV-Vis, IV, RMN 1D e 2D,
e fluorescéncia). A citotoxicidade dos ligantes e dos complexos foram avaliadas
frente a linhagens celulares tumorais de pulmdo (A549), prostata (DU-145),
mama triplo negativa (MDA-MB-231) e ovario resistente a cisplatina (A2780cis),
além de uma linhagem n3o tumoral de pulmao (MRC-5). Os complexos demons-
traram elevada capacidade em afetar a viabilidade celular, equiparavel ou superior
a do farmaco padrdo cisplatina. Dentre eles, destacaram-se os complexos
Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF, que apresentaram valores expressivos de ICsyp na
linhagem A2780cis (0,850 uM e 3,57 uM, respectivamente) e indices de seletivi-
dade de 59,0 e 14,0, respectivamente. O mecanismo de morte celular para a linha-
gem A2780cis foi caracterizado como apoptotico, evidenciado por ensaios mor-
foldgicos, clonogénicos e de citometria de fluxo. Nos ensaios de citotoxicidade
em modelos tridimensionais (3D), os complexos demonstraram capacidade de ini-
bicao do crescimento de esferoides tumorais. O complexo Eu(DBM);PH apresen-
tou acdo citostatica, inibindo o crescimento celular ja na menor concentragao tes-
tada (0,78 uM). Por outro lado, o complexo Eu(DBM);BrF agiu de forma tanto
dose como tempo dependente, inibindo o crescimento celular em 6,25 uM apds

96 horas. Para investigar os possiveis alvos biomoleculares desses complexos,
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foram realizados ensaios de interacdo com biomoléculas classicas, como DNA e
as enzimas Topoisomerases. Em relacdo ao DNA, os complexos exibiram intera-
¢ao predominante no sulco menor, com destaque para o complexo Eu(DBM);PH,
que apresentou capacidade de supressao de 84,4% do corante Hoechst 33258. Nos
ensaios com a isoforma TOPOIla, todos os complexos, exceto Eu(DBM);CN, de-
monstraram atividade inibitoria a 20 pM. Além disso, a seletividade observada
indicou que os complexos atuam como potenciais inibidores cataliticos da TO-
POII, distinguindo-se de venenos da enzima, como a etoposideo. Os complexos
também demonstraram a capacidade de serem biologicamente transportados,
apresentando constantes de liga¢do (Kb) intermedidrias a fortes, na faixa de 10° a
10, com a proteina sérica humana HSA. Os resultados obtidos neste trabalho de-
monstram o potencial promissor dos complexos de Eu(IIl) com ligantes dicetonas
e fenantrolinas no campo das aplicagdes antitumorais, evidenciando a seletividade

e eficacia em modelos celulares tumorais.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF EU(IIT) COMPLEXES WITH
B-DIKETONE LIGANDS AND DIFFERENT PHENANTHROLINES: ANTI-
TUMOR APPLICATIONS AND INTERACTIONS WITH BIOMOLECULES.
In this work, four Eu(Ill)-based complexes were synthesized and characterized
using the dibenzoylmethane (DBM) ligand and various phenanthrolines, PH (4,7-
diphenyl-1,10-phenanthroline); NON ([1,2,5]oxadiazolo[3',4":5,6]pyrazino[2,3-
f][1,10]phenanthroline); CN (pyrazino[2,3-f][1,10]phenanthroline-2,3-dicarboni-
trile); and BrF (10-bromo-12-fluorodipyrido[3,2-a:2',3'-c]phenazine). Characteri-
zation was performed using techniques such as X-ray diffraction, elemental anal-
ysis (CHN), molar conductivity, magnetic susceptibility, and spectroscopy (U V-
Vis, IR, 1D and 2D NMR, and fluorescence). The cytotoxicity of the ligands and
complexes was evaluated against tumor cell lines, including lung (A549), prostate
(DU-145), triple-negative breast cancer (MDA-MB-231), and cisplatin-resistant
ovarian cancer (A2780cis), as well as a non-tumor lung cell line (MRC-5). The
complexes demonstrated high inhibitory activity, often comparable to or exceed-
ing that of the standard drug cisplatin. Among the tested compounds, the
Eu(DBM);PH and Eu(DBM);BrF complexes stood out, displaying remarkable
ICsp values of 0.850 uM and 3.57 uM, respectively, in the A2780cis cell line, with
selectivity indices of 59.0 and 14.0, respectively. The mechanism of cell death in
the A2780cis cell line was characterized as apoptotic, supported by morphologi-
cal, clonogenic, and flow cytometry assays. In 3D cytotoxicity assays, the com-
plexes demonstrated the ability to inhibit the growth of tumor spheroids. The
Eu(DBM);PH complex showed cytostatic activity, preventing cellular growth
even at the lowest tested concentration (0.78 uM). Conversely, the Eu(DBM);BrF
complex exhibited dose- and time-dependent behavior, inhibiting cell growth at
6.25 uM after 96 hours. To investigate potential biomolecular targets, interaction

studies were conducted with classical biomolecules such as DNA and
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Topoisomerase enzymes. Regarding DNA, the complexes predominantly inter-
acted with the minor groove, with Eu(DBM);PH achieving an 84.4% suppression
of the Hoechst 33258 dye. In Topoisomerase Ila (TOPOIla) inhibition assays, all
complexes except Eu(DBM);CN showed inhibitory activity at 20 uM. Moreover,
the observed selectivity suggested that these complexes act as potential catalytic
inhibitors of TOPOII, distinguishing themselves from enzyme poisons like etopo-
side. The complexes also demonstrated the ability to be biologically transported,
showing intermediate to strong binding constants (Kb) in the range of 10°-10°
with human serum albumin (HSA). The obtained results in this thesis demonstrate
the promising potential of Eu(IIl) complexes with diketone and phenanthroline
ligands in the field of antitumor applications, highlighting their selectivity and

efficacy in tumor cell models

XX1V



1.

Sumario

Sumario

INTRODUGCAO.........c.coiiiieeee e 1
1.1. Cancer € Sua INCIACINCIA.......cuuiieiiiiiie et 1
1.2. Metalofarmacos como agentes antitUmoralS. ........ccovveerriveerireesnneesnneeens 3
1.3. Complexos de Eu (III), quimica e aplicagdes anticancer........................ 8
1.4. Planejamento estrutural, ligantes O’O” € N'N”.......cooeviiiiiiiniiieennnnn, 16

OBJETIVOS....cco ettt e nnaee s 26
2.1, ODBJEtIVO ETaAL......eiiiiiiiiiieiiie e 26
2.2, ODbJetivos €SPECITICOS ..uvvviiirieiiieiiiie i 26

MATERIAIS E METODOS.......cooiiiiiiieieeneeeseesesesesesssssesssssesees 28
3.1. Solventes, Reagentes € SINtESES.......ccevruriiriiiiriiiiiiiiee i 28
3.2, Sintese dos IIZANTES ......vvviiviiiiiieiii e 29
3.3, Sintese dOS COMPIEXOS ...oeiuveririieeiiiieiiee e 30
3.4, MeEtodos INStrUMENTALS . ....cceiiuviiieiiiiie et 32

3.4.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

32
3.4.2. Voltametria ciclica........cccocvviiiiiiiiiiiiiie e, 32
3.4.3. Espectroscopia eletronica na regido do UV-Visivel... 33

3.4.4. Andlise via técnica de Espalhamento Dindmico de Luz

(DLS) 33

XXV



Sumario

3.4.5. Espectroscopia de Fluorescéncia .........cccoocvvriiiveennnnnnn 34
3.4.6. Rendimento Quantico Absoluto..........cccvvvveervinvnnnnn. 34
3.4.7. Tempo de vida de EmiSSA0 (Tem) «ovvveerrveeervrrrnneeninnens 35
3.4.8. Ressonancia magnética nuclear (RMN)..................... 35
3.4.9. Andlise Elementar (CHN)........ccccciviiiiiiiiiiiiiiieee, 35
3.4.10. Medidas de condutividade molar.............cccceevuveennnne 35
3.4.11. Medidas de Susceptibilidade Magnética.................... 36
3.4.12. Difrac¢ao de Raios X de monocristal ....................... 37
3.4.13. Lipofilicidade (Coeficiente de particao log P)........... 37

3.4.14. Estudos teodricos estruturais via TD-DFT e processos de

transferéncias de ENETZIAS .......cuvvvirrieiiereiiie e 38

3.5. INTERACOES COM BIOMOLECULAS ......vvvvreereeseeeserseeersseeeen 39

3.5.1. Interacdo com o ct-DNA via espectroscopia na regiao do

ultravioleta VISIVEl (UV-VIS).....ooiiiiiiiiiiiiiie e 39
3.5.2. Interacdo com Albumina Soro Humano (HSA)......... 40
3.5.3. Ensaio de competicao com Hoechst 33258 ............... 41

3.5.4. Interacdo com plasmideo superenovelado (pUC19) via

eletroforese 42
3.5.5. Inibicao TOPO Ila, IIB e IP via eletroforese.............. 42
3.5.6. Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) ............. 43
3.5.7. Medidas de Viscosidade Relativa ...........cccceevviveennnne 43
3.6.  ENSAIOS BIOLOGICOS .....ovoiviiirrieiinnicinessseessessssessssssssasesesen 44
3.6.1. Linhagens celulares..........c.ccccovviiiiiiiiiiiniiic e 44

3.6.2. Ensaio colorimétrico de citotoxicidade celular (MTT)

45



Sumario

3.6.3. Ensaio de sobrevivéncia clonogénica .............ccoc.eee... 45
3.6.4. Ensaio de Morfologia celular campo claro e PI......... 46
3.6.5. Ensaio de morfologia celular por fluorescéncia (Green

plasma/DAPI) 46
3.6.6. Ensaio ciclo celular..........cccooiiiiiiiiie, 47
3.6.7. Ensaio apoptose via citometria de fluxo.................... 48
3.6.8. Ensaio de cultura celular 3D .........cccoeviiiviiiiiicnn, 48
4. RESULTADOS E DISCUSSAO .......ccooonirmimiiniiiiincieissinsiseisssaseeen 50
4.1. Sinteses e caracterizacdoes dos [IZantes ...........cccevvvverieiinie e 50
4.2. Sinteses e caracterizacoes dos COMPIEXO0S ......vvvrivvverieriiieeiiiieneeeee 58
4.2.1. Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

(Iv) 62
4.2.2. Caracterizacdes via Ressondncia Magnética dos

Complexos 68
4.2.3. Espectroscopia na regido do Ultravioleta Visivel (UV-

Vis) 77
4.2.4. Espectroscopia de Luminescéncia e dados Fotofisicos

82
4.2.5. Descrigao dos cristais obtidos por difragdo de raios X

85
4.2.6. Calculos teodricos, TD-DFT e energias de transferéncias

L-M 88
4.2.7. Estabilidade e verificagdo da emissao dos complexos
em meio de cultura e tampao fosfato (PBS)......ccccccvvviiiiiiiii e, 98

XXV1l



Sumario

4.3. Analise da atividade citotoxica em modelos celulares 2D e 3D, e dos

mMecaniSMOS A€ MOTLE CEIULAT. ... vvn ittt e et e e e e e e eeens 105

4.4. Interagdes com biomoléculas por técnicas espectroscopicas, viscosidade

oe) (S50 ) (0] (<R < TRT TP TR URRTRRTRRPRR 126

4.4.1. Ensaio de inibicao das topoisomerases via eletroforese

136

4.4.2. Interagdo com a proteina albumina de sangue humano

via fluorescéncia 140

Consideracoes FInais .................ccociiiiiiii i 145
CONCLUSOES .......ocoooioiieeeee et es et ss sttt n e 149
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............cccoooviiiveieseesinsiensins 151
12N g D\ 1) (0 TP 162

XXVIil



Introducao
@ >

1. INTRODUCAO

1.1. Cancer e sua incidéncia

O cancer perfaz um conjunto de mais de cem doencas, que sdo ca-
racterizadas por sua heterogeneidade, exibir diferentes origens e levar a diversos
prognosticos. Essa problematica ndo € nova, as evidéncias mais antigas da doenga
foram encontradas em restos mortais de uma mulher egipcia de 4.200 anos, se
tratando de uma doenca tao antiga ndo € surpresa o surgimento de varios trata-
mentos ao decorrer da historia'-2,

Com a evolugdo da sociedade, observa-se que o cancer também se
adaptou, e diversos fatores contribuem para os elevados indices de incidéncia e
mortalidade a cada ano. Entre esses fatores, destacam-se a heranga genética, mu-
tagdes genéticas ou epigenéticas associadas a doenga, além da idade, uma vez que
as pessoas estdo vivendo mais e, consequentemente, podem desenvolver a enfer-
midade. Fatores externos, como habitos de vida, também desempenham um papel
importante, incluindo o tabagismo, o abuso de alcool, dietas inadequadas e expo-
si¢des naturais ou ocupacionais a um determinado ambiente?.

O impacto do cancer em nivel mundial em 2020 foi alarmante, com
um total de 19,3 milhdes de novos casos registrados, de acordo com o Global
Cancer Observatory e a International Agency for Research on Cancer. Estima-se
que um em cada cinco individuos desenvolvera a doenga ao longo da vida. Os dez
tipos de cancer mais comuns representam 60% do total de novos casos. Entre eles,
destacam-se o cancer de mama feminino, com 11,7% (2,3 milhdes), seguido pelo
cancer de pulmao (11,4%, 2,2 milhdes), cancer de célon e reto (10%, 1,9 milhao),
cancer de prostata (7,3%, 1,4 milhdo) e cancer de pele ndo melanoma, com 6,2%
(1,2 milhdo). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que, no

triénio de 2023 a 2025, ocorrerdo aproximadamente 704 mil novos casos.>.
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Mas o que explica a alta incidéncia e as mortes causadas pelo cancer

a cada ano? A resposta esta na caracteristica marcante dessa doenca: a "metés-
tase". Trata-se da capacidade das células cancerosas de formar tumores secunda-
rios em tecidos ou orgdos adjacentes ou até mesmo a longas distancias. Embora
os mecanismos envolvidos na metéastase ainda sejam pouco compreendidos, essa
propriedade ¢ frequentemente vista como uma das principais falhas das terapias
anticancer, contribuindo para as elevadas taxas de mortalidade, que ultrapassam
90% em alguns casos. O desenvolvimento da metéastase envolve um processo
complexo e ainda pouco compreendido. Onde células tumorais precisam deixar
seu ambiente primario, circular pela corrente sanguinea, suportar a pressao dos
vasos sanguineos, adaptar-se a um novo sistema celular secundario (um processo
chamado extravasamento) e, por fim, escapar da a¢do do sistema imunolégico,

para entdo se desenvolverem em um novo local.*. Fig 1.

PRIMARY
TUMOR

Basement METASTATIC

membrane

Figura 1. Processo de metastase aonde as células tumorais invadem a matriz ex-
tracelular, entram na corrente sanguinea, extravasam e invadem tecidos vizinhos

ou a longas distancias. Adaptado de Sergi°.
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Com base nas informacdes apresentadas até o momento, a melhor

forma de prevenir o desenvolvimento acentuado dessas células € por meio de di-
agnosticos rapidos e no investimento em pesquisa de novos farmacos e terapias
eficazes no combate a proliferacdo tumoral. Nesse sentido, tem-se observado
avancos significativos nos tratamentos para diferentes estagios da doenga, inclu-
indo cirurgia, radioterapia, imunoterapia, terapia hormonal, transplante de medula
Ossea e quimioterapia. Os tratamentos cldssicos, como cirurgia, radioterapia e a
administragdo de farmacos quimioterapicos, continuam a ser fundamentais na luta
contra o cancer.

Dado o objetivo deste trabalho, dard se énfase a quimioterapia, que
envolve o desenvolvimento de compostos com atividade antitumoral. Um dos
marcos que trouxe destaque a quimica inorganica na oncologia foi a descoberta
das propriedades anticancerigenas da cisplatina pelo Dr. Barnett Rosenberg em
1965. No entanto, a cisplatina so foi introduzida como agente quimioterapico em
1978. Desde entdo, tem sido amplamente utilizada no tratamento de diversas ne-
oplasias malignas, incluindo canceres de ovario, colo do utero, testiculo, cabeca e

pescoco, além de outros tumores solidos’.

1.2. Metalofarmacos como agentes antitumorais

Os metalofarmacos tém sido utilizados ha séculos, mas somente com
os avangos recentes em metodologias e técnicas, tornou-se possivel avaliar e ca-
racterizar de forma mais precisa os possiveis mecanismos de agao desses compos-
tos. A quimioterapia moderna teve inicio com a descoberta das propriedades do

" conhecido como Salvarsan, no tratamento da sifilis,

3-amino-4-hidroxifenil-As
e posteriormente com as propriedades antitumorais da cisplatina. Desde entdo,
compostos a base de metais tém sido aplicados em um amplo espectro de terapias,

incluindo agentes anticancer, antimicrobianos e antivirais. No entanto, apenas
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uma pequena parte desses compostos alcanca sucesso em testes clinicos e poste-

riormente sua disponibilidade nas prateleiras®.

Uma das principais causas do insucesso nos tratamentos ¢ a presenca
de efeitos colaterais severos aos pacientes. Por exemplo, a cisplatina apresenta
diversos efeitos adversos graves, como nefrotoxicidade, ototoxicidade, neuroto-
xicidade, toxicidade gastrointestinal e hematologica, dentre outros, o que infeliz-
mente reduz a qualidade de vida dos pacientes submetidos ao tratamento®. Um
dos maiores problemas da cisplatina ¢ sua falta de especificidade, ou seja, ela age
tanto em cé¢lulas tumorais quanto em células saudaveis. Para melhorar essas limi-
tagdes, houve uma mudanca no design dos complexos propostos, resultando no
desenvolvimento dos complexos a base de Pt**, conhecidos como compostos de

segunda geracao. Fig 2.

satraplatina

Heptaplatina

Figura 2. Complexos a base de Pt (II) aprovados para tratamentos contra o cancer.
Destaca-se a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina aprovados no mundo inteiro.
Nedaplatina (Japao), lobaplatina (China), heptaplatina (Coréia do Sul) e satrapla-

tina (em testes clinicos)’?,.
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As mudangas estruturais buscavam diminuir a reatividade da cispla-

tina, propriedade contrastada na falta de especificidade celular. Resumidamente,
o mecanismo de acgdo da cisplatina envolve a formacdo de uma espécie
[Pt(NH3)2]**, que se liga covalentemente as bases nitrogenadas do acido desoxir-
ribonucleico (DNA), especificamente nas bases guanina e adenina, formando adu-
tos covalentes intra fita 1,2- ou 1,3-. Esses adutos DNA-Pt (II), resultam na inter-
rup¢ao da replicagdo do DNA e, consequentemente, na inibicdo da transcricao,
parada do ciclo celular, tentativa de reparo do DNA e por fim, apoptose, que € a
morte celular programada’’.

Todos esses processos tém origem em uma parte fundamental do
complexo, os ligantes cloretos. No meio intracelular, que possui baixas concen-
tragdes de CI-, esses ligantes atuam como grupos abandonadores, resultando na
formagao de um aqua-complexo reativo. Com base nesse conceito, pesquisas So-
bre farmacos anticancer a base de platina concentraram-se na substitui¢cao dos li-
gantes cloretos por outros menos labeis, buscando modular a citotoxicidade asso-
ciada a cisplatina (Fig. 2). Um exemplo € a carboplatina (aprovada em 1989), que
incorpora um anel quelato do tipo dicarboxilato, proporcionando maior estabili-
dade ao complexo e exibindo menos toxicidade, além de reduzir efeitos colaterais
como ototoxicidade (danos aos ouvidos) e nefrotoxicidade (danos aos rins)®.

Outro destaque ¢ o complexo satraplatina, cuja vantagem ¢ a admi-
nistracao oral, o que ¢ mais conveniente para o paciente e reduz os custos do tra-
tamento. O composto possui platina na forma Pt*', que, ao entrar na corrente san-
guinea, ¢ reduzida para Pt** por meio de proteinas redox, formando o complexo
ativo. Atualmente, este fArmaco estd em fase de testes clinicos para diversos tipos
de cancer”?.

No entanto, um dos grandes desafios enfrentados pelos metalofarma-
cos a base de platina ¢ a resisténcia intrinseca ou adquirida aos tratamentos. Estu-
dos mostram que mesmo as terapias mais eficazes perdem sua eficacia ao longo

do tratamento, o que torna imprescindivel a pesquisa continua sobre os
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mecanismos de a¢ao desses complexos. Nesse contexto, a terapia combinada, ou

“coquetel”, que envolve a administragdo de dois ou mais medicamentos, tem se
mostrado uma abordagem promissora. O efeito aditivo de diferentes agentes re-
sulta em mecanismos de agdo variados, como alvos biomoleculares e diferentes
vias metabdlicas’.

Além dos amplamente estudados complexos a base de platina, os
complexos metalicos de ruténio também ganharam destaque na terapia anticancer
desde a década de 1990. Uma das principais vantagens dos complexos a base de
ruténio ¢ sua eficacia contra metastases, além de seu amplo espectro de acao con-
tra diversos tipos de cancer. Entre os complexos de ruténio mais promissores ou
J4 ndo mais, estio o NAMI-A, o KP1019 e o NKP-1339, sendo que apenas o ul-
timo permanece em fases de testes clinicos nos EUA para o tratamento de cancer

de pancreas, gastrico e colorretal.?. Fig 3.

TLD-1433

TOOKAD Lutrin

Figura 3. Complexos aprovados para testes clinicos como quimioterapicos, exceto

0 NAMI-A que nao alcangou os resultados esperados.
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Outra area que tem recebido bastante atencdo nos Ultimos anos € a

fototerapia, voltada para o desenvolvimento de espécies com propriedades fotos-
sensibilizantes. Esses complexos sdo capazes de gerar espécies reativas de oxigé-
nio (ROS, Reactive Oxygen Species), que induzem a morte celular apos serem
ativados pela luz. A grande vantagem dessa terapia ¢ o controle preciso sobre onde
o fotossensibilizante atuard, pois, a luz ¢ direcionada apenas ao tecido onde o tu-
mor estd se desenvolvendo. Isso resulta em uma significativa reducao dos efeitos
colaterais, uma vez que, normalmente, esses complexos ndo apresentam citotoxi-
cidade sem a exposi¢do a luz’.

A Terapia Fotodinamica (PDT do inglés photodynamic therapy) ¢ um
tratamento em duas etapas, no qual um agente fotossensibilizador (PS = photo-
sensibilizer) ¢ administrado de forma tdpica ou intravenosa. Apods algumas horas
ou dias, a area a ser tratada ¢ irradiada com luz de um comprimento de onda es-
pecifico. Como a luz precisa penetrar em camadas mais profundas dos tecidos, a
luz vermelha ¢ geralmente a escolhida, o que torna essencial que as espécies fo-
tossensibilizadoras tenham propriedades de absor¢ao nessa faixa de luz. A luz atua
como agente ativador da molécula fotossensivel, que, em seu estado tripleto exci-
tado, transfere energia para moléculas de oxigénio, gerando oxigénio singleto al-
tamente reativo ('O2) nas cé€lulas tumorais. Esse processo desencadeia a formagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS =reactive oxygen species) em cascata, que
reagem com componentes celulares, levando a vasoconstri¢do, agregacao plaque-
taria, coagulagio e, finalmente, a oclusdo vascular do tumor’.

E importante destacar fotossensibilizadores promissores na area,
como o TLD-1433, TOOKAD e o Lutrin (Fig. 3). O complexo mononuclear
tris(polipiridil) de ruténio (II) demonstra um forte efeito dinamico quando exci-
tado a 530 nm, apresentando significativa atividade contra neoplasias de célon e
tumores cerebrais do tipo glioma em estudos in vitro. Em testes in vivo, utilizando
modelos de camundongos tratados com células de carcinoma de colon murino

CT26.WT e TLD-1433, a fotossensibilizagao resultou em uma destrui¢cao tumoral
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significativa, além de aumentar o tempo de sobrevivéncia dos animais. O TLD-

1433 se encontra em Fase I1 de testes clinicos para pacientes com cancer muscular
de bexiga ndo invasivo’.

Complexos a base de lantanideos sdo amplamente aplicados na Tera-
pia Fotodinamica (PDT), pois a conversado intersistemas de seus estados tripletos
sdo facilitadas pelo efeito do &tomo pesado. Uma vasta gama de complexos com
esses metais, associados a ligantes como porfirinas ou seus analogos, estao sendo
desenvolvidas. Um exemplo € o complexo de lutécio com ligante do tipo texafirin
(Lutrin), que atualmente se encontra na fase I de testes clinicos para o tratamento
de cancer de prostatal. Desses PS comentados até o momento somente o TO-
OKAD se encontra aprovado em todos os testes e comercializado para o trata-
mento de cancer de prostata localizado, nos E.U.A., Israel e Europa (Fig 3). Por
fim, para acompanhar em que fase de testes clinicos desses e outros metalofarma-
cos, basta acessar a base de dados National Clinical Trials (https://www.clinical-

trials.gov/)°.

1.3. Complexos de Eu (I11), quimica e aplicacbes anticancer

Como ja mencionado, os compostos terapéuticos a base de metais
possuem caracteristicas ¢ vantagens unicas, oferecendo uma versatilidade estru-
tural e eletrOnicas notdveis. Esses compostos apresentam uma ampla gama de es-
tados de oxidacdo, geometrias de coordenacdo e a capacidade de modificar ligan-
tes na esfera de coordenagdo. Os complexos metalicos muitas vezes atuam como
pro-farmacos, ou seja, sdo ativados ao longo de seu percurso ou diretamente no
local alvo. Essa ativacao pode envolver a dissociagdao ou substituicao de ligantes
labeis, como no caso da cisplatina, a abertura de anéis quelatos ou mudangas no
estado de oxidagdo, tanto do metal quanto dos ligantes. Além disso, estimulos
externos, como luz ou outros tipos de radiagao, também podem ser utilizados para

ativar seletivamente os metalofarmacos no local desejado®.
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Um dos grupos que atualmente veem recebendo notoriedade por

apresentarem varias dessas vantagens sao os dos lantanideos, esses metais apre-
sentam propriedades fisico e quimicas diferentes at¢ mesmo dos metais de transi-
coes externa. Por exemplo, esses possuem excelentes estabilidades redox Ln (I11)
(Ln = Lantanideos), que os tornam altamente adequados para aplicacdes celulares
na presenca de moléculas bioldgicas redutoras como ascorbatos e tiois, além disso
possuem propriedades luminescentes Gnicas provindas de transi¢des como trans-
feréncia de carga 4f <> 5d e f« !,

N3ao ¢ de hoje que os lantanideos t€ém papeis fundamentais em areas
como de diagnosticos e terapias. Os complexos a base de gadolinio, como acido
gadopentético, conhecido como Magnevist e o acido gadotérico (Artirem), tem
papeis fundamentais na area de ressonancia magnética por imagem (MRI = mag-
netic ressonance imaging). Outras formas como nanoparticulas a base desses me-
tais vem sendo promissores agentes de imagens para diferentes tipos de cancer.
No entanto, as aplicagdes biomédicas desses tipos de compostos vao muito além
de seu uso como agentes terapéuticos e de imagem de rotina contra o cancer !.

Embora os metais da série compartilhem propriedades semelhantes,
como raios atdmicos e a formagao de complexos isoestruturais e isoeletronicos, o
foco sera dado ao ion Europio (I1I), escolhido para o desenvolvimento dos com-
plexos abordados neste estudo e suas posteriores aplicacoes.

O ion trivalente de Europio (III) exibe uma fluorescéncia intensa na
faixa do vermelho apos excitacdo no UV-Vis. Essa fotoluminescéncia € potencia-
lizada quando o ion estd coordenado a ligantes organicos, efeito conhecido como
“antena”, que sera discutido mais adiante. A luminescéncia do Eu (III) ¢ ampla-
mente estudada em varias areas, como no desenvolvimento de matrizes poliméri-
cas, vidros sol-gel, cristais liquidos e redes cristalinas metal-organicas (MOFs,
metal-organic frameworks), entre outras °.

O ion Eu (IIT) possui 60 elétrons, dos quais 6 estdo desemparelhados

nos orbitais 4f. Esses orbitais estio em uma camada mais interna e sao protegidos



Introducao
@ >

pelos orbitais 5s? e 5p°. Devido a essa maior protecao, as interagdes entre os orbi-

tais do ion e dos ligantes t€ém um carater altamente eletrostatico, exercendo apenas
mudancas conformacionais ¢ deformagdes de densidades eletronicas ao redor do
metal que podem favorecer o relaxamento de transi¢des proibidas. Por exemplo,
enquanto a fluorescéncia dos complexos de metais de transi¢do se manifesta em
bandas largas devido a forte sobreposicdo covalente entre o metal e ligante, os
complexos de europio exibem emissdes finas e caracteristicas, provenientes das
transicoes radiativas entre estados de energia do proprio metal, como as transigdes
5Do—>7F J

Os mecanismos de transferéncia ou efeito “antena” entre ligante e
metal ocorrem de trés maneiras:

a) O estado excitado S: do ligante transfere energia ndo radiativa para
um estado excitado de maior energia do metal (|4)), que decai ndo radiativamente
populando o estado emissor de menor energia (|2)), e este, por sua vez, decai ra-
diativamente para o estado fundamental;

b) Similar ao primeiro mecanismo, ocorre uma retro transferéncia
para o estado tripleto do ligante (T;), que entdo transfere energia para os estados
|3) ou |2) do Eu (I1I), resultando no decaimento radiativo para o estado fundamen-
tal;

¢) Ha um decaimento ndo radiativo do estado S; para o estado T; no
ligante via cruzamento intersistemas, que transfere a energia para os estados |3)
ou |2), os quais, por fim, decaem radiativamente para o estado fundamental do ion
metalico. Esse processo ¢ o mais comum para o Eu (III) e caracterizado como

efeito “antena”!”. Fig 4.

10
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Figura 4. Resumo dos mecanismos de transferéncias de energias entre ligantes e

Eu (11112,

Em teoria sdo esperadas sete transi¢des do tipo *Do—'Fonde J € re-
ferente ao numero quantico angular total que indica a orientacdo do spin € o mo-
mento angular total. Os possiveis valores de J sdao L + S (L = numero quantico
referente a0 momento angular do orbital e S = nimero quantico de spin total), L
+S,L+S-1,L+S-2,..., [L-S|. Entdo para um termo 'F (L= 3 ¢ S = 3) de menor
multiplicidade para o Eu (I11) s6 sdo possiveis os seguintes valores de J = 6, 5, 4,
3,2, 1, 0, amaioria dessas transi¢des sdo regidas por dipolo elétrico induzido. A
transicao de dipolo elétrico ocorre como consequéncia da interagdo do ion de
europio (III) com o ambiente ao seu redor, como os ligantes que tem a capacidade
de distorcer a simetria e relaxar regras de paridades, como a de Laporte, quando
as transi¢coes de mesma paridade, ou seja, f~f sdo proibidas. Por fim um resumo

dessas transi¢des sdo dadas na tabela 1°.
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Tabela 1. Resumos das transi¢des, intervalos, intensidades e quando essas transi-

¢des devem ocorrer para complexos de Eu (IIT) luminescentes!”

L Tipo de Intervalo Intensi- B
Transicao o " Observagoes
dipolo (nm) dade
5Dy —'Fo DE 570-585 mfrafor  Para simetrias do tipo Cp, Cny, € Cs
Independente do ambiente simé-
5Dy —'F1 DM 585-600 for i
rico
Hipersensivel, dependente do am-
5Dy —'F DE 610-630 for a mfor bient
iente
Do —'F3 DE 640-660 mfr a fr Transicdo proibida.
Dependente do ambiente, mas nédo
Do —'F4 DE 680-710 m a for )
hipersensivel
5Dy —'Fs DE 740-770 mfr Transicdo proibida
Do —'Fs DE 810-840 mfram Raramente medida e observada

* DE = dipolo elétrico magnético induzido; DM= transic¢do por dipolo magnético.

** mfr = muito fraca; fr = fraca; m = média; for = forte e mfor = muito forte

Devido a essas propriedades, especialmente no que se refere a lumi-
nescéncia, os complexos de eurdpio tém desempenhado um papel fundamental no
diagnostico e no combate ao cancer. Eles podem exibir propriedades teranosticas,
ou seja, podem ser desenvolvidos como metalofarmacos que sdo simultaneamente
citotoxicos e atuam como sondas fluorescentes.

Com base nas propriedades do ion de eurdpio (III), Dasari e colabo-
radores tém desenvolvido uma série de complexos com potenciais aplicagdes te-
ranosticas. Um dos complexos estudados, que possui ligantes do tipo dpq
(dipyrido[3,2-d:2’°,3’-f]quinoxalina) e 4,4,4-trifluoro-1-(2-naftil)-1,3-butanodi-
ona, apresentou dados fotofisicos ideais para uso como bio-sondas. Entre as prin-
cipais caracteristicas observadas estao o alto rendimento quantico, o longo tempo
de meia-vida e a fotoestabilidade, permitindo a visualizagdo da internalizagdo do
complexo tanto no citosol quanto no nucleo celular. Além disso, foi identificada

uma interacdo do complexo com o DNA, incluindo intercalagdo nos sulcos e

12
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parcial intercalagio na dupla hélice pelos anéis do ligante planar dpq. (Fig. 5a)'!.

Em outro estudo, focado em complexos bimetalicos de eurdpio com ligantes ter-
piridinas e acido tolfenamico, o mesmo grupo de pesquisadores demonstraram a
atividade anticancer dos complexos através da terapia fotodinamica (PDT), ao
mesmo tempo em que exploraram a fluorescéncia caracteristica do europio para
estudar o modo de acao dos complexos. (Fig. 5b). Essas descobertas ressaltam o
potencial desses complexos como agentes terapéuticos e diagndsticos na area on-

cologica'?.
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Figura 5. a) Complexo de eurdpio (III) com ligantes do tipo dicetona e fenantro-
lina, ilus-trando a capacidade de interagir com biomoléculas como o DNA, além
de des-tacar as propriedades fluorescentes do complexo, que permitem sua utili-
zagdo como sonda fluorescente.b) Complexos bimetalicos de eurdpio (III) com
ligantes terpiridinas e acido tolfenamico, que demonstram atividade fotodinamica
(PDT) contra células HelLa apds exposicdo a luz de 365 nm por 1 hora. Além

disso, esses complexos possuem a capacidade de atuar como sondas fluorescentes,

13
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proporcionando uma dupla funcionalidade terapé€utica e diagndstica. Adaptado de

Dasari e colaboradores'!'2,

Devido a grande versatilidade estrutural que os complexos a base de
europio oferecem, Chandra e colaboradores desenvolveram um sistema heterobi-
metalico, combinando a fluorescéncia do Eu(IIl) com a capacidade de formagao
de ligagdes covalentes dos complexos de platina, como o cis-PtCl.(DMSO). Es-
tudos iniciais demonstraram que esse complexo pode se ligar covalentemente ao
DNA no meio intracelular. A internalizacdo do complexo até o nucleo foi eviden-
ciada pela fluorescéncia caracteristica do europio, possibilitando o monitora-

mento de sua localizagio e interagdo com o DNA'". Fig 6.

l_:‘.AqualionEE

Figura 6. Mecanismo de a¢do do complexo Eu-Pt2, desenvolvido por Chandra e
colabo-radores. Ativagao do aqua complexo de platina no meio intracelular e li-
gacdo covalente ao DNA, internalizagdo celular fora verificada via microscopia

con-focal por fluorescéncia'.

A capacidade de transporte do complexo a base de eurdpio também
foi investigada por Li e colaboradores, que desenvolveram um sistema de pro-

farmaco fotoativado. Nesse caso, a parte responsavel pela atividade anticancer

14
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deriva de um complexo de ruténio(Il) constituido por ligantes bipiridinas, que, ao

ser irradiado com luz de 488 nm, promove a quebra da ponte Eu-cicleno. E inte-
ressante observar que, no escuro ou sem exposi¢ao a luz, o complexo ndo apre-
senta citotoxicidade significativa. No entanto, quando exposto a luz, os valores de
ICsp caem drasticamente de 277 para 32,5 uM na linhagem celular HeLLa. Em tes-
tes in vivo em linhagem tumoral do tipo colon (SW480) via xenotransplante em
camundongos, o complexo, ao ser irradiado no comprimento de onda mencio-
nado, mostrou uma redug¢do significativa no volume tumoral em comparagao ao

composto ndo irradiado de 26,8% para 77,3%, respectivamente'®. Fig 7.

1 e RuEUL ()

—s— RuEuL

b) <)

||. !
o
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Figura 7. Inibicdo do crescimento tumoral induzida por luz in vivo (a—c) e (d).
efeito de RuEuL (com ou sem ativagdo por luz azul) na inibi¢do do crescimento
tumoral em camundongos xenotransplantados com células tumorais SW480.
Quando os tumores atingiram um volume médio de 180 mm?, os camundongos
foram randomizados em trés grupos experimentais diferentes. Os camundongos
receberam (1) solugdo salina a 0,9%, (i1) 40 pg do complexo RuEuL, ou (ii1) 40
ug de RuEuL ativado por luz azul de 488 nm (RuEuL + hv) duas vezes por semana
via injecdo intratumoral. Trés vezes por semana, os volumes tumorais foram me-
didos e calculados usando a formula (comprimento x largura?)/2. No dia 21, os
camundongos foram sacrificados e seus tumores foram coletados e pesados. (a)
volume tumoral, (b) imagens representativas dos tumores € (¢) peso dos tumores.

(d) Imagem da ativagdo por luz azul de RuEuL e EuL (controle)'“.

15
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1.4. Planejamento estrutural, ligantes O°O” e N°’N”

Diante do discutido até o momento, o design dos complexos aborda-
dos neste trabalho teve dois principais objetivos: desenvolver compostos com alta
capacidade anticancer e explorar suas propriedades de fluorescéncia no meio ce-
lular, permitindo uma melhor compreensao de seus mecanismos de agdo. Para
isso, a escolha dos ligantes foi cuidadosamente planejada, levando em considera-
¢do possiveis efeitos sinérgicos que otimizem tanto a atividade terapéutica quanto
o comportamento luminescente dos complexos no ambiente celular.

Como ja mencionado, a quimica de coordenacao do ion Eu(IlI) apre-
senta um forte carater eletrostatico, classificando-o como um acido duro, de
acordo com a teoria dcido-base de Pearson'®. Dessa forma, a escolha dos ligantes
auxiliares foi estrategicamente orientada para proteger a esfera de coordenagdo do
ion, contra interagdes indesejadas, como a ligacdo com moléculas de agua. Essas
moléculas, que atuam como bases duras de Pearson através do atomo de oxigénio,
sdo conhecidas por desativar a fluorescéncia via acoplamento vibracional. Assim,
a protecdo contra essas interagoes ¢ essencial para preservar as propriedades lu-
minescentes do complexo!!!6,

No caso dos complexos a base de lantanideos, os ligantes do tipo 3-
dicetonas sdao amplamente utilizados, pois fornecem ligagdes altamente estaveis
devido ao seu carater anidnico apds a desprotonagdo do equilibrio ceto-enodlico.
Essa estabilidade ¢ crucial para manter a integridade do complexo e garantir suas

propriedades (Fig 8a).
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Figura 8. a) Desprotonac¢do do equilibrio ceto-enolico por meio de uma base do
ligante 1,3-difenilpropano-diona (DBM) antes da coordenagdo. b) Forgas de liga-
¢oes M-L de diferentes B-dicetonas frente ao Eu (II) onde DBM = 1,3-difenilpro-
pano-diona ou dibenzoilmetano; BFTA = 4,4,4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona
e TTA = 1-(2-tenoil)-3,3,3-trifluoroacetona. Adaptado de Nathalia e calaborado-

res!’.

Os substituintes presentes nesses ligantes também influenciam signi-
ficativamente na coordenacao. Por exemplo, grupos retiradores de densidade ele-
tronica, como o flaor, tendem a formar ligagdes metal-ligante (M-L) mais fracas
quando comparados a substituintes fenilicos. Isso ocorre porque ha uma redugao
da densidade eletronica no grupo carbonilico (C=0), diminuindo a capacidade de
doagao de elétrons do ligante para o metal e consequentemente a forca de ligagao
17 Fig 8b.

Manter ligantes estaveis na esfera de coordenagdo dos lantanideos €
crucial, uma vez que a disponibilidade de ions de lantanideos pode levar a com-
peticdo com o calcio [Ca (II)] em sistemas biologicos. Essa competicdo ocorre

devido a notavel similaridade entre esses ions em termos de raio i6nico (85-106
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pm do La ao Lu (IIT) e 86 pm para o célcio) e ligacdes de carater eletrostaticas, o

que pode resultar em inibi¢gdes do célcio em diversas moléculas, proteinas, enzi-
mas e processos celulares!®!?.

Outro papel fundamental desses ligantes, como as 3-dicetonas, € pro-
mover a formagao de complexos neutros na propor¢ao 3:1 [B-dicetona/Eu(III)].
Essa caracteristica ¢ essencial para facilitar a difusdo passiva dos compostos atra-
vés de membranas celulares, ja que complexos neutros apresentam maior lipofili-
cidade em comparagdo com aqueles que possuem carga. A maior lipofilicidade
permite que esses complexos interajam de forma mais eficaz com a bicamada li-
pidica das membranas, o que pode aumentar a sua biodisponibilidade e facilitar
sua internalizacdo em células. Esse fator ¢ particularmente importante no desen-
volvimento de metalofAirmacos, onde a eficiéncia de transporte e absorcao celular
influencia diretamente na eficacia terapéutica®.

A eficécia terapéutica estd intrinsecamente associada a capacidade de
um composto estabelecer interagdes especificas com biomoléculas envolvidas nos
processos de replicagdo de células neoplasicas. Nesse contexto, o DNA (acido
desoxirribonucleico) destaca-se como uma biomolécula alvo de particular inte-
resse, dado seu papel central na regulacdo e inicio dos processos de replicacao
celular. A interagdo direta com o DNA pode interferir em mecanismos de divisao
celular, o que o torna uma via promissora para o desenvolvimento de novas estra-
tégias terapéuticas, especialmente no tratamento de cancer.

Conforme discutido anteriormente, a cisplatina tem como principal
alvo o DNA, e seu mecanismo de ag¢ao ¢ mediado por ligagdes covalentes com as
bases nitrogenadas (ver topico 1.3). No entanto, cé€lulas tumorais podem desen-
volver resisténcia ao fArmaco, seja de forma intrinseca ou ao longo do tratamento.
Para superar essas resisténcias, uma abordagem eficaz envolve a exploragao de
diferentes tipos de interacdes com 0 DNA. Entre elas, a intercalagdo entre as fitas
duplas da molécula de DNA também ¢ alvo de bastante pesquisa, pois causa danos

estruturais irreversiveis, como fortes tor¢des angulares. Essas alteragdes
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estruturais comprometem fungdes essenciais da molécula, como a transcrigao, re-

plicacdo e o reparo da dupla hélice, bloqueando assim a proliferacao celular tu-
moral?!~2. Fig 9b.

Diante disso, um dos ligantes selecionados para compor a esfera de
coordenacdo dos complexos estudados sdo os derivados da 1,10-fenantrolina. Es-
ses ligantes possuem uma configuragdo estrutural altamente planar, com anéis
aromadticos que facilitam a intercalagdo com o DNA, resultando na formagao de
adutos estaveis. A estabilidade dessas interagdes € atribuida a redugdo da energia
resultante das transi¢des entre os orbitais do intercalador e as bases nitrogenadas
do DNA, um fenomeno favorecido pelos empilhamentos n-w entre as duas espé-
cies moleculares®*.

Entre as interagdes ndo covalentes, além da metalointercalacao, des-
tacam-se as interagdes nos sulcos do DNA (Fig. 9a) e as metaloinsercdes (Fig.

9¢c)>.

A) Interacio via Sulcos B) Intercalacio C) Insercio

Figura 9. Exemplificando os trés modos de interacdo possiveis para complexos
metalicos com a biomolécula de DNA. a) Interagdes via Sulcos, b) Intercalacao e

¢) Inser¢do. Adaptado de Zeglis e colaboradores?’.

A intercalacdo foi inicialmente postulada por Lerman, que sugeriu

que uma molécula poderia interagir com a hélice do DNA, causando a separagao
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e 0 deslocamento de um par de bases®®. Embora Lerman estivesse se referindo a

ligantes organicos, como as acridinas, o conceito pode ser facilmente aplicado aos
complexos metalicos. Semelhante aos intercaladores, os insertores possuem um
ligante aromatico planar que se insere entre as bases do DNA. No entanto, en-
quanto os metalointercaladores desenrolam o DNA e inserem seu ligante planar
entre dois pares de bases que permanecem intactos, os metaloinsertores deslocam
as bases de um unico par, com seu ligante planar, atuando como substituto no
empilhamento 7. Esse processo ndo provoca grandes alteragdes conformacionais
na estrutura geral da biomolécula®.

As interagdes nos sulcos do DNA, sejam maiores ou menores, Sao
consideradas interacoes intermoleculares reversiveis e de natureza relativamente
fraca, envolvendo forcas eletrostaticas e de Van der Waals. Elas ndo induzem mu-
dangas significativas na arquitetura do DNA, nem envolvem empilhamentos entre
as bases. Contudo, a natureza dos ligantes auxiliares pode amplificar o efeito in-
tercalador do complexo, uma vez que ocorre um efeito sinérgico entre a interca-
lagdo e as intera¢des nos sulcos?’.

Além de suas propriedades relacionadas ao mecanismo de acdo, as
fenantrolinas desempenham papéis estruturais fundamentais, pois possuem a ca-
pacidade de estabilizar complexos por meio de ligacdes polidentadas. No que diz
respeito a quimica de coordenagdo de compostos a base de eurdpio, ligantes poli-
aromaticos do tipo N’N”, podem atuar como excelentes cromoforos, funcionando
como ligantes "antenas" que contribuem para o aumento da luminescéncia dos
complexos. Os ions Eu(Ill) demonstram uma elevada afinidade por sitios de liga-
¢do que contém nitrogénio como atomo doador. Embora o nitrogénio seja consi-
derado uma base intermediaria (dura/mole) no conceito de Pearson, trata-se de um
atomo eletronegativo que apresenta grande facilidade para formar ligagdes fortes
com ions do sexto periodo!®2%,

Nesse contexto, foram escolhidas fenantrolinas com diferentes subs-

tituintes, visando avaliar se esses grupos funcionais podem promover efeitos
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sinérgicos tanto nas propriedades fisico-quimicas dos complexos estudados

quanto em seus modos de acdo frente a biomoléculas essenciais, diretamente en-

volvidas em processos de replicacdes celulares em células neoplasicas. Fig 10.

S SR
O N N

\ N \ N

o ‘0 ci & Y Q O&» m
Eu3* Eud* us* ud*
PH---Eu’®* NON---Eu?®* CN---Eu®* BrF---Eu3*

Figura 10. Diferentes fenantrolinas com seus respectivos substituintes, onde: PH
= 4,7-difenil-1,10-fenantrolinas, NON = [1,2,5]oxadiazolo[3',4":5,6]pirazina[2,3-
f][1,10]fenantrolina, CN = pirazina[2,3-f][1,10]fenantrolina-2,3-dicarbonitrila e
BrF = 10-bromo-12- fluorodipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina.

E importante destacar que alguns dos ligantes utilizados neste estudo
foram selecionados com base em suas propriedades citotoxicas ja conhecidas em
diferentes linhagens celulares, seja como espécies livres ou quando coordenados
a metais. A primeira evidéncia da citotoxicidade desses ligantes e seus respectivos
complexos com prata (I) foi apresentada pelo grupo de Compostos de Coordena-
¢do na Quimica Medicinal (CCQM), liderado pelo Prof. Dr. Fillipe Vieira Rocha.
Por exemplo, o ligante NON (Fig. 10) demonstrou altos valores de ICsy, com 0,53
uM em células de ovario resistentes a cisplatina (A2780cis) e 4,1 uM em células
de prostata (DU-145), além de ndo exibir seletividade quando comparado com
células ndo tumorais de pulmao (MRC-5), apresentando toxicidade elevada (ICs
= 0,59 uM). Apos a complexagdo com prata (I) em um sistema tri-coordenado
(Fig. 11), os dados de citotoxicidade mantiveram-se inalterados, sugerindo que o

ligante atua de forma semelhante tanto na sua forma livre quanto coordenado.
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Ja para o ligante CN (Fig. 10 e 11), foi observado um aumento da

citotoxicidade apds a complexacao com prata (I), embora, mais uma vez, a espe-
cificidade para células tumorais ndo tenha sido alcangada. Além disso, esses com-
plexos ndo demonstraram interacdes significativas com o DNA, apresentando in-
teragdes eletrostaticas intermediarias. Esse comportamento sugere que a mudanca
do centro metalico, visando disponibilizar novas geometrias de coordenagao,
pode ser uma estratégia interessante para melhorar a seletividade e a eficacia an-
ticancerigena®®. Nesse sentido, a explora¢do das propriedades fotoluminescentes
desses ligantes coordenados ao ion europio (III) abre novas possibilidades de es-

tudo e aplicacdo, tanto no contexto terapéutico quanto em técnicas de diagndstico.

N N
A) N/O\N B) N 7/
>\ /( _
N\ /N N\ /N
l ! I (N
Ag+ Ag+
I |
S S
HZNJ\NHZ HZNJ\NHZ

Figura 11. Diferentes complexos com ligantes fenantronilicos. a ¢ b) Complexos

tri-coordenados de prata (I) com ligantes NON e CN e tiouréia como ligante au-
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xiliar, ¢ e d) Complexos octaédricos de ruténio (II) com ligantes planares bipi-

ridinas, fenantrolinas e € NON e ¢) Complexos octaédricos de ruténio (II) com

ligantes planares bipiridinas e CN?*!

Em dois estudos distintos, Peng, Chen e seus colaboradores investi-
garam a capacidade de ligantes estendidos, coordenados a complexos de ruténio
(1), tanto do tipo bis(bipiridinicos) (Fig. 11c¢ e d) quanto bis(fenantrolinicos) (Fig.
11e), de interagir com biomoléculas como o DNA e a topoisomerase Ila. Nessas
pesquisas, demonstrou-se que os sistemas octaeédricos formados, com todos os
ligantes sendo planos, favoreceram a intercalagao com o DNA, conforme indicado
por testes de espectroscopia de absorcao e fluorescéncia.

Além disso, o complexo contendo o ligante CN (Fig. 11e) exibiu uma
atividade inibitoria significativa sobre a enzima topoisomerase Ila, com uma ini-
bicdo observada em uma concentragdo de 30 uM. Essa inibi¢do € particularmente
relevante, uma vez que as topoisomerases lla sdo enzimas superexpressas em cé-
lulas tumorais, desempenhando um papel crucial nos processos de replicacao ce-
lular®%3!,

Face ao exposto, o presente trabalho buscou desenvolver complexos
a base de Eu(IIl) com ligantes dicetona e variadas fenantrolinas, para aplicagdes
tanto na area de diagnostico, quanto de terapia, contra uma problematica que todo
ano causa milhares de incidéncia e mortes como o cancer. O design dos complexos
fora pensado para que cada espécie seja elas ligantes, substituintes ou ion, contri-
buissem para uma estrutura final de maneira positiva, como a busca por seletivi-
dade entre células tumorais e nao tumorais. Além disso tanto os dados de caracte-
rizacgoes, assim como estudos frente a biomoléculas classicas como DNA, familias
de enzimas como topoisomerases Ila, IIf e If visou entender os possiveis meca-
nismos de agdes desses complexos dentro das células.

Consequentemente as interacdes complexo-arquiteturas celulares fo-

ram exploradas de maneira robusta, conseguindo identificar o tipo de morte
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celular que os complexos causam vias técnicas como clonogénico, morfologias

celulares em campo claro e por fluorescéncia, ensaios de apoptose e ciclo celular
por técnicas como citometria de fluxo. Além disso os complexos mais promisso-
res foram submetidos a testes frente a uma técnica promissora, recentemente im-
plementada pelo grupo CCQM no Departamento de Quimica da Universidade Fe-
deral de Sao Carlos, que € o cultivo de células 3D.

Os modelos celulares 3D sdo interessantes pois recriam de forma
mais fiel a estrutura tridimensional dos tecidos humanos. Isso permite que as ce-
lulas adotem morfologias e comportamentos mais proximos dos que ocorrem in
vivo, incluindo interagdes célula-célula, além disso para modelos tumorais pode-
se ter a simulagdo de propriedades relevantes da doenca, tais como pH alterado,
hipdxia, processos como invasao celular e metastase ja que células tumorais 3D
“imitam” barreiras mecénicas e bioquimicas que as células tumorais encontram
ao invadir tecidos circundantes. Outra grande vantagem ¢ a redug¢do de modelos
animais, pois oferecem uma plataforma mais representativa para testes iniciais de
terapias e estudos de mecanismos de doengas, com maior relevancia para huma-
nos*,

Por fim um resumo estrutural dos compostos € exposto no Esquema

1 a seguir, bem como um resumo das propriedades de cada espécie que visam

potencializar as propriedades finais dos complexos:
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Emissao no vermelho ~612nm

-Efeito "antena"; ;
' -Possibilidade de interagoes com o DNA.;

-Ligante auxiliar;
-Fortes ligagdes M-O;
-Efeito "antena".

Eu(lll) centro de coordenagio = saturado; NH,
Quenching nao radiativo = quase zero;

N° de fotosensibilizantes = dobro.

Esquema 1. Design dos complexos, como as propriedades de cada fragmento e a
importan-cia de o centro metalico estar totalmente coordenada, afim de evitar su-

pressdes de fluorescéncia provindas de moléculas desativadoras, como solventes.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O trabalho teve como proposito a obtencao de complexos heterolép-
ticos de Eu(IlII), com ligantes dicetona e diferentes fenantrolinas, com proprieda-
des luminescentes para uso no auxilio da compreensao do modo de a¢do e com
elevadas propriedades citotdxicas visando superar ao menos uma das limitagdes

observadas nos metalofarmacos atualmente utilizados.

2.2. ODbjetivos especificos

> Sintetizar quatro complexos neutros a base de Eu(I1I) do tipo
[Eu(DBM);(fen)], onde DBM = Dibenzoilmetano e fen, onde fen = PH (4,7-dife-
nil-1,10-fenantrolina); NON ([1,2,5]oxadiazolo[3'4'":5,6]pirazina/2,3-
f1[1,10]fenantrolina); CN (pirazina[2,3-f][1, 10]fenantrolina-2,3-dicarboni-
trila]) e BrF (10-bromo-12-fluorodipirido/3,2-a:2',3'-c[fenazina),

> Caracterizar os complexos por diversas técnicas como UV-Vis,
Infravermelho, Condutividade molar, Susceptibilidade magnética, Voltametria ci-
clica, RMN tanto 1D quanto 2D, Fluorescéncia, Andlise elementar ¢ Difracdo de

raios X de monocristal (quando possivel a obtencao deles);

»  Estudar a estabilidade estrutural dos complexos nos solventes
utilizados nos ensaios, como DMSO, Tampao PBS e meio de cultura DMEM ou
RPMI;

> Determinar a citotoxicidade dos complexos em células tumo-

rais de pulmao, préstata, mama, e ovario e nao tumoral de pulmao;
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»  Avaliar como os complexos atuam nas mudangas da morfolo-
gia celular tanto em 2D quando 3D em campo claro e por fluorescéncia utilizando
marcadores de nucleo e membrana, estudos de sobrevivéncia clonogénica e ciclo

celular e consequentemente o mecanismo de morte celular;
> Realizar estudos frente a inibi¢cdes de biomoléculas como o

DNA e grupos de enzimas Topoisomerases, além de investigar a possibilidade

desses complexos de serem carreados via HSA.
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coes (Tabela 2), ndo passaram por tratamentos prévios.

MATERIAIS E METODOS

3.1. Solventes, Reagentes e Sinteses

>

Todos os reagentes e solventes utilizados nas sinteses e caracteriza-

Tabela 2. Reagentes e Solventes e suas respectivas procedéncias.

Reagente e Solvente

Procedéncia

Acetona
Brometo de Potassio
Dietil éter
Metanol P.A.
Etanol P.A.
Cloroférmio P.A.
Diclorometano P.A.
Dimetilsulfoxido (DMSO) P.A.
Acido Sulftrico
Acido Cloridrico
1-Octanol
Cloroférmio- d;
DMSO-ds
Acetona-de

Cloreto de Eurdpio (111) hexahidratado

Dibenzoilmetano
4,7-Difenil-1,10-fenantrolina

3-Bromo-1,2-diamina-5-fluorobenzeno

1,10-fenantrolina
3,4-Diaminofurazan
Diaminomaleonitrila
Bicarbonato de Sodio

Agarose

Synth
Sigma-Aldrich
Supelco
Synth
Synth
Synth
Synth
Synth
Synth
Synth
Sigma-Aldrich
AcrosOrganics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
GFS
Sigma-Aldrich
NEON
Sigma-Aldrich
TCI
NEON
KASVI
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calf thymus DNA (ct-DNA) Sigma-Aldrich
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich
Kit Topoisomerases Inspiralis
HSA Sigma-Aldrich
MTT Sigma-Aldrich
pUC19 DNA Thermoscientific

3.2. Sintese dos ligantes

Tanto o percursor fendiona (1,10-fenantrolina-5,6-diona), assim
como o ligante NON ([1,2,5]oxadiazolo[3',4".5,6]pirazina[2,3-f][1,10]fenantro-
lina) e CN pirazina[2,3-f][1,10]fenantrolina-2,3-dicarbonitrila] ja se encontravam
sintetizados, caracterizados e publicados®. Desse modo a descri¢do para esses

serd resumida como se segue:

Sintese do ligante fendiona (1,10-fenentrolina-5,6-diona): Rendimento: 78 %
(910,0 mg). Cor: Amarelo. "H RMN (400 MHz — CDCls-d1) 6 = 9,10 (dd, 2H),
0 = 8,49 (dd, 2H), 6 = 7,58 (dd, 2H).

Sintese do ligante NON ([1,2,5]oxadiazolo[3",4':5,6]pirazinal2,3-f][1,10]fenan-
trolina): Rendimento: 66% (174,0 mg). Cor: Amarelo. UV-Vis (DMSO; 10
M): 285-294 nm (n—n*); 352 nm (n—7*). IV (KBr; v/em™): v=3058-3016 (Ar-
CH), v=1597-1597 (C=C/C=N), v = 1443-1423 (C=N-0), B = 1025 (Ar-CH), y
= 608 (Ar-CH), y = 457 (C=C) cm™". '"H RMN (400 MHz — DMSO-ds) 6 = 9,49
(d, 2H), 6 =9,29 (d, 2H), 6 = 8,07 (dd, 2H).

Sintese do ligante CN pirazina[2,3-f][1,10]fenantrolina-2,3-dicarbonitrilaj:
Rendimento: 52% (137,0 mg); Cor: Marrom. . UV-Vis (DMSO; 10° M): 371
nm (n—7*), 353 nm (n—n*), 305 nm (n—n*). IV (KBr; v/em™): v=3111, 3068
(Ar-CH), v = 1586, 1379 (C=C/C=N), v = 2242 (CNqitila)), Y = 741 (Ar-CH), y =
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437 (C=C) cm’. 'H (400 MHz — CDCl;) 9,46 (dd, 2H), 9,41 (dd, 2H), 7,80
(dd,2H).

Sintese do ligante BrF (10-bromo-12-fluorodipiridof3,2-a:2',3"-c[fenazina):
Em um de baldo de 100 mL foi adicionado cerca de 333,8 mg (0,1590 mmol) do
percursor fendiona, o mesmo foi dissolvido em 50,00 mL de etanol a quente. Pos-
teriormente 326,0 mg (0,1590 mmol) da diamina (3-Bromo-1,2-diamina-5-fluo-
robenzeno) previamente dissolvida em pequena quantidade de etanol foi adicio-
nada a solug@o gota a gota, a reagdo se tornou escura € em poucas horas um pre-
cipitado amarelo foi formado. A solugdo foi deixada sob refluxo durante 24 horas.
Ao término o so6lido foi isolado por filtragdo em pressao reduzida, lavado com
etanol gelado. Rendimento: 66% (400,0 mg). Cor: Amarelo. UV-Vis (DMSO;
1075 M): 370 - 390 nm (n—n*). IV (KBr; v/em™): v = 3035-2876 (Ar-CH), v =
1611-1476 (C=C/C=N), v = 1217 (C-F), v= 1073 (C-Br), y = 733 (Ar-CH) cm..
"H RMN (400 MHz — CDCl;) 6 = 9,53 (dd, 1H), 8 = 9,44 (dd, 1H), § = 7,77 (td,
2H), 6 = 8,02 (dd, 1H), 6 = 7,85 (dd, 1H), 8 = 7,77 (dt, 2H).

3.3. Sintese dos complexos

As sinteses dos complexos seguiram os seguintes procedimentos sin-

téticos, com pequenas adaptacdes da literatura®3-*:

Sintese do complexo Eu(DBM);.PH: Em um balao de 50,00 mL foi adicionado
184,0 mg (0,08190 mmol) do ligante DBM (Dibenzoilmetano) em 10,00 mL de
etanol, em seguida 200,0 uL. de NH4OH, deixou-se a solu¢do em agitagdo até que
todo cheiro de amonia se dispersasse. Entdo na solucdo, se adicionou cerca de
90,70 mg (0,0273 mmol) do ligante PH (4,7-difenil-1,10-fenantrolina) e logo em
seguida gota a gota, previamente dissolvido em etanol a quente o sal de

EuCl;.6H,O (100,0 mg, 0,0273 mmol) foi acrescentado. Assim que se iniciou a
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adicao do sal um precipitado branco foi formado, a solu¢dao entdo ficou sob re-
fluxo durante 2 horas e posteriormente em temperatura ambiente até o dia poste-
rior. O solido foi isolado por filtragdo em pressao reduzida, lavado com etanol e
agua para tirar resquicios da base adicionada e do sal metalico. Rendimento: 92%
(290,5 mg). Cor: Branco. pesr: 7,65 ug em 298 K. Condutividade Molar (Awm)
em DMSO em 298 K: 2,83 Scm? mol!. UV-Vis (DMSO; 105 M): 355 nm (n
—7* do C=0 (DBM)). IV (KBr; v/em™): v=3128-2944 (Ar-CH), v=1577-1404
(C=C/C=N), v = 1593 (C=0), y = 720 (Ar-CH), v = 514 (Eu-O) cm’'. '"TH RMN
(400 MHz — Acetona-dg) 6 = 13,42 (s, 2H), 6 = 10,27 (s, 2H), 6 = 9,48 (s, 2H), 0
=9,27 (s, 4H), 6 = 8,45 (s, 4H), 6 = 8,17 (s, 2H), 6 = 6,92 (s, 18H), 6 = 6,40 (s,
12H), 6 = 3,23 (s, 3H).

Sintese do complexo Eu(DBM);. NON: A sintese seguiu-se de maneira analoga
ao item anterior (3.1.1.1.). 100,0 uL. de NH4OH em 118,0 mg (0,0525 mmol) de
DBM. Posteriormente seguiu-se respectivamente 48,00 mg (0,0175 mmol) do
NON e 64,10 mg (0,0175 mmol) de EuCl;.6H,O. Rendimento: 78% (150,0 mg).
Cor: Roxo. etz 7,18 pugem 298 K. Condutividade Molar (Am) em DMSO em
298 K: 3,70 Scm? mol!. UV-Vis (DMSO; 105 M): 284-294 nm (1 —7*non));
354 nm (m —>7*ppm) + 1T o). IV (KBr; viem™): v=3127-2934 (Ar-CH), v
=1567-1447 (C=C/C=N), v= 1596 (C=0), v = 1342 (CNO), y =752 (Ar-CH), v
= 505 (Eu-0), y = 455 (Ar-C=C) cm’'. '"H RMN (400 MHz — Acetona-de) 6 =
12,66 (s, 4H), 6 = 9,97 (s, 2H), 6 = 6,82 (s, 18H), 6 = 6,03 (s, 12H).

Sintese do complexo Eu(DBM);.CN: A sintese seguiu-se de maneira analoga ao
item anterior (3.1.1.1.). 100,0 uL de NH4OH em 144,0 mg (0,0642 mmol) de
DBM, consequentemente o ligante CN (60,30 mg, 0,0214 mmol) e EuCl;.6H,O
(78,4 mg, 0,0214 mmol). Rendimento: Cor:.Amarelo per: 7,09 pg em 298 K.
Condutividade Molar (Am) em DMSO em 298 K: 3,02 Scm? mol!. UV-Vis
(DMSO; 10° M): 266 nm (n —7*cny); 355 nm (m —7*pem) + n—1¥cny). TV
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(KBr; v/iem): v = 3129-2947 (Ar-CH), v = 1552, 1519 (C=C/C=N), v = 1592
(C=0), v =2238 (CNpitila)), Y = 738 (Ar-CH), y =432 (C=C), v= 513 (Eu-O) cm
. TH RMN (400 MHz — Acetona-de) 5 = 12,63 (s, 2H), 6 = 12,48 (s, 2H), 10,02
(s, 2H), 8 =6,82 (s, 18H), 6 = 6,02 (s, 12H) 6 = 2,71 (s, 3H).

Sintese do complexo Eu(DBM);.BrF: A sintese seguiu-se o mesmo procedi-
mento do item anterior (3.1.1.1.). 200,0 uL. de NH4OH em 184,0 mg (0,0819
mmol) de DBM, BrF (103,0 mg, 0,0273 mmol) e (100,0 mg, 0,0273 mmol) de
EuCl;.6H,0. Rendimento: 96 % (315,7mg). Cor: Amarelo claro. pes: 7,31 pug
em 298 K. Condutividade Molar (Am) em DMSO em 298 K: 4,10 Scm? mol™'.
UV-Vis (DMSO; 10~ M): 356 nm (t —7t*ppm) + —7* @) 391 nm (n—7* 5,5)).
IV (KBr; viem™): v = 3123-2944 (Ar-CH), v = 1577-1415 (C=C/C=N), v = 1593
(C=0), y =720 (Ar-CH), v = 519 (Eu-0), y = 455 (Ar-C=C) cm’!. "TH RMN (400
MHz — Acetona-ds) 6 = 12,48 (s, 4H), 6 = 9,29 (s, 2H), 6 = 8,98 (s, 2H), 6 = 6,69
(s, 18H), 6 = 6,07 (s, 12H), 6 = 2,87 (s, 3H).

3.4. Meétodos Instrumentais

3.4.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros de absorc¢ao na regiao do infravermelho foram obtidos
no espectrometro SHIMADZU IRTracer-100, utilizou pastilhas de KBr (Brometo
de potassio) como suporte. Usou o modo de 62 varreduras na regido de 4000 a

400 cm’.

3.4.2. Voltametria ciclica

Para os ensaios voltamétricos, uma célula eletroquimica de compar-

timento Unico com trés eletrodos, sendo: de referéncia Ag|AgClIKCl3,0 mot 1),
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placa de platina (0,25 cm?) como auxiliar e, como eletrodo de trabalho, carbono
vitreo (¢ = 3,0 mm) — Glassy Carbon Electrode (GCE) foram empregados. Nas
medidas ciclovoltamétricas foi utilizado um potenciostato/galvanostato Autolab
PGSTAT-204 (Eco Chemie, Utrecht, Holanda), controlado pelo software NOVA
2.1.2. Inicialmente, foi registrado o perfil voltamétrico para o branco do eletrolito
suporte perclorato de tetrabutilamoénio (TBAP) 0,1 mol L™! por ciclovoltametria
(CV) na velocidade de varredura de potencial em 50 mV s™! na janela de potencial
compreendida entre —1,2 a 1,25 V. em seguida, todos os compostos utilizados
também tiveram seu perfil voltamétrico registrado na mesma janela de potencial
a uma concentragio de 1,0 mmol L™!. E por fim, foi realizado um estudo de velo-
cidade de varredura de potencial na faixa de 20 a 100 mV s ! para os complexos

elaborados.

3.4.3. Espectroscopia eletrénica na regido do UV-Visivel

Os espectros foram obtidos com auxilio do espectrometro SHI-
MADZU1650PC. Os espectros foram analisados a partir de solu¢des 1,0x10° mol
L' dos complexos em DMSO. A regido de varredura escolhida foi de 700 a 200
nm em caminho 6ptico de 1 cm em cubetas de quartzo. A técnica também foi
usada para avaliar a estabilidade dos complexos em solugdo ¢ em meio RPMI e

PBS nos tempos de 0, 24, 48 ¢ 72 horas.

3.4.4. Analise via técnica de Espalhamento Dindmico de Luz
(DLS)

As distribui¢des de tamanho das particulas por intensidade e os indi-
ces de polidispersividade para os complexos foram determinados via DLS, utili-

zando um equipamento Litesizer 500 — Anton Paar, com espalhamento angular de
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90° a 25 °C e tempo de equilibrio de 60 segundos. Solugdes estoques dos com-
plexos em DMSO, foram diluidos para 1x10”° mol L' em PBS e realizadas as

analises nos tempos de 0, 24 ¢ 48 horas.

3.4.5. Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissao foram obtidos no espectrofluorimetro Shi-
madzu modelo RF-5301 PC - lampada de alta pressao de xendnio de 150 W ¢
fotomultiplicadora do tipo R928. Foram utilizadas cubetas de quartzo de quatro
lados de caminho 6tico 10 mm e volume 3,5 mL. Os espectros foram obtidos a

partir de solugdes 1,0x10° mol L' dos complexos em DMSO, PBS ¢ DMEM.

3.4.6. Rendimento Quantico Absoluto

As medidas foram efetuadas a temperatura ambiente utilizando o es-
pectrometro PLQY absoluto Quantaurus-QY Plus UV/NIR (C13534-31, Hama-
matsu) com uma lampada de xenon de 150 W como fonte de excitagdo e dois
detectores (BT-CCD, 300-950 nm, e InGaAs, 900-1650 nm). Também foi utili-
zado um diodo de laser externo de 980 nm (FC-980 5 W, CNI Lasers) como fonte
de excitag¢do (emissdao de conversdao ascendente). A poténcia do laser foi ajustada
entre 1,5 € 2,5 W (correspondente a 393,1-760,5 W/cm?, considerando a area de
ilumina¢o no suporte da amostra, 0,0025 cm?, de acordo com o fabricante). Fo-
ram efetuadas triplicadas para cada amostra. O método tem uma precisao de 10%
em relagdo aos valores medidos. Uma descricao mais detalhada do método pode

ser encontrada no trabalho de Borges e colaboradores®.
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3.4.7. Tempo de vida de Emissao (tem)

Os espectros de fotoluminescéncia (PL) e as curvas de decaimento
da emissao foram realizados a 25 °C num espectrofluorimetro Horiba-Jobin Yvon
Fluorolog®-3 FL3-22, equipado com um fotomultiplicador Hamamatsu R928P.
Para os espectros de excitagdao e emissao, foi utilizada uma lampada de arco curto
de xenon continuo de 450 W (UXL-450S-0O, USHIO INC.) e, para as curvas de
decaimento, uma lampada de arco curto de xenon de alta estabilidade de 0,15 J

por flash (FX-1102, Excelitas Technologies)*®.

3.4.8. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H e *C{'H}e Mapas de
Contornos (COSY 'H-'H, HSQC 'H-13C e HMBC 'H-'3C) foi utilizado um espec-
trometro BRUKER Avance III - Nanobay 400MHz localizado no laboratorio ex-
terno do Departamento de Quimica da UFSCar. Os solventes utilizados nas ana-
lises foram 0 DMSO-ds e CDCls e Acetona-de, na proporcao 5 mg de amostra para

450 uL de solvente deuterado.

3.4.9. Analise Elementar (CHN)

As analises foram feitas no equipamento Fisions — EA1108 da CE
instruments, sob responsabilidade da central analitica do Departamento de Qui-

mica-UFSCar. O método empregado foi EA1108.

3.4.10. Medidas de condutividade molar
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As medidas de condutividade molar foram feitas no equipamento
MARCONI modelo MA 521 pertencente ao grupo LABBES (Laboratério de Ana-
litica, Bioanalitica, Biosensores, Eletroanalitica e Sensores.) do Departamento de

Quimica-UFSCar. Foram preparadas solucdes dos complexos nas concentracdes

de 1,0x10 mol L' em DMSO.

3.4.11. Medidas de Susceptibilidade Magneética

As medidas de momentos magnéticos efetivos () foram realizadas
utilizando uma balanca Johnson Mattey-AUTO MSB, onde se seguiu as etapas.
Ajustou-se o capilar em 4,5 cm de altura, essa necessaria para a medida no interior
da balan¢a em seguida pesou-se o capilar com e sem amostra, valor necessario
para se abater na analise. A quantidade de amostra no tubo foi de cerca de 1,5 cm
(15 mm). Tanto as medidas do peso da amostra no tubo, altura foram computados
apos tarar em uma calculadora acoplada ao equipamento. Por fim, o valor de sus-
ceptibilidade magnética por unidade de massa foi fornecido pela balanga, poste-

riormente o momento magnético efetivo foi obtido como se segue na formula 1.
xm =xg. MM
1
Her = K(xm.T)Z = 2,84Vxm.T Férmula 1.

Onde: xm = Suscetibilidade magnética molar; xg = Suscetibilidade
magnética por unidade de massa; MM = Massa Molar; T = Temperatura em Kel-

vin; per= Momento magnético efetivo.
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3.4.12.  Difracgdo de Raios X de monocristal

A difracao de raios X foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr.
Javier Alcides Ellena e Dr. Pedro Henrique de Oliveira Santiago (IFSC-USP) do
Laboratorio de Cristalografia do Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC-USP),
As medidas de difracdo de raios X de monocristal dos complexos Eu(DBM);NON
e Eu(DBM);CN, foram executadas em um difratdbmetro Rigaku XtalLAB
Synergy-S Dualflex equipado com um detector hibrido de contagem de fotons
HyPix-6000HE, usando radiacdo de Mo-Ka (A =0.71073A). Os cristais foram
mantidos a 100 K durante a coleta de dados. O refinamento da cela unitaria, a
coleta e reducao de dados e a correcao da absorcao foram realizados utilizando o
programa CrysAlisPro. O método de faseamento intrinseco foi empregado para
resolver as estruturas usando o programa de solugdao SHELXT-2018/2, enquanto
o refinamento foi realizado usando métodos de minimos quadrados no programa
SHELXL-2019/2, ambos dentro do software Olex2>’°. Atomos ndo-hidrogenoi-
des tiveram suas posi¢des definidas a partir de anélises subsequentes de mapas de
diferencas de Fourier e refinados anisotropicamente. Os atomos de hidrogénio fo-
ram refinados isotropicamente, sendo localizados idealmente de acordo com a na-
tureza quimica e hibridizacao dos 4&tomos aos quais estdo ligados.

Detalhes especificos sobre a coleta de dados e os pardmetros para o
complexo sao fornecidos, bem como distancias e angulos de ligagdes sdo expostos

nas Tabelas A1-A6 em apéndice.

3.4.13.  Lipofilicidade (Coeficiente de particao log P)

Inicialmente pegou-se 53pL de uma solugdo 9,1x10* mol L' dos
complexos em DMSO e adicionou em 5SmL de n-octanol, nova concentragdo foi

de cerca 1,0x107 mol L. Posteriormente coletou-se 750uL das solugdes dos
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complexos em n-octanol e misturou-se com 750 de dgua Milli-Q®, todas novas
solucdes de mistura foram feitas em triplicatas, as quais foram encubadas por 24
horas a 37 °C sob agitacao a 200 rpm, utilizando o Termo-Shaker Agmaxx modelo
AG100. Apds incubagdo analisou-se as absorbancias médias utilizando um espec-
trofotometro UV-Vis Shimadzu UV-1650PC. Os valores das concentracoes dos
complexos em 1-octanol e 4gua foram determinadas a partir da curva padrdo pre-
viamente obtida das solugdes estoques no referido solvente organico. A medida
de lipofilicidade adotada ¢ o log P, que ¢ da fragdo entre a concentracdo de com-
posto em n-octanol pela concentragdo em agua, dada pela formula 2. Os espectros

de absorbancia e regressao linear se encontram em apéndice (Figs. A1-A4).

[nOc]
[nH20]

logP = log ,onde n = mols Formula 2

3.4.14.  Estudos tedricos estruturais via TD-DFT e processos de

transferéncias de energias

Como apenas os complexos Eu(DBM);NON e Eu(DBM);CN tém
estruturas cristalograficas e, visto que Eu(DBM);NON possui uma pequena de-
sordem cristalografica, os complexos foram montados a partir da estrutura crista-
lografica de Eu(DBM);CN. Assim, as estruturas de Eu(DBM);NON,
Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF passaram por uma otimizagdo geométrica com
mecanica molecular (MM+) #° antes de serem utilizadas como entrada para os
calculos DFT executados no ORCAS5.0.4*. O nivel de teoria executado foi o fun-
cional hibrido PBEIPBE com o conjunto de base TZVP para todos os atomos,
exceto o eurdpio, que foi tratado com o potencial efetivo de caroco (ECP)
MWB52*, onde trata os 52 elétrons mais internos do eurdpio como um potencial
eletrostatico. Além disso, o efeito implicito do solvente DMSO foi considerado

através do CPCM*®,
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A partir das estruturas DFT foram feitos os calculos dos estados ex-
citados com TD-DFT através dos funcionais hibridos CAM-B3LYP, B3LYP ¢
PBE1PBE, todos com a base TZVP ¢ ECP MWB52. Também foram executados
calculos com o efeito do solvente DMSO através do CPCM. Para os célculos se-
miempiricos utilizou-se 0 método INDO/S-CIS**. Todos os calculos foram fei-
tos com 0 ORCAS5.0.4.

A analise dos dados obtidos foi feita através das ferramentas do pro-
grama LUMPAC* que também oferece o estudo tedrico do processo de transfe-
réncia de energia ligante-Eu(Ill) através das equacdes de taxa propostas por

Malta*”#8,

3.5. INTERACOES COM BIOMOLECULAS
3.5.1. Interacdo com o ct-DNA via espectroscopia na regido do

ultravioleta visivel (UV-Vis)

Dissolveu-se 5Smg de ct-DNA (Calf thymus, timo de bezerro) em SmL
de tampdo Trisma (pH = 7,4, soluc¢do aquosa de a 10 M de tris-HCI, 10 mol L-
I de NaCl). A solugio foi deixada na geladeira por um dia para facilitar a dissolu-
cdo de DNA. Antes das analises, mediu-se a absorbancia da solucao estoque de
ct-DNA para determinar sua concentragdo. A concentragdo foi calculada utili-
zando a absortividade molar conhecida na literatura (¢ = 6600 L-mol™"-cm™, A =
260 nm) e aplicando a lei de Lambert-Beer (A = ¢'b-c). Ap6s a determinacao, a
solugdo foi diluida para uma concentragéo final de 1,0 x 107> mol L!. A constante
de ligacao (Kb) foi calculada aplicando-se a formula 3. Neste experimento, as
concentragdes dos complexos foram mantidas fixas em 1,0x10° mol L, onde
variou-se as concentracdes de DNA de 1,0x10° - 2,6x10mol L™, vale salientar

que as adi¢cdes de DNA foram feitas tanto na cubeta de trabalho quanto na do
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branco para eliminar a absorbancia da biomolécula. Por fim, as mudangas nas

bandas foram monitoradas em A= ~355 nm?.

[DNA] _ [DNA] 1

eA—ef  eb— ef Kb (eb— £f) Formula 3

3.5.2. Interacdo com Albumina Soro Humano (HSA)

Inicialmente, uma solucdo estoque da HSA a 5,25 pmol L™! foi pre-
parada pela solubilizacao de 17,5 mg de HSA em 50 mL de tampao Trisma-HCI.
A concentracdo da solugdo estoque da HSA foi determinada por UV-vis, empre-
gando o valor da absortividade molar da HSA em 280 nm (35,700 M! cm™). Pos-
teriormente, aliquotas de 0 — 30 puL das solucdes estoque dos complexos (concen-
tragdo de 1 mmol L) foram adicionadas em um microtubo de 2 mL, seguida pela
adicdo de aliquotas de 0 — 50 puL dimetilsulfoxido. A soma dos volumes das ali-
quotas citadas perfaz um volume total de 50 pL. Posteriormente, nas solug¢des dos
complexos foram adicionadas 950 uL da solugdo estoque de albumina (5,25 pmol
L. Portanto, foram preparadas solugdes (1 mL) da proteina HSA com diferentes
concentragdes molares dos complexos em Trisma-HCl (5% DMSO), mantendo-
se a concentragao constante da albumina em 5 uM. As concentragdes molares dos
complexos foram 0; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 uM. A solucdo de HSA em tampao
Trisma-HCI (5% DMSO) foi empregada como negativo controle. Solugdes dos
complexos em tampao Trisma-HCI (5% DMSO), nas maiores concentragdes uti-
lizadas (30 uM), foram empregadas para averiguar a auséncia de emissao de flu-
orescéncia dos complexos. Imediatamente ao preparo das solucoes HSA/com-
plexo, quatro aliquotas de 200 pL de cada solugdo foram adicionadas em quatro
pocos (200 uL/pogo) de uma placa opaca de 96 pocos. Desta maneira foram rea-
lizadas as quadruplicatas das medidas das solugdes. Apds o plaqueamento das so-

lugdes, os espectros de emissao de fluorescéncia foram registrados na regiao de
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300 a 700 nm, com o comprimento de excitagdo de 270 nm. As medidas foram
realizadas nas temperaturas de 298, 303 e 310 K. Os experimentos foram realiza-
dos no fluorimetro Synergy/H1-Biotek monocromador empregando uma placa

opaca de 96 pocos™®.

3.5.3. Ensaio de competicdo com Hoechst 33258

Determinou-se a concentragdao do Hoechst 33258 e do DNA por UV-
Vis. O calculo da concentragdo do Hoechst foi realizado empregando o valor da
absorbancia e da absortividade molar do Hoechst em 344nm (e= 46000 cm™! mol
'L) e do caminho 6ptico (b = 1 ¢cm), conforme a lei a Lambert-Beer. Posterior-
mente, preparou-se 10 mL de uma solugao estoque DNA-Hoechst em Trisma-HCl
com concentra¢des de 100 umol L' de DNA e 5,0 umol L' de Hoechst. Em dife-
rentes microtubos de 1500uL foram adicionadas aliquotas crescentes (5-40ul)
dos complexos em DMSO, o volume de DMSO foi completado até atingir 100uL.
(10%). Em seguida, 900uL da solug¢ao estoque DNA-Hoechst foram transferidos
para cada microtubo perfazendo um volume total de 1000 pL. Em um dos micro-
tubos adicionou-se apenas DMSO na auséncia dos complexos e a solugdo estoque
DNA-Hoechst. As solu¢des foram incubadas a 25°C por 30 min. Trés aliquotas de
200 uL de cada microtubo foram transferidas para trés pogos de uma placa opaca
de 96 pocos, realizou-se entdo as medidas em triplicata. Os espectros de emissao
de fluorescéncia foram obtidos em fluorimetro Synergy/H1-Biotek monocroma-

dor, a 25°C, realizando a excitacdo em 340nm e registrados na regido de 370 a

700 nm™®.
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3.5.4. Interacdo com plasmideo superenovelado (pUC19) via

eletroforese

Para os testes, primeiramente, dilui-se os complexos em trés concen-
tragdes, sendo elas 20, 10 e 1 umol L', posteriormente em cada microtubo, 3 uL
dessas solug¢des foram adicionadas a uma solugao contendo 26,5 uL. de dgua dei-
onizada e 0,5 pL do plasmideo pUCI19, totalizando assim um volume final de
ensaio de 30 puL. As solucdes foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos o tempo
transcorrido as amostras foram retiradas do banho termostatico e adicionou-se 15
uL de STEB (40 % de sacarose, 100 mM de Tris.HCL, pH =7,5, 1| mM de EDTA,
0,5 mgmL-! de azul de bromofenol), logo em seguida centrifugou-se (5000 rpm
por 5 minutos), e 20 pLL das amostras foram adicionadas nos respectivos pogos do
gel de agorose 1% (525 mg de agarose em 53 mL de TBE 1x). A corrida eletrofo-
rética ocorreu em solucdo TBE 1x a 60 V durante 2 horas. Apds esse periodo, o
gel foi adicionado em solugdo corada de brometo de etidio e revelado no fotodo-
cumentador Gel DocTM EZ, a imagem obtida foi tratada utilizando o software

ImageLabTM 6.0.0 fornecido pela BioRad®.

3.5.5. Inibicdo TOPO lla, I1p e IP via eletroforese

O ensaio de inibicdo da enzima DNA-Topoisomerase Ila foi reali-
zado com o kit de relaxagdo do DNA fornecido pela Inspiralis Limited. No ensaio
foi usado 0,5 pL de DNA (pBR322), 3 uL de tampao de ensaio (50 mM Tris.HCI
(pH=7.5) ;125 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 5 mM DTT 100 pg/ml albumin) e 1L
(1,0 mM) de ATP para a preparacao do mix. A solucao de ensaio era composta por
4,5 uL de mix, 23 pL de agua, 3,0 uLL dos complexos e, por fim, 1 uL da topoll.
Os complexos foram testados em diferentes concentracoes (20, 10 e 1 uM). Para

a realizacdo do ensaio, as amostras foram mantidas incubadas a 37 °C por 45
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minutos. Apos este periodo foram adicionados 15uL de STEB (40% de sacarose,
100 mM de Tris.HCI, pH = 7,4, 1 mM de EDTA, 0,5 mgmL-! de azul de bromo-
fenol). As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos, a partir do
sobrenadante, 20 pL da fase aquosa foram adicionados no gel de agarose 1%, em
solucao tampao de TBE 1x (Tris/Borato/EDTA) pH = 7,2. A corrida eletroforética
se procedeu em 60 V por 2h. A revelacao do gel e o tratamento das imagens foram
realizados da mesma forma descrita no item anterior (3.3.4.). O ensaio eletroforé-
tico com a enzima Topoisomerase IIf e If segue o mesmo protocolo descrito para

Topoisomerase Ila, a diferenca esta que ndo se tem a adi¢do de ATP ao mix*°.

3.5.6. Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

As titulacdes de CD foram efetuadas com um espectro polarimetro
JASCO J-815 a 25 °C. Foram preparadas solugdes de ct-DNA (100 umol L) em
tampao Tris-HCI (pH 7,4) com diferentes razdes molares [Complexo]/[ct-DNA]
(0,05-0,5) foram incubadas a 37 °C durante 24 h. Os espectros destas solugdes
foram registados de 230 a 500 nm utilizando uma cubeta de quartzo com um ca-
minho 6tico de 0,5 cm e uma velocidade de varrimento de 200 nm min™! os espec-

tros foram obtidos apos 5 leituras para cada®.

3.5.7. Medidas de Viscosidade Relativa

As medidas de viscosidade relativa foram efetuadas utilizando um
viscosimetro de Ostwald, mantido por banho termostatico a 25 °C. As amostras
(4,0 mL) foram preparadas em tampao Tris-HCI (pH 7,4) contendo 20% de
DMSO. A concentracao de ct-DNA foi mantida constante a 100 uM e as concen-
tragdes dos complexos foram variadas, para obter diferentes razdes molares,
[Complexo]/[ct-DNA] (0,05-0,50). Os tempos de fluxo foram registados com um

crondmetro digital, em quintuplicatas. Os valores da viscosidade especifica (1/10)
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1/3, foram tracados em fung¢do de [Complexo]/[ct-DNA], em que n e n0 corres-
pondem a viscosidade relativa do DNA na presenca e na auséncia dos complexos,
respetivamente. A Formula 4, foi utilizada para calcular os valores da viscosidade
relativa do DNA(n0) a partir do tempo de fluxo da solucdo de DNA (t), corrigido

pelo tempo de fluxo do tampao (t0)*.

0=(t—tO)

Formula. 4
t0

3.6. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios de ICs e testes como morfologias celulares, clonogénicos
e linhagens 3D, foram realizados pelos alunos do CCQM: MSc. Tamara Teixeira
e Dr. Dario Batista Fortaleza. Ensaios de apoptose e ciclo celular foram realizados
pela Dra. Jocely Dutra no Laboratorio de Biologia do Envelhecimento do Depar-
tamento de Gerontologia da UFSCar, coordenado pela Prof. Dra. Marcia Comi-

netti.

3.6.1. Linhagens celulares

Para os ensaios biologicos foram utilizadas as linhagens tumorais hu-
manas de mama triplo-negativo MDA-MB-231 (ATCC. HTB-26), tumoral de pul-
mao A549 (ATCC N. CCL-185), tumoral de préstata DU-145 (ATCC N. HTB-
81), tumoral de ovario resistente a cisplatina A2780cis (ECACC No. 93112517)
¢ a linhagem ndo tumoral de pulmao MRC-5 (ATCC N. CCL-171). As linhagens
MDA-MB-231, A549, DU-145 ¢ MRC-5 foram cultivadas em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Vitrocell), suplementado com 10%
de FBS, e as c¢lulas MCF-7 e A2780cis foram cultivadas em meio RPMI (Roswell
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Park Memorial Institute; Vitrocell), também contendo 10% de soro fetal bovino.
As células foram cultivadas em estufa umidificada contendo 5% de CO, a tempe-

ratura de 37 °C.

3.6.2. Ensaio colorimétrico de citotoxicidade celular (MTT)

Para a realizacao dos ensaios de viabilidade celular, as células foram
semeadas em placas de 96 pogos, com uma densidade celular de 1,5x10* célu-
las/pogo, em 150 pL. de meio suplementado. Apds 24 horas de incubagao (5% de
CO; a 37 °C), as células foram tratadas com solugdes estoque dos compostos em
DMSO e em diferentes concentracdes As placas foram novamente mantidas na
incubadora (5% de CO; a 37 °C) por 48 horas. Posteriormente, adicionaram-se 50
uL de uma solugao de MTT (1 mg/mL) em cada poco, a qual foi mantida em
incubacado por 4 horas. Apos este periodo, a solu¢ao de cada pogo foi cuidadosa-
mente removida e adicionaram-se 100 pL de isopropanol por pogo, a fim de solu-
bilizar os cristais de formazan formados. A absorbancia foi determinada no com-
primento de onda de 540 nm com o auxilio do leitor de microplacas Epoch e os
valores de ICsy foram determinados utilizando-se o software GraphPad Prism

8.0.2.

3.6.3. Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

O ensaio de formacgdo de coldnias foi realizado para a linhagem ce-
lulares resistente a cisplatina A2780cis. As células foram semeadas em placas de
6 pocos com uma densidade celular de 400 células/pogo em 2 mL de meio de
cultura suplementado com 10% FBS e mantidas em estufa a 37 °C a 5% de CO,
por 24 horas. Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentra-
¢oes dos complexos (Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF = 0,25xI1Csp uM, 0,50xICs

uM e ICso uM.) e incubadas por 48 horas. No controle, foi adicionado apenas

45



Materiais e Métodos

® >

DMSO (0,5%) nas mesmas condigdes. Apos esse periodo, o meio foi substituido
por um meio fresco, sem qualquer complexo, e as placas foram incubadas por 10
dias. As células foram lavadas com PBS, fixadas com metanol e acido acético
(3:1) por 5 min, e coradas com 5% de cristal violeta por 30 min. O nimero de

colonias formadas foi analisado usando o software ImageJ.

3.6.4. Ensaio de Morfologia celular campo claro e Pl

A avaliagdo das alteragdes morfologicas foi realizada para os dois
compostos escolhidos Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF, na linhagem celular,
A2780cis. As células foram semeadas em placas de 96 pogos com uma densidade
celular de 1,5 x 10* célula/pogo em 1 mL de meio de cultura suplementado com
10% FBS e incubadas a 37 °C a 5% de CO; por 24 horas. Apos este periodo, as
células foram tratadas com diferentes concentragdes dos compostos em relacao ao
ICs0 (0,25x1Cso uM, 0,50xICso uM e 1Cso uM.) as micrografias foram registradas
em diferentes periodos (0, 24 e 48 horas) com o microscopio invertido (CE-
LENA® S Logos Biosystems). Ap6s 48 horas de tratamento, as células foram
marcadas com PI (iodeto de propideo) para observar a indicagdo de morte celular.
Foram adicionados 200 puL de PI (300nM) em cada pogo e incubou-se por 10 mi-
nutos; em seguida, as micrografias de fluorescéncia foram registradas no micros-

copio de fluorescéncia (CELENA® S Logos Biosystems).

3.6.5. Ensaio de morfologia celular por fluorescéncia (Green
plasma/DAPI)

A andlise morfoldgica por fluorescéncia com Green plasma e DAPI
foi realizada apenas para os composto Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF na célula

A2780cis. As células foram semeadas em placas de 96 pogcos com uma densidade
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celular de 1,5x10* células/pogo em 150 uL de meio de cultura suplementado com
10% de FBS, e incubadas por 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Ap0s isso, as c€lulas
foram tratadas com diferentes concentragdes ja descritas de cada composto € o
controle com 0,5% de DMSO, e incubadas por 48 horas. Em seguida, o meio foi
cuidadosamente removido e as células foram fixadas com metanol (50 pL) por 5
minutos, o metanol foi removido e foram adicionados 50 pL da solu¢ao CellMask
Green plasma membrane (solu¢do de trabalho 1x) e incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente (20 a 25 °C). A seguir, o marcador foi removido e as células
foram lavadas 2x com PBS (50 pL) cuidadosamente. Apos lavar com PBS, foram
adicionados 50 uLL de DAPI (300 nM) e incubadas a temperatura ambiente por
mais 10 minutos. As células foram lavadas novamente com PBS 2x e as imagens
foram obtidas no microscopio de fluorescéncia (CELENA® S Logos Biosystems)

com os filtros adequados.

3.6.6. Ensaio ciclo celular

As células A2780cis foram semeadas em placas de 12 pogos na den-
sidade de 1x10° células/ pogo. Apds 24 h de incubagdo a 37°C em atmosfera de
CO,, as células foram tratadas com diferentes concentragdes dos complexos
(Eu(DBM);PH e Eu(DBM):BrF ) por 48 h. Em seguida, as células foram coleta-
das, lavadas com PBS gelado e fixadas por 24 horas a -20°C em etanol a 70%.
Apos a fixagdo, as células foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min a 4°C, res-
suspensas em 250ul. de tampao PBS contendo RNAse A (Sigma-Aldrich) 0,2
mg.mL! e com solugdo de fluorocromo hipotonico Iodeto de Propideo (PI,
Sigma-Aldrich) 1 mg.mL"! e incubadas em gelo por 30 min para analise usando
um citometro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences), registrando 10000 eventos.
A distribuicao da fase do ciclo celular foi analisada usando o software FlowJo. O
experimento foi realizado em triplicata. As células tratadas com 0,5% de DMSO

foram o controle negativo.
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3.6.7. Ensaio apoptose via citometria de fluxo

O ensaio de apoptose induzida pelo complexo Eu(DBM);PH na li-
nhagem celular A2780cis foi realizado por citometria de fluxo usando um kit de
deteccao de apoptose PE-Anexina V (BD Bioscences). As células A2780cis foram
semeadas em uma placa de 12 pogos na densidade de 1x10° células/ pogo €, apds
24 h de incubagdo, foram expostas a diferentes concentragdes do complexo
(0,5%xICso, ICsp, € 2X1Cs0) por 48 h. Apds o tratamento, o meio foi removido e as
c¢lulas foram expostas aos marcadores PE-Anexina V (2,5 mL) e 7-AAD (7-
amino-actionomicina D) (2,5 mL) em 200 mL de tampao de ligagdo, por 15 min,
em temperatura ambiente no escuro. Em seguida, as células foram coletadas com
scraper, centrifugadas a 2000 rpm por 5 min a 4°C e ressuspensas em 400 mL de
tampao de ligacdo para andlise usando um citometro de fluxo Accuri C6 (BD
Biosciences), registrando 10.000 eventos, no Laboratorio de Biologia do Enve-
lhecimento (LABEN). A fluorescéncia foi quantificada pelo software Cell Quest
(BD Biosciences). As células tratadas com 0,5% de DMSO foram o controle ne-

gativo (CTRL).

3.6.8. Ensaio de cultura celular 3D

Para o experimento de cultura 3D, foi utilizado o Kit Bioprint de 96
pogos da tecnologia de Cultura Celular 3D Magnética (m3D). Em uma garrafa de
25 ¢cm?, contendo a linhagem celular A2780, adicionou-se 150 uL de uma solugéo
contendo nanoparticulas (NanoShuttle — PL), para magnetizar as células. Apds
24h, as c¢lulas foram tripsinizadas, contadas para o ajuste da concentragdo das
células, e em seguida semeadas em uma placa de cultura repelente de 96 pogos
(1500 células/poco). A placa de cultura foi colocada sob drives magnéticos a fim

de que formassem esferoides através das forcas magnéticas dos imas. A placa foi
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armazenada em estufa (37°C - 5% CO,) e a formagao e crescimento dos esferoides
foi sendo acompanhado por um microscopio CELENA® S Digital Imaging Sys-
tem (Logos Biosystems). Formados os esferoides, adicionou-se diferentes con-
centragdes do complexo e acompanhou-se o efeito do composto sobre os esferoi-
des por 6 dias. No sexto dia, adicionou-se os marcadores fluorescentes DAPI e PI

para a andlise de indicacdao de morte celular.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Afim de facilitar a leitura, os complexos sintetizados serdo tratados
com siglas referentes aos ligantes, por exemplo Eu(DBM);PH, onde DBM ¢ refe-
rente aos ligantes dicetonas (Dibenzoilmetano) e PH, NON, CN, BrF perfaz os
substituintes presentes nas fenantrolinas, como fenil, furazano, nitrila e
bromo/fluor respectivamente (Fig 12). As se¢des ou topicos serdo separados em
sinteses e caracterizagdes dos ligantes, complexos e posteriormente ensaios bio-

logicos e por fim interagdes com biomoléculas.
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Figura 12. Estrutura proposta para os complexos a base de Eurdpio(I11).
4.1. Sinteses e caracterizac6es dos ligantes

Tanto o ligante DBM quanto o PH sdo ligantes comerciais e usou-se
os espectros de RMN para verificar os sinais esperados e a presenca de possiveis
impurezas, os espectros desses ligantes se encontram em Anexo (Fig A6 e A7 res-
pectivamente). Os ligantes fenentronilicos estendidos foram obtidos por sinteses

adaptadas da literatura e ja trabalhadas no grupo de pesquisa *°. Esquema 2.
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Esquema 2. Sintese dos ligantes fenantrolinas modificados a partir dos precurso-

IcCS.

As sinteses dos ligantes fenantrolinas ocorrem a partir do precursor
1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona), esse sintetizado a partir da fenantrolina
comercial na presenga de solventes acidos (acido sulfurico e nitrico). Posterior-
mente a formagao das fenantrolinas modificadas se da pelas reagdes de substitui-
¢des em meio etanolico do respectivo precursor com as seguintes diaminas, 3,4-
Diaminafurazano (NON), Diaminamaleonitrila (CN) e 3-Bromo-1,2-diamino-5-
fluorobenzeno (BrF) (Esquema 2). Todas as reagdes formam precipitados ao final
e os rendimentos foram apresentados na secao de metodologia.

Como sao moléculas ja relatadas na literatura, exceto o ligante BrF,
nesta se¢do as caracterizacoes dardo enfoque somente na ressonincia magnética,
com uma discussdo mais aprofundada no ligante inédito (BrF).

Os ligantes simétricos NON e CN possuem trés sinais esperados re-
ferentes a seis hidrogénios em ambientes quimicos idénticos no RMN de 'H, ja o
ligante PH além de possuir esses 3 sinais, tem-se a presenca de sinais referentes
aos anéis fenilicos nas posi¢oes 4 ¢ 7 do anel (7,59 ppm) totalizando 10 hidrogé-

nios. (Fig. 13b)
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Figura 13. RMN de 'H para os ligantes, a) DBM (em Acetona-ds), b) PH (em
CDCls), ¢) NON (em DMSO-d¢) e d) CN (DMSO-dp).

O ligante dicetona (Fig 13a) apresenta quatro sinais, trés desses sao
referentes as posi¢des orto, meta e para com integragao de 4:4:2 hidrogénios res-
pectivamente, um sinal em 7,28 ppm referente ao hidrogénio CH préximos aos
oxigénios e um outro sinal desblindado por conta do carater 4dcido da ligagao de
hidrogénio intramolecular em 17,21 ppm. Ademais todos os deslocamentos qui-
micos, constantes de acoplamentos e integrais para os ligantes sdo apresentados

na Tabela 3.
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Tabela 3. Deslocamentos de protons, numeros de hidrogénios e constantes de aco-

plamento para os ligantes aromaticos.

Ligantes (6 ppm)

DBM (Ace-
PH NON CN BrF
H tona-de)
(CDCl3) (DMSO-de) (DMSO-de) (CDCly)
9,24 9,36 9,39 9,53,9,44
a/a’ - (d,J=45 (d, J=8,2 Hz, (d,J=8,2Hz, (dd,J=8,1,1,6
Hz, 2H) 2H) 2H) Hz, 2H)
7,59 7,80 8,04 7,77
b/b’ - (d,J=45 (dd,J=79,81 (dd,J=8,2,45 (dt, J=8,3,4,7
Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H)
9,26
7,86 9,24 9,35
c/c’ - (td, J=4,6, 1,7
(s, 2H) s, 2H) (d, J=4,4, 2H)
Hz, 2H)
7,85
d - - - (dd, J=8,7,2,6
Hz, 2H)
8,02
e - - - (dd, J=8,0,2,6
Hz, 2H)
8,17
0 - - -
(dt, 4H)
7,57
m - - -
(m, 4H) 7,60 (m,
7,64 10H)
P (m, 2H)
17,25
OH - - - -
(s, 1H)
7,28 - - -
CH
(s, 1H) - - - -

0 = orto, m =meta € p = para
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O ligante fenantronilico (BrF) apresenta uma assimetria estrutural,
entao espera-se que os hidrogénios possam se desdobrar dependendo do ambiente
que se encontram, a Figura 14, apresenta o espectro expandido na regido de inte-

resse o espectro total ¢ demonstrado em anexo. Fig. A10.

9.25
9.24

g g [
a 9 % S
o o - o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.7 96 95 94 93 9.2 9.1 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 7.7 7.6

ppm
Figura 14. Espectro de RMN de 'H para o ligante estendido derivado da fenantro-
lina (BrF). Solvente: CDCl;.

O espectro apresenta seis sinais, para oito hidrogénios claramente ex-
postos pelas integrais condizentes ao niimero de hidrogénios esperados, os pro-
tons b/b’ e c/c’ aparecem separadamente, com integrais totalizando dois hidrogé-
nios respectivamente, os outros sinais sao separados pela parcela assimétrica exis-
tente na molécula. Os acoplamentos 'H-'H (COSY do inglés Correlated Spectros-
copy) (Fig. 15), serviu para elucidar principalmente os protons a/a’ que se sepa-

ram.
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Figura 15. Mapa de contorno COSY 'H-'H do ligante BrF. Solvente: CDCls.

Também ¢ possivel verificar os acoplamentos a hidrogénios vizinhos,
por exemplo os protons b/b’ se acoplam com os a/a’(linhas azuis e pretas, Fig.15),
esse tipo de intera¢do apresenta uma constante de acoplamento (°J) de 4,7 Hz e
consequentemente com um outro °J= 8,3 Hz entre b/b’ ¢ ¢/c’, 0s acoplamentos a
longa distancia de quatro ligagdes a/a’ e c¢/c’, tem — se um “J= 1,6 Hz, esse aco-
plamento € possivel evidenciar pelo mapa de contorno mais fracos no COSY. Ade-
mais os protons provindos da parte diamina (He e Hd) apresentam multiplicidades
de duplo dubleto referentes a acoplamentos a longa distancia entre eles de 2,6 Hz,
além disso, esses hidrogénios também acoplam com flior (°F, spin %) e conse-
quentemente apresentam constantes “J= 8,7 e 8,0 Hz, respectivamente. O mapa
de contorno também fora utilizado para a caracterizacao entre carbonos ligados a

hidrogénios a ligagdes correlatas ou vizinhos, HSQC (Heteronuclear Single
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Quantum Coherence) ¢ HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) res-

pectivamente (Fig 16 e A11).
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Figura 16. Mapa de contorno HSQC 'H-3C do ligante BrF. Solvente: CDCl;

A relagdes entre 'H-13C ligados diretamente sdo mostrados na figura
16, acima, € interessante notar que a maioria dos sinais de carbono se apresentam
como dubletos devido a assimetria da molécula e a possibilidade de acoplamento
C-F para aqueles proximos a essa ligacao, vide como ja mencionado a alta abun-
dancia isotopica do "F. Para as caracterizag¢des dos outros carbonos referentes ao
ligante BrF fora utilizado HMBC (Fig. A11) que faz correlagdes dos hidrogénios
com carbonos em até¢ quatro ligacdes de distancia, por ser uma molécula assimé-
trica, aromatica e além de apresentar diferentes tipos de acoplamentos foi reali-
zado uma tentativa na determinacgdo de todos os carbonos, 0s mesmos sao expos-

tos como se segue na Figura 17.

56



Resultados e Discussoes

® >

24
21 20 F 3,12

19

9.10 17 c-Br(C22)
57| 16

C-F(C20)

T T T T T T T T T T T
L65 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115
ppm

Figura 17. Espectro de RMN de "*C para o ligante estendido derivado da fenan-
trolina (BrF). Solvente: CDCl;.

Os carbonos C19 e C21 foram caracterizados por estarem desdobra-
dos devido a ligagdo carbono fluor vizinha, a posigdes orfo em relagdo a ligacao
C-F apresentam constantes de acoplamentos 2J= 21,1 ¢ 29,5 Hz caracteristicos em
sistemas aromaticos, além do mais a ligacao C-F ipso (C20 em 162,30 ppm) apre-
senta 'J=256,9 HZ>'.

Por fim os outros dados de caracterizagdes como UV-Vis, Infraver-
melho, além de mais RMNs serdo discutidos nos proximos topicos juntamente
com os complexos a fim de se comparar deslocamentos, sobreposi¢des e forgas

de ligacdes na obtengdo dos compostos desejados.
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4.2. Sinteses e caracterizacGes dos complexos

As sinteses dos complexos ocorreram in-situ (Esquema 3 e 4): 1° ¢
2°: O ligante dicetona ¢ colocado para reagir juntamente com uma base para que
ocorra a desprotonag¢do, afim de desfavorecer o equilibrio ceto-enolico, isso favo-
rece a reagdo quando se adiciona o sal de Eu(I1I). 3°: Posteriormente € adicionada
as respectivas fenantrolinas. 4°: O sal metalico, que foi previamente dissolvido
em etanol a quente e adicionado na reagdo, o que se observa ¢ a formagdo em larga
escala de precipitado. Por terem carater eletroestaticos em termos de ligagdes, o
grupo dos lantanideos podem apresentar altos nimeros de coordenagdes, como
observados nas estruturas cristalograficas mais adiante, o que acaba favorecendo

as reacoes do tipo one-pot (Fig. 37).

2° 3°

NH,OH %
4°

EUCI;.6H,0

Esquema 3. Método in-situ das reagdes dos complexos de Eu(Ill) com ligantes

DBM e diferentes fenantrolinas.
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Esquema 4. Sintético dos complexos de Eu(IIl) com ligantes DBM e diferentes

fenantrolinas.

Os complexos apresentam cores do amarelo ao roxo e rendimentos
sintéticos consideraveis (Tabela 4). O sucesso na coordenacao dos trés ligantes
DBM ¢ evidenciada por meio da condutividade molar (solvente DMSO), todos os
complexos apresentam-se na forma neutra devido as cargas 3+ do eurdpio serem
neutralizadas pelas cargas negativas pos desprotonagao provindas das dicetonas,
além disso a presenga do ion de Eurdpio no arcabougo molecular dos complexos
¢ refletida nas medidas de susceptibilidade magnética que foram na faixa de 6,88-
8,31up devido a 6 elétrons em orbitais f'desemparelhados. Outro ponto importante
¢ na obten¢do dos complexos desejados na forma de pd, com valores de CNH

condizentes entre os valores teoricos esperados com os experimentais (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracterizagoes fisico-quimicas dos complexos a base de Eurdpio.

o) [0) 0,
Rendi. C% H% N%

exp exp exp (uSem?mol
Complexos mg/nto (teo- (ted-  (teb- Meff Cor 1y
0 rico)  rico)  rico)
Ama-
72,04 461 2,82
Eu(DBM)sPH 92 (7181) (428) (2.43) 6,88 relo 2,83
claro
64,96 4,12 8,16
Eu(DBM)3NON 78 (6431) (412) (7.63) 8,18 Roxo 3,70
65,72 3,73 8,24 Ama-
Eu(DBM)3;CN.H0 85 (6530) (368) (7.49) 7,09 relo 3,02
Ama-
63,03 4,91 5,88
Eu(DBM)3BrF 96 (6301) (3.44) (4.67) 8,31 Crsﬂlg) 4,10

* Eletrolito em DMSO = >35(uScm?mol )2,

Os estudos de voltametria ciclica foram realizados para comparagdes
entre os processos irreversiveis e reversiveis dos ligantes e seus respectivos com-
plexos. Os voltamogramas ciclicos do branco (0,1 mol L' de TBAP), dos ligantes
livres e do sal de Eu(IIl) estdo apresentados no apéndice (Figs A27 e A28).

Os resultados indicam que, entre os ligantes avaliados, apenas a 3-
dicetona (DBM) e a fenantrolina com anel furazano (NON) exibem processos ele-
troquimicos significativos. O ligante DBM apresenta um processo irreversivel de
oxidagdo em 0,50 V, enquanto o ligante NON exibe um processo reversivel com
potenciais de oxidac¢ao (Eoxi) € reducao (Ereq) de -0,15 V e -0,21 V, respectiva-
mente. Os demais ligantes ndo mostram mudancas significativas em relagdao ao
branco, indicando comportamentos mais inertes.

ApoOs a coordenacao, observou-se um deslocamento do pico oxida-
tivo do ligante DBM para valores mais elevados em todos os complexos:
Eu(DBM);PH = 0,58 V; Eu(DBM);CN = 0,59 V; Eu(DBM):BrF = 0,58 V. O com-
plexo Eu(DBM)sNON apresenta um pico de oxidacdo do DBM em 0,52 V, além
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de dois processos atribuidos ao ligante NON, com potenciais oxidativos e reduti-

vos em -0,10 V e -0,15 V, respectivamente. A presenca desses picos e seus deslo-

camentos confirmam a coordenag¢do bem-sucedida do ligante ao ion metalico.

Adicionalmente, a estabilidade dos complexos foi corroborada pelas

pequenas variacdes dos potenciais oxi-redutivos, mesmo diante de variagdes nas

velocidades de varreduras 20-100 mV s (Figs. A29-32).

Figura
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18. Voltamogramas obtidos usando o GCE. a) Eu(DBM)3PH. b)

Eu(DBM)3NON. c¢) Eu(DBM)3CN.d) Eu(DBM)3BrF. Concentragao 0,01 M
(TBAP 0,1 M). Velocidade de varredura de potencial (v) =50 mV s .
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4.2.1. Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho
(V)

A técnica na regido do IV serviu para comparar os deslocamentos de
bandas caracteristicas dos ligantes com seus respectivos complexos por meio das
vibracoes de estiramentos e distor¢des angulares que grupos funcionais e ligacdes
do tipo O-H, C-H, C-C, C=N, M-L etc. apresentam quando expostos a energia
aplicada.

Uma das principais evidéncias da coordenacdo do ligante dicetona
(DBM) aos complexos ¢ o deslocamento observado na banda correspondente a
ligagdo C=0. Em todos os complexos analisados, essa banda apresenta um deslo-
camento para menores energias (Figs. 19, 21, 22 e 23), o que ¢ atribuido a forte
interacgao eletrostatica entre o ion Eu e o ligante. Essa interacao enfraquece a liga-
¢do C=0, resultando em deslocamentos médios de 1610 cm™ para uma faixa de
aproximadamente 1596-1510 cm™. (Tabela 5). Destacando ainda nesse ligante,
conta-se com aparecimento do estiramento vC-O (hidroxila) em cerca 1416-1373
cm’! pos coordenagio. Para todos os complexos também foi possivel observar o
aparecimento do estiramento vEu-O (DBM) em regides de menores energias (fai-

xas de 514-506 cm™) condizentes com complexos semelhantes na literatura!’>>3.
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Figura 19. Espectro vibracional na regido do infravermelho do complexo

Eu(DBM);PH. Obtidos em pastilhas de KBr com faixa de leitura de 4000-400 cm
1

Um aspecto crucial considerado no planejamento estrutural dos com-
plexos ¢ evidenciado pela andlise em espectroscopia de infravermelho (IV). A au-
séncia de ligantes, como moléculas de dgua, na esfera de coordenagao ¢ particu-
larmente relevante devido ao impacto que esses ligantes tém na supressao da flu-
orescéncia. Nos espectros obtidos, observa-se a auséncia de bandas de estiramento
do tipo vOH e dos alargamentos caracteristicos causados por ligagdes de hidrogé-
nio. Esses efeitos, bastante evidentes no ligante DBM, conferem a ele um espectro
alargado devido as interacdes de hidrogénio, mas estdo ausentes nos complexos
planejados, indicando a eficicia do design estrutural em evitar tais interferéncias.
Para uma maior aprofundamento na discussao realizou-se a comparagdo do es-
pectro do precursor Eu(DBM);.(H,0), (que cota com a presenga de duas molécu-
las de 4gua em um complexo octa-coordenado) e como a relocac¢do dos ligantes

fenantrolinicos coordenadas no lugar do ligante aqua alteram os espectros de IV
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eliminando a vibragdo caracteristica de vVOH (Fig 20a, 20b e A12). O estiramento

vOH ¢ presenciado na regido de 3500-3100 cm™'4,
QO & ~ QO $ =
-
a) 4 C Eu/ - 5 / O Eu<g] + 2H,0
9\ ., ©
© ©
R X
W
/ ,H
o
W

vOH
vCH, g

b) aC Y vOH
N

VCHaneI

T T
O O 3500 3000

Numero de onda (cm™)

Figura 20. a) Esquema de substituicdo das aguas coordenadas no precursor
Eu(DBM);(H20), por ligantes fenantrolinicos. b) IV cortado na regido acima de

3000 cm-1 para o ligante DBM e seu respectivo precursor.

Outras mudangas nos espectros comparados aos ligantes livres estao
no aparecimento do estiramento vC=N nas regides de 1576-1441 cm™! provenien-
tes dos ligantes fenantrolinicos ja que outros tipos de estiramentos como vCH,
vC=C e yCH sao provindos dos dois ligantes DBM e fenantrolinas presentes nas
esferas de coordenagdes dos quatros diferentes complexos.

Para o complexo Eu(DBM);.NON (Fig 21), o ligante fenantrolina es-
tendido apresenta o grupo funcional furazano (N-O-N), tal estiramento se apre-

senta em 1332 cm!, no ligante livre € 1312 cm™ para o complexo®”,
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Figura 21. Espectro vibracional na regido do infravermelho do complexo
Eu(DBM);NON. Obtidos em pastilhas de KBr com faixa de leitura de 4000-400

cm™.

O complexo com fenantrolina com grupos funcionais nitrilas
Eu(DBM);CN ¢ um bom parametro ao se comparar a coordenacgao tanto da dice-
tona quanto do ligante CN (Fig. 22), isso porque a estiramento VCN aparece em

regioes livres de outras vibragdes provindas das espécies coordenadas.
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Figura 22. Espectro vibracional na regido do infravermelho do complexo

Eu(DBM);CN. Obtidos em pastilhas de KBr com faixa de leitura de 4000-400

cm™.

Por exemplo, para o ligante livre o estiramento vCN se encontra em
2238 cm'%, j4 para o complexo com uma intensidade menor em 2237 cm™!, ndo
se observa grandes deslocamento, provavelmente por conta da distancia de liga-
cdo entre o grupo nitrila das ligagdes proximas a coordenacdo ao metal. Conse-
quentemente para o quarto complexo Eu(DBM);BrF os estiramentos referentes
ao anel halogenado podem ser dificeis de identificar, por aparecerem em regides
de menor frequéncias juntamente com outras bandas atribuidas a deformagdes dos
anéis aparecem. Os estiramentos aril fluoreto e brometo apresentam estiramentos
em 1071 cm™ (vC-Br) e 1220 (vC-F) e para os ligantes e 1072 ¢ 1023 cm! para
os complexos respectivamente *%°7. Fig 23. Além disso, um resumo de todos os

estiramentos discutidos esta apresentado na Tabela 5.
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Figura 23. Espectro vibracional na regido do infravermelho do complexo

Eu(DBM);BrF. Obtidos em pastilhas de KBr com faixa de leitura de 4000-40 cm

1

Tabela 5. Atribuicdes das principais bandas do infravermelho para os ligantes e

complexos.
Ligantes/Complexos (cm™)
Atribuicbes DBM EuPH EuNON EuCN EuBrF
292’91/%71'12_ 3101- 3122- 3083-
VCHarel - 2984 2954/3124- 2990/3118- 2929/3121-
2966 2990 2965
3216-
VOH 2044 ) ) ) )
VCNpitrila) - - - 2238/2237 -
oo 16161476/ 1618-1458/  1616-1479/
VCC/CNanel enc 1354 1579-1442 1567-1449 1567-1456
VCO(ceto)- 1600' _ _ _ _ _ _ _ _
vCO(enol 1468 /1510-1413 /1596-1406 /1592-1398 /1593-1410
vNON - - 1332/1312 - -
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vCF - - - - 1220/1219
vCBr - - - - 1072/1023
yCHanel 755 795/721 7671756 7421721 737/722
yCCanel 492 468/enc 463/456 enc/enc 465/468
vEuO - 514 506 510 508

v= estiramento; y= deformacdes fora do plano; enc= encorberto.

4.2.2. CaracterizacOes via Ressonancia Magnetica dos Com-

plexos

Apesar do paramagnetismo apresentados pelos complexos a base de
Eu(I1I) devido aos seis elétrons desemparelhados 4/, (vide a as susceptibilidades
magnéticas mostradas na Tabela 4) a caracterizagdo por RMN fora utilizada para
demonstrar a obtencdo dos complexos trabalhados. E interessante notar a perda
de multiplicidade dos sinais dos ligantes quando esses coordenados, € os grandes
deslocamentos que alguns protons sofrem, esses efeitos sdo caracterizados pelas
interagdes entre 0 momento nuclear magnético (spin) dos niicleos diamagnéticos
(ligantes) com os elétrons f desemparelhados do ion, que também gera um campo
magnético. Isso acarreta em uma interferéncia no ambiente como um todo, essas
mudangas podem ser apresentadas por meio de interagdes dipolo-dipolo ou pela
deslocalizac¢do dos elétrons do Eu(II)*}. Em sistemas semelhantes descritos na
literatura as interacoes eletrostaticas (dipolo-dipolo) sdo mais evidentes ja que os
orbitais 4f'sdo blindados por orbitais 5s, 5p e devido a essas propriedades, aqueles
hidrogénios proximos a ligacdo ao metal como os Ha e grupo Metino (C-H) so-

frem os maiores efeitos paramagnéticos observados®*-*+*%(Figs 24,29,30 ¢ 31).
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H para o complexo Eu(DBM);PH Solvente: Ace-

T
T N

tona-de.

Como supracitado os efeitos de deslocamento sdo experimentados
por todos os protons, porém mais fortemente naqueles proximos as ligagdes ao
metal. Consequentemente, vale ressaltar a pequena diferenca comparativa da ana-
lise feita em diferentes solventes entre ligantes e complexos. Para o composto
Eu(DBM);PH, observa que o hidrogénio de sigla Ha referente a fenantrolina sofre
um grande deslocamento para regides desblindadas de 4,03ppm, quando compa-
rado com esse livre (HAS = ppm(coordenado) — ppm(ligante livre)). Ja o hidrogé-
nio C-H (DBM) experimenta um efeito contrario de blindagem, com um desloca-
mento de -3,93ppm. Pelas integrais constatou-se a coordenagdo do equivalente a
trés ligantes dicetonas, totalizando trinta protons referentes 3DBM:Eu. Também
pode-se perceber a grande separacao nos hidrogénios, orto, meta e para, na parte
do ligante fenantrolinico (PH), quando se comparado com o ligante livre (Figs 13
e A7), os efeitos paramagnéticos sdo mais pronunciaveis neste ligante, vide as
integrais, principalmente do hidrogénio Ha que se encontram abaixo dos valores

esperados.
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O mapa de contorno (COSY)) também foi realizado para complemen-
tar a caracterizacao do sistema. No entanto, foi possivel aplica-lo apenas ao com-
plexo Eu(DBM);PH, devido os efeitos paramagnéticos interferir mais fortemente

nos demais complexos (Fig. 25).

m+p

o
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LY

f1 (ppm)

r10

ri1

r12

r13

—————— 7T T T
13.5 125 115 105 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5
ppm

Figura 25. Mapa de contorno COSY 'H-'H para o complexo Eu(DBM);PH. Sol-

vente: Acetona-de.

Ao analisar a Figura 25 observa-se os acoplamentos entre si dos trés
sistemas de protons distintos, por exemplo, sistemas orto, meta e para do ligante
DBM. Assim como o sistema do anel fenilico (fenantrolina), com as integrais
sendo 4:4:2 para os hidrogénios orto, meta e para, respectivamente, ja o sistema
de prétons, que fazem parte do conjunto de anéis caracteristicos da fenantrolina,
nao apresentam esses tipos acoplamentos. Para a fenantrolina também foi possivel
caracterizar os carbonos vias mapas de contornos por meio do HSQC (H-*C) e
HMBC (H-'*C). Para uma melhor compreensio a estrutura do complexo foi apre-
sentada de maneira simplificada ja que os carbonos ndo se apresentam duplicados

devido ao ambiente quimico total do composto.
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Via HSQC (Fig. 26), foi possivel identificar todos os carbonos dire-
tamente ligados aos seus respectivos protons, exceto o proton Ha referente ao li-
gante PH devido a proximidade ao centro paramagnético, na Figura 27, ¢ apre-
sentada a regido expandida para uma melhor visualiza¢do dos sinais, as intensi-
dades dos sinais corroboram com suas respectivas quantidades de carbonos, por
exemplo, o sinal em 124,78 ppm ¢ condizente a todos carbonos da parte da dice-
tona nas posi¢des orto, meta e para, enquanto que os carbonos em 131,29 ppm
somente sdo atribuidos aqueles nas posicoes meta e para. Também foi possivel
notar que o carbono C34 acompanha a blindagem experimentada pelo préton me-

tino (C-H).
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Figura 26. Mapa de contorno HSQC 'H-"3C para o complexo Eu(DBM);PH. Sol-

vente: Acetona-de.
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Figura 27. Regido expandida para uma melhor visualizacdo dos acoplamentos

orto, meta e para dos ligantes complexados. Solvente: Acetona-de.
Consequentemente a caracterizagdo dos carbonos faltantes fora rea-

lizada com auxilio da técnica HMBC ("H-'C), Figura. A13, e os carbonos totais

via espectro de C{'H} na Figura 28 a seguir:
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Figura 28. Espectro de RMN de "*C{'H} para o complexo Eu(DBM);PH Sol-

vente: Acetona-dg

Por ndo exibirem acoplamentos com nenhuma das espécies os carbo-
nos C3,12 foram caracterizados apresentando as maiores desblindagens (184,85
ppm) acompanhando os mesmos efeitos apresentados pelos seus protons Ha’/a”.
Os carbonos diretamente ligados aos oxigénios C33,35, foram caracterizados de-
vido aos acoplamentos a longa distdncia com o hidrogénio C-H, nesse caso ob-
serva que o efeito paramagnético rege os efeitos de deslocamentos, ja que em
teoria espera-se que carbono diretamente ligados a oxigénio do tipo cetona (C=0)
apresente os maiores deslocamentos que os carbonos 3,12,

Para os complexos com as fenantrolinas estendidas (Figs 29-31), per-
cebe-se que os protons referentes aos an€is planares sofrem grandes deslocamen-
tos para regides mais desblindadas, porém isso ocorre de maneira conjunta res-

peitando as respectivas ordens dos respectivos ligantes livres. A parte referente a
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dicetona também experimenta efeitos contrarios de blindagem, vale destacar os
deslocamentos proximos apresentados para os complexos Eu(DBM);NON e
Eu(DBM);CN de cerca 6,82 e 6,04 ppm para a parte orto, meta e para (DBM)
assim como do C-H (~2,69 e 2,71 ppm respectivamente).

Referente ao complexo Eu(DBM);BrF (Fig 31) sdo expostos os mes-
mos efeitos, mas dando mais énfase na grande perca de multiplicidade e intensi-
dade nos sinais provindos do ligante BrF, mas por meio das integrais observou-se
a presenca dos oito protons esperados, referentes aos hidrogénios do ligante planar

assimétrico, e no sistema geral a proporcao foi de 1:1:3 onde BrF:Eu:DBM.
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Figura 29. Espectro de RMN de 1H para o complexo Eu(DBM);NON Solvente:

Acetona-ds.
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H para o complexo Eu(DBM);BrF Solvente:

Acetona-ds.

De maneira geral ¢ interessante notar que o efeito paramagnético
apresentado na técnica serviu para confirmar a obtencao dos complexos, apesar
dos sinais se apresentarem alargados foi possivel determinar as integrais espera-
das para os ligantes presentes no arcabouco molecular do metal, além disso foi
importante notar a natureza das ligagcdes de carater predominantemente eletrosta-
ticos entre metal e ligantes.

Por fim, um resumo dos deslocamentos paramagnéticos (os desloca-
mentos dos ligantes podem ser encontrados na Tabela. 5) de alguns prétons pés
coordenagdo sdao expostos na Tabela. 6 a seguir, onde € notavel, que de maneira
geral os efeitos sdo bastante parecidos, quando se compara a série de complexos

devido suas similaridades isoeletronicas e isoestruturais.

Tabela 6. Comparacao dos deslocamentos paramagnéticos versus diamagnéticos

(AD).

Deslocamentos paramagnéticos HA8" em ppm

Compostos
Ha Hb Hc Hd He CH(DBM)
Eu(DBM)sPH 4,02 1,79 2,34 - - -3,93
Eu(DBM)sNON enc** 2,05 3,44 - - -4,59
Eu(DBM);CN 3,24 1,99 3,16 - - -4,57
Eu(DBM)3BrF 2,75 1,26 2,73 1,33 1,20 -4,02

* HAS = ppm(coordenado) — ppm(ligante livre), deslocamento dos ligante livres pode ser encontrado na tabela 5.

** Regido encoberta
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4.2.3. Espectroscopia na regido do Ultravioleta Visivel (UV-
Vis)

Diferentemente da técnica de IV, na qual uma energia ¢ aplicada para
causar vibragdes nas moléculas, no UV-Vis utiliza-se uma energia de frequéncia
mais alta, capaz de promover elétrons de niveis energéticos mais baixos (estado
fundamental) para niveis energéticos mais altos (estado excitado) em atomos, mo-
léculas ou complexos. Geralmente as provaveis transi¢oes, resumidamente, ocor-
rem nos orbitais preenchidos de mais altas energias (HOMOS), para orbitais va-
cantes de mais baixas energias (LUMOS)*’.

Se tratando dos sistemas aqui trabalhados os ligantes organicos pos-

suem transi¢oes de carater o e 1 (estados fundamentais) para estados excitados o*

e n* (*=antiligante). Fig 32.

A o*
— O*
- 4 A
*
A A L
© Transigoes
—
9 — )
e n
Ll
T
T
[e)
6]

Figura 32. Os diferentes niveis eletronicos e suas possiveis transi¢des em ligantes

orginicos®.

Diante disso essas transi¢des podem ser analisadas devido absorban-

cia em comprimentos de ondas especificos via técnica de ultravioleta visivel. Por
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exemplo os complexos aqui trabalhados (Fig 33), apresentam bandas de absor¢des

nas faixas de 260 a 400 nm.
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Figura 33. Espectros de UV-Vis para os complexos em compara¢do com seus res-
pectivos ligantes. a) Eu(DBM);PH; b) Eu(DBM);NON; ¢) Eu(DBM);CN e d)
Eu(DBM);BrF. Concentragdes 1x10°M em DMSO.

O ligante Dibenzoilmetano (DBM), apresenta duas transi¢des do tipo

n-m*, uma referente as transigdes presentes nos anéis aromaticos em 266 nm, tais

bandas sdao mais dificeis de visualizar devido a absor¢ao do solvente (DMSO =+

260 nm°>7), outra transicdo de mesmo carater pode ser vista em 350 nm, que sdo

provindas da transi¢do carbonila C=0%. J4 os ligantes fenantrolinas variam de

acordo com os substituintes, por exemplo o ligante PH, por apresentar somente

ligacdes aromaticas tem suas transicoes em maiores energias (menores
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comprimentos de ondas). Ao decorrer da série dos complexos, os ligantes com
substituintes NON (furazano), CN (nitrila) e BrF (Halogénios) possuem bandas
entre 300 a 400 nm devido as possiveis transi¢coes de elétrons ndo ligantes, essas
do tipo n-*, que sdo de menores energias?®’.

Quando essas transi¢des sdo comparadas aos respectivos complexos,
nota-se que todas transi¢cdes referentes aos ligantes coordenados ao arcabougo
molecular do metal se encontram presentes, o que ocorre ¢ um grande aumento
nas intensidades (um efeito hipercromico), isso ¢ esperado por conta da propor-
¢ao 3:1 entre ligante DBM e Europio, além disso as bandas dos respectivos ligan-
tes derivados da fenantrolina podem atuar nessas somas de absorbancias justa-
mente por estarem sobrepostas em regides de mesma transi¢des do ligante dice-
tona (C=0).

Para uma melhor visualizacdo das transi¢des foram feitas as decon-
volugdes para todos os complexos (Fig 34). Pode-se observar que as maiores con-
tribuigdes em termos de transi¢cdes provém do ligante DBM. Isso ocorre quando
uma banda experimental alargada ¢ compativel com quatro transi¢cdes de carater
n-n*, conforme indicado pelos dados teoricos, vide o complexo Eu(DBM);PH que
ndo apresenta contribuicao do ligante fenantronilico nessa regido (Fig. 34a). As
contribuicdes dos ligantes planares sao melhores visualizadas para os complexos
Eu(DBM);NON e Eu(DBM);BrF (Fig. 34b e d), quando foi possivel identificar
as transi¢des de carater m-n* em cerca de 300 nm, bem como a transi¢ao n-n* em
aproximadamente 400 nm provindas de pares de elétrons ndo ligados dos grupos

halogenado bromo e flaor.
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Figura 34. Decovolugdes para os complexos. a) Eu(DBM);PH; b)
Eu(DBM);NON; c¢) Eu(DBM);CN e d) Eu(DBM);BrF. Software MatLab.

Os ions lantanideos possuem caracteristicas espectroscopicas inco-
muns, por exemplo, as transi¢coes do tipo f-f sdo proibidas pela regra de Laporte
(transferéncias de mesmas paridades sdo proibidas'®) o que acarreta em absortivi-
dades molares baixas (e< 1 M), além do mais a prote¢do experimentada pelos
orbitais 4/, geram acoplamentos poucos evidentes com os orbitais dos ligantes, o
que reflete em pequenos deslocamentos em relagdo aos ligantes livres € como
consequeéncias as transi¢des de cargas ligante metal (TCLM) podem ser quase nao
evidenciadas ou sobrepostas por transi¢oes inteiramente dos ligantes, como ob-
servado nos espectros acima’. Porém os ligantes cromoforos utilizados neste tra-
balhado tém papéis fundamentais nas propriedades espectroscopicas quando se
trata das emissoes na regido de ~600 nm, as quais serdo discutidas mais a fundo
na proxima sessao.Por fim a natureza das transi¢oes até aqui discutidas sao exem-

plificadas na tabela 7 abaixo, juntamente com suas absortividades molares (€).
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Tabela 7. Transigdes referentes aos ligantes e seus respectivos complexos, com-
primentos de ondas (nm) por Absortividades Molares € (L. cm™'mol!). Solvente:

DMSO e concentrac¢des de 1x10°M.

Ligantes Transicéo (Comprimento de onda nm)

¢ (L. cm*mol?)

DBM T — ¥ (267) 54.000
T — * (350) 22.000

PH T — ¥ (267) 75.000
NON T— * (285) 30.000
T — ¥ (294) 26.000

n—mu* (354) 9.800

CN T— ¥ (271) 87000
T— * (307) 24.800

n—m* (354) 8.200

n—m* (370) 7.100

BrF T — ¥ (296) 37.600
T — * (306) 26.200

n—mu* (371) 13.800

n—m* (390) 13.200

Complexos Transicéo (Comprimento de onda nm)

¢ (L. cm*mol?)

Eu(DBM)sPH T — ¥ (267) 100.000
T — ¥ (355) 62.000
Eu(DBM)sNON n— ¥ (284) 53.000
T — ¥ (295) 46.700
Tt + (355) 82.000

n—om*
Eu(DBM)sCN T — ¥ (266) 107.500
T—t+ (354) 61.900

n—om*
Eu(DBM)s:BrF T — ¥ (296) 49.500
n— ¥ (306) 40.600
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T — ¥ (357) 75.200
n—m* (391) 28.500

4.2.4. Espectroscopia de Luminescéncia e dados Fotofisicos

Os complexos de Eu(Ill) exibem uma intensa emissdao no vermelho

(613-616 nm), apds a excitagdo de bandas provindas dos ligantes no UV-Vis (Fig

35). Para uma melhor visualizagao das transi¢des via fluorescéncia, os espectros

também sdo expostas separadamente em apéndice (Figs A14-17).
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Figura 35. Espectros de Absorbancia (excitacdo 354-355 nm) e de Fluorescéncia
dos complexos (emissdo 613-616 nm). a) Eu(DBM);PH. b) Eu(DBM);NON. c)
Eu(DBM);CN. d) Eu(DBM);BrF. Solvente: DMSO e concentragdo de 1x10°M.

Os espectros de luminescéncia dos complexos fornecem informagdes

significativamente mais detalhadas do que os espectros de absor¢ao. Isso ocorre
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porque, nesses compostos, a absor¢ao ¢ predominantemente influenciada pelos
ligantes, que desempenham o papel de antenas .Esses ligantes captam a energia e
a transferem posteriormente para os estados excitados de menor energia do
Eu(III). Esse processo culmina em um decaimento radiativo, resultando na emis-
sdo de fluorescéncia. Nos complexos estudados, essa emissdo ¢ caracterizada pe-
las transigdes tipicas do Eu(IIl) do tipo *Do—'F; (onde J=1-4). A emissdo verme-
lha intensa (Fig. 35 e 36), caracteristica dos complexos de Eu(IlIl), ¢ atribuida
principalmente a transi¢do hipersensivel °Dy—"F,, cuja intensidade e posi¢do sdo
fortemente influenciadas pela simetria local ao redor do ion e pela natureza dos
ligantes’. As transi¢des do tipo ’Fs € 'Fgndo foram observadas pois estdo fora das
faixas detectaveis pelo equipamento utilizado, esse comportamento ocorre devido
a regra de Landé¢ onde “o espagamento entre os niveis de energia aumenta com o
valor de J”, ou seja, quanto maior esse valor, mais separado ele estard dos niveis
vizinhos e possivelmente essas transi¢des se encontram no infravermelho’. Os da-

dos fotofisicos dos complexos estdo apresentados na Tabela 8.
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Figura 36. Emissao dos complexos de Eu(IIl) no vermelho da transi¢do hipersen-
sivel °Dy—’F,. Lampada UV Cole-Parmer 6W. Comprimento de excitagdo 365

nm.
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Tabela 8. Dados fotofisicos para os complexos a base de Eu(IIl), como rendimento

quantico global (@) e tempo de meia via T (ms).

COMPLEXOS Comprimento (‘le ?nda de excitacdo —  Dgiopal Ten.lpo de meia
emissao (nm) % vida T [ms]

Eu(DBM)s;PH 353,84 - 612,40 12,2 0,136 £ 0,00228

Eu(DBM);NON 353,84 - 613,14 1,6 0,129 £ 0,00277

Eu(DBM);CN 353,84 - 612,40 3,5 0,129 £ 0,00324

Eu(DBM);BrF 353,84 — 613,14 1,5 0,123 £ 0,00283

Observa-se que os tempos de meia-vida para todos os complexos
apresentam pequenas variagoes, de 0,136 a 0,123 ms, o que pode ser atribuido as
similaridades estruturais entre os compostos.

O rendimento quantico apresenta um padrao semelhante, com desta-
que para o complexo Eu(DBM)sPH, que se sobressai em relacdo aos demais de-
vido ao seu tempo de meia-vida prolongado e rendimento quantico de 12,2%.Em-
bora o rendimento quéntico seja relativamente elevado em comparagdo com ou-
tros complexos da série, ainda € considerado baixo frente a valores reportados na
literatura para sistemas similares. Por exemplo, Dasari e colaboradores, ao estu-
darem complexos de Eu(IIl) com ligantes fenantrolinicos estendidos, como dipi-
ridoquinoxalina e dipiridofenazina, relataram rendimentos de aproximadamente
30% em DMF. Em um outro estudo, o mesmo grupo obteve um rendimento quan-
tico de ~20% ao incorporar B-dicetonas do tipo 4,4,4-trifluoro-1-(2-naftil)-1,3-
butanodiona e dipiridoquinoxalina. Similarmente, Abbas e colaboradores. alcan-
caram rendimentos de 24-36% para complexos de Eu(IIl) com ligantes terpiridi-
nicos variados!!:61-62,

E importante ressaltar que neste trabalho todas as anélises foram re-
alizadas sob condi¢des experimentais brandas, sem controle rigoroso de atmosfera
e utilizando solventes sem tratamento prévio. Essas condi¢cdes podem contribuir
para a perda de energia do sistema complexo para a vizinhanga. A op¢ao por essas
condi¢des teve como objetivo investigar previamente a capacidade desses com-
plexos de emitirem fluorescéncia em ambientes celulares. Como serd discutido

mais adiante, em ensaios realizados em meio de cultura e tampao fosfato, os
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compostos demonstraram fluorescéncia, sugerindo um potencial promissor como
sondas luminescentes para aplicagdes em ambientes intracelulares.

A analise estrutural dos complexos, aliada a calculos teoricos, reve-
lou que os ligantes desempenham um papel relevante nas transferéncias de ener-
gia. Observou-se, por exemplo, que as distancias energeticas entre os estados tri-
pletos (T1) dos centros doadores (ligantes) e o receptor (ion central) encontram-
se entre 5 e 6 A, enquanto valores ideais ficam abaixo de 5 A. Além disso, as
diferengas energéticas entre os estados T1 e o nivel emissor *Dy do eurdpio tam-
bém impactam nas propriedades espectroscopicas dos complexos. Destacando
que apenas o complexo Eu(DBM);PH apresenta-se dentro da faixa energética
ideal, refletindo-se em seu maior rendimento quantico e melhor eficiéncia lumi-
nescente em comparagdo aos demais. Para mais detalhes sobre as discussoes teo-

ricas, consulte a vide a se¢ao 4.2.6.

4.2.5. Descricéo dos cristais obtidos por difracéao de raios X

As estruturas propostas foram confirmadas via difracdo de raios X
para os complexos Eu(DBM);NON e Eu(DBM);CN.

O sistema para obten¢ao dos monocristais fora realizado por meio de
difusao de solventes imisciveis entre si, por exemplo, utilizou a acetona para so-
lubilizar os complexos em um tubo de RMN e em seguida lentamente adicionou-
se hexano para formar duas fases, para facilitar uma difusao mais lenta, o sistema
fo1 levado para geladeira e em alguns dias notou-se o aparecimento de cristais
aptos a serem difratados.O complexo Eu(DBM);NON ¢ pertence ao grupo crista-
lino do tipo ortorrombico com disposi¢do espacial igual a P2,2,2; ja o complexo
que se diferencia pela fenantrolina do tipo CN ¢ classificado como um sistema

triclinico do grupo espacial P-1.
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De maneira geral, as estruturas apresentam o ion de eurdpio com oito
pontos de coordenacgdo, com trés ligantes DBM e as respectivas fenantrolinas

compondo a esfera de coordenacao (Fig. 37a e b).

A)

B)
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Figura 37. Estruturas cristalograficas obtidas para os complexos em a)

Eu(DBM):NON ¢ b) Eu(DBM);CN.

Como previsto o ion de Eu(Ill) se encontra saturado em termos de
numero de coordenagdo e livre de moléculas de dgua, além disso a presenca de

ligantes volumosos podem dificultar a interagdes ou até mesmo a disponibilidade

86



Resultados e Discussoes

® >

de ligagdes com ligantes aqua, como ja discutido, interacdes com moléculas de-
sativadoras de fluorescéncia podem limitar a emissao do sistema.

Em termos de distancias de ligagdo, os ligantes O’O” apresentam
uma ligacao mais forte com o ion Eu(Ill) em comparagdo aos ligantes N’N”’, como
esperado, devido a maior afinidade do europium (Eu) por oxigénios. As distancias
médias Eu-O e Eu-N sio, respectivamente, de 2,300 A e 2,600 A (Tabela. 9).

Por fim um resumo das distancias e angulos de ligacoes entre Eu-
Ligantes sdo resumidos na tabela 9, as interacdes gerais para todos os atomos sao

expostos em apéndice bem como a célula unitaria dos complexos.

Tabela 9. Parametros dos cristais, como distincia (A) e angulos de ligacdes para

os complexos Eu(DBM);NON, Eu(DBM);CN e do ligante livre DBM.

Atomos Distancias de ligaces A
Eu(DBM);NON Eu(DBM);CN
Eu-N1 2,610 2,628
Eu-N2 2,611 2,630
Eu-O1 2,374 2,326
Eu-02 2,349 2,347
Eu-03 2,339 2,380
Eu-04 2,346 2,353
Eu-O5 2,370 2,391
Eu-06 2,332 2,332
DBM*
O1-C5 1,277
02-C7 1,302
Angulos°®
O1-EU-02 71,57 71,07
03-Eu-04 72,16 71,96
05-Eu-06 72,70 73,38
N1-Eu-N2 62,06 61,74

*D.E.Williams, Acta Crystallographica, 1966, 21, 340%
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4.2.6. Célculos teoricos, TD-DFT e energias de transferéncias
L-M

As estruturas tridimensionais de cada complexo foram otimizadas
com o nivel de teoria DFT PBE1PBE/TZVP/MWB52/CPCM(DMSO) ¢ estao dis-
postas na Figura. 38. Utilizando o programa SHAPE ®, verificou-se que as formas
que mais se assemelham aos poliedros de coordenagdo dos complexos sao dode-
caedro triangular (grupo pontual D,4) para o complexo Eu(DBM);BrF e anti-
prisma quadratrico (grupo pontual Ds4g) para Eu(DBM);PH, Eu(DBM);NON e
Eu(DBM);CN (Tabela 10). De maneira geral, os poliedros apresentam bastante
semelhanca (Fig. 38). Isso esta diretamente correlacionado a semelhanca isoes-

truturais dos complexos.
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Figura 38. Estruturas tridimensionais dos complexos. a) Eu(DBM);PH. b)
Eu(DBM);NON. c¢) Eu(DBM);CN. d) Eu(DBM);NON. E seus respectivos

88



Resultados e Discussoes

® >

poliedros de coordenagdo otimizados com DFT utilizando o nivel de teoria

PBE1PBE/TZVP/MWB52/CPCM(DMSO).

Tabela 10. Erro associado entre os poliedros de coordenagdo dos complexos e
formas ideais de dodecaedro triangular e antiprisma quadratico obtidos através do

programa SHAPE.

Complexos Dodecaedro triangular Antiprisma quadratrico
Eu(DBM);PH 1,363 1,194
Eu(DBM);NON 1,902 0,867
Eu(DBM);CN 1,350 1,237
Eu(DBM)3BrF 0,809 1,898

Nos calculos dos estados excitados, a selecio do método bascou-se
na precisao na determinacgao do espectro de absor¢ao tedrico. Assim, os métodos
INDO/S-CIS e PBEIPBE com efeito de solvente apresentaram os resultados mais
acurados (Fig. 39). No entanto, entre os dois, 0 método INDO/S-CIS demonstrou
maior concordancia com os dados experimentais, permitindo uma descrigao mais
fiel das transigdes eletronicas observadas. Dado seu desempenho superior, optou-
se por utilizar os dados obtidos pelo método semiempirico INDO/S-CIS para as

analises subsequentes do estudo
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Figura 39. Espectros de absorcdo eletronica experimentais e teoricos calculados
com os métodos DFT PBE1PBE/TZVP/MWB52/CPCM(DMSO) e semiempirico
INDO/S-CIS. a) Eu(DBM);PH. b) Eu(DBM);NON. c¢) Eu(DBM);CN. d)
Eu(DBM);BrF.

A analise dos dados apresentados na Tabela 11, permitiu identificar
o carater das transi¢des eletronicas mais relevantes para as bandas observadas no
espectro de absorc¢ao tedrico de cada complexo, com base nos célculos de estados
excitados utilizando o método semiempirico INDO/S-CIS. O complexo
Eu(DBM);BrF apresentou um niimero maior de transi¢des em relagdo aos demais,
atribuidas aos diferentes quelatos que compdem a esfera de coordenacao. As mai-
ores contribuigdes dos ligantes também foram confirmadas por calculos de de-
convolucao (Fig. 34).

Para todos os complexos, observou-se a ocorréncia de transicoes ele-

tronicas na faixa de 302-304 nm. Essas transi¢des estdo associadas aos orbitais
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localizados nas B-dicetonas, conforme esperado, dado o predominio dessas ligan-
tes na esfera de coordenagdo. Essa caracteristica indica uma contribuigdo expres-
siva do ligante DBM nas propriedades espectroscopicas dos complexos, refor-
cando sua relevancia no perfil de absorgao.

Para os menores comprimentos de onda os ligantes fenantrolinicos
desempenham um maior papel na contribuigcdo das transigdes, devido as transi-
¢Oes m-m* mais energéticas. Uma maneira de visualizar os ligantes envolvidos
nessas transicoes ¢ atraves da Figura 40, onde traz os orbitais presentes na Tabela

11 renderizados.

Tabela 11. Contribuicao das transi¢des eletronicas envolvidas nas bandas mais
importantes dos espectros de absorcdo eletronica tedricos calculados com
INDO/S-CIS. A ~ 300 nm contribuicao dos ligantes DBM e A ~250 nm contribui-

¢do dos ligantes fenantrolinas.

Forea Total
Complexos (nm) de oscil- Maior contribuicio o
Z)
ador
HOMO-1 — LUMO+3 (72,48%) o
319.6 0.1765 HOMO-2 — LUMO+2 (13,74%) 86,22%
HOMO — LUMO+4 (44,83%)
HOMO-2 — LUMO+2 (23,82%) 0
304.6 1.0997 HOMO-1 — LUMO-3 (11,18%) 89,77%
HOMO-3 — LUMO+1 (9,94%)
HOMO-3 — LUMO+1 (38,38%)
- 0
Eu(DBM);PH 294.,4 0.9581 HOMO-3 — LUMO (28,11%) 93,09%

HOMO-4 — LUMO (10,35%)
HOMO-4 — LUMO+1 (6,25%)
HOMO-4 — LUMO (25,42%)
HOMO-2 — LUMO (19,52%)
261,6 12386  HOMO-4 — LUMO+1 (11,90%)  71,38%

HOMO-14 — LUMO (8,52%)
HOMO-14 — LUMO+1 (6,02%)
375,0 0.0939  HOMO-4 — LUMO (96,19%)  96,19%
HOMO — LUMO+5 (51,25%)
303,2 1.6095  HOMO-1 — LUMO+4 (22,61%)  90,25%

Eu(DBM);NON HOMO-2 — LUMO+3 (16,39%)
267.6 0.9552  HOMO-4 — LUMO+1 (81,13%)  81,13%
HOMO-3 — LUMO (90,50%) ,
BOBMLCN 2 U nomos - Lumor (edan) PO
3 302,4 1.5324  HOMO — LUMO+5 (43,67%) 90,42
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260,2

1.8688

HOMO-2 — LUMO+3 (27,86%)
HOMO-1 — LUMO+4 (18,89%)
HOMO-8 — LUMO+2 (52,95%)
HOMO-3 — LUMO+1 (16,61%)
HOMO-9 — LUMO+2 (7,20%)

76,76%

Eu(DBM);BrF

347,0

302,1

275,5

252,1

0.5649

1.5973

0.6957

0.9687

HOMO-3 — LUMO (74,30%)
HOMO-4 — LUMO (14,01%)
HOMO — LUMO+5 (43,15%)
HOMO-1 — LUMO+4 (16,42%)
HOMO-2 — LUMO+3 (14,31%)
HOMO-2 — LUMO+4 (8,05%)
HOMO-1 — LUMO+3 (7,02%)
HOMO-4 — LUMO+1 (47,85%)
HOMO-3 — LUMO+2 (31,24%)
HOMO-17 — LUMO (5,31%)
HOMO-3 — LUMO+2 (29,50%)
HOMO-4 — LUMO+1 (13,66%)
HOMO-19 — LUMO+4 (13,48%)
HOMO-4 — LUMO+2 (11,51%)
HOMO-3 — LUMO+1 (9,11%)

88,31%

88,95%

84,40%

77,26%
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Figura 40. Orbitais moleculares mais relevantes no processo de absorcao eletronica calculados com o método INDO/S-CIS.
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Neste estudo, a modelagem da transferéncia de energia entre ligantes
e metal (L-M) foi realizada sob uma abordagem teorica. Inicialmente, foram iden-
tificados os niveis de energia singleto e tripleto de menor energia (S1 e T1, res-
pectivamente) e as distancias entre o centro doador de energia (Rr) nos ligantes e
o centro aceitador de energia, Eu(I1I).

A compreensdo dessas trocas de energia ¢ essencial para a modela-
gem, pois fornece informacdes fundamentais para o calculo das taxas de transfe-
réncia de energia entre ligantes e metal. Isso possibilita a avaliacdo da favorabili-
dade da populagao energética do ion, indicando se ha uma transferéncia eficiente
para o Eu(IlT). Os dados resultantes, obtidos com o uso do software LUMPAC,

sdo apresentados na tabela 12.

Tabela 12. Energias S1 e T1 dos complexos estudados e suas respectivas RL ob-

tidos através de calculos INDO/S-CIS

Compri- S1 T
Complexos de Or:llgl;t?nm) RL(A)  Energia(em?') Ry (A) Energia (cm™)
Eu(DBM)3;PH 319.6 4,5574 31292,40 5,2712 20710,10
Eu(DBM);NON 375,0 6,9399 26665,70 5,6000 19693,70
Eu(DBM);CN 329,2 6,7129 30377,00 6,5848 22263,20
Eu(DBM)3BrF 347,0 6,1471 28820,10 6,2106 20274,50

Quanto maior a distancia RL em um complexo, menor tende a ser a
eficiéncia da transferéncia de energia entre ligante e metal, uma vez que o au-
mento dessa distancia favorece perdas energéticas ao longo do trajeto. Nos com-
plexos Eu(DBM);PH, Eu(DBM);NON, Eu(DBM);CN e Eu(DBM);BrF, os valo-
res de Ry obtidos sdo maiores do que os observados em sistemas luminescentes
semelhantes ja investigados teoricamente, os quais tipicamente apresentam valo-
res médios abaixo de 5 A% Esse cenario sugere que os complexos estdo sujeitos
a grandes perdas de energia durante o processo de transferéncia do ligante para o
metal, impactando negativamente a eficiéncia da populacao do estado excitado do

ion Eu(Ill) e reduzindo o rendimento quantico. Esse efeito ¢ claramente
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corroborado pelos rendimentos quanticos experimentais observados para os com-
plexos (Tabela 8).

Entre os complexos analisados, o Eu(DBM);PH apresentou os me-
nores valores de Ry, (Tabela 12), fato que pode ser atribuido a excita¢do dos esta-
dos de menor energia ocorrer predominantemente nos ligantes -dicetonatos. Esse
encurtamento na distancia de transferéncia indica que a energia percorre um ca-
minho mais curto entre o ligante e o centro metalico, o que favorece uma maior
eficiéncia no processo de transferéncia de energia. Assim, o complexo potencial-
mente apresenta um melhor desempenho luminescente experimentalmente em re-
lagdo aos demais complexos devido a uma menor perda de energia durante a trans-
feréncia.

De acordo com a regra de Latva, para que a transferéncia de energia
entre o ligante e o ion lantanideo ocorra de forma eficiente, o nivel tripleto (T;)
dos ligantes deve estar entre 2500 ¢ 4000 cm™ acima do nivel emissor do ion Eu
(IIN)®°. Para o ion Eu(Ill), cujo nivel emissor Dy encontra-se a 17293 cm™, os
valores de T ideais dos ligantes estariam entre 19793 € 21293 cm’!. Entre os com-
plexos estudados, apenas Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF apresentam niveis T}
dentro desse intervalo (20710,10 e 20274,50 cm™ respectivamente), sugerindo
uma maior adequagao para a transferéncia eficiente de energia nesses compostos.
O complexo Eu(DBM);NON (19693,70 cm™), apesar de ndo estar exatamente
dentro do intervalo ideal, exibe valores proximos, sugerindo uma possivel efici-
éncia energética ligeiramente inferior.

Para o célculo das taxas de transferéncia de energia, considerou-se os
niveis S; e T dos complexos e os niveis aceitadores do Eu(IIl): °Dy, °Dy, °D,, °Ds,
Dy, °Le, °L7, °Ga, °Gs, °Gs e °Gg excitados a partir dos estados fundamentais "F
ou 'Fy. Os valores obtidos estdo na tabela A7.

Ao analisar os canais de transferéncia de energia entre os niveis T}
dos ligantes e o nivel emissor Dy do ion Eu(IIl), o complexo Eu(DBM);PH se

destaca por apresentar maiores taxas de transferéncia de energia (Wgr) em
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comparag¢ao aos demais complexos. Embora este complexo ndo apresente as me-
nores taxas de retrotransferéncia de energia (Wgr), todos os valores de Wpr sdo
exponencialmente inferiores aos de Wgr. Esse fator € relevante, pois minimiza as
perdas de eficiéncia luminescente do ion Eu(Ill) devido a retrotransferéncias para
os ligantes organicos.

Esses dados sugerem que o complexo Eu(DBM);PH possui uma
maior populagio no nivel >Dy, tornando-o o candidato mais promissor em termos
de luminescéncia. Em contrapartida, o complexo Eu(DBM);CN exibe as menores
taxas de Wgr e War, 0 que esta associado a sua maior energia do estado T, em
comparagao aos outros complexos (vide Tabela 12), resultando em uma menor
interacao entre os niveis devido a maior distancia energética entre o nivel aceita-
dor (°Dy) € o doador (T;). O comportamento oposto é observado para o complexo
Eu(DBM);NON, que possui a menor energia T, e, consequentemente, uma inte-
ragdo mais intensa entre os niveis T; e °Dy, refletida em valores mais elevados de
War. Assim, o fato de Eu(DBM);NON nao exibir as maiores taxas de Wer sugere
que 1sso possa estar relacionado a sua maior distancia RL entre o estado T; e o ion
Eu(III).

Uma abordagem pratica para ilustrar o processo de transferéncia de
energia ¢ por meio dos diagramas de energia de Jablonski (Fig. 41). Esses diagra-
mas permitem visualizar em escala os diferentes niveis de energia envolvidos,
facilitando a compreensao dos valores obtidos para as taxas de transferéncia de
energia. Essa representacdo visual possibilita identificar com clareza as etapas de
excitagdo, relaxamento e retrotransferéncia de energia, destacando os niveis mais

relevantes na dinamica energética dos complexos analisados.
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Figura 41. Diagramas de energia demonstrando em escala o processo de transfe-

réncias de energias ligantes-Eu(Ill) dos complexos estudados. a) Eu(DBM);PH e
Eu(DBM);NON. b) Eu(DBM);CN e Eu(DBM);BrF.

4.2.7.

meio de cultura e tampao fosfato (PBS)

Estabilidade e verificagdo da emissdo dos complexos em

Antes de realizar ensaios bioldgicos com linhagens celulares ou ava-

liar interagdes com biomoléculas, ¢ fundamental investigar a estabilidade dos

compostos nos solventes utilizados nesses experimentos. Isso se deve as condi-

coes distintas apresentadas por esses meios, em comparagdo com solventes como
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DMSO ou acetona, comumente usados nos testes de caracterizag¢ao inicial. Por
exemplo, o tampao fosfato (PBS), ¢ amplamente empregado em experimentos bi-
ologicos, contém uma alta concentracao de fosfato em sua forma anidnica e agua,
espécies que possuem forte afinidade pelo ion eurdpio (III).

Além disso, meios de cultura como DMEM ou RPMI, sao frequen-
temente usados no cultivo celular, esses apresentam diversas classes de aminoa-
cidos e piruvato de sddio, entre outros componentes. Esses compostos, quando
presentes em altas concentragdes, podem competir com os ligantes coordenados
ao ion metalico, promovendo a substituicao desses ligantes e, consequentemente,
inativando tanto as propriedades espectroscopicas quanto as propriedades bioati-
vas dos complexos. Assim, a avaliacao prévia da estabilidade em diferentes meios
biologicos € essencial para entender como os compostos se comportam no meio
extra e intracelular.

Primeiramente, foram realizados estudos de estabilidade em DMSO
por meio da espectroscopia na regido do UV-Vis, uma técnica altamente sensivel
a mudancas conformacionais ou interagdes entre soluto ¢ solvente. O dimetilsul-
toxido (DMSO) foi utilizado como solvente para dissolver os complexos antes
dos ensaios celulares (Fig. 42a-d). Observou-se que os complexos mantém sua
estabilidade nos intervalos de 0, 24 e 48 horas. Esses intervalos sdo relevantes,
pois indicam o periodo necessario de incubagdo dos complexos durante os ensaios

celulares, garantindo que suas propriedades ndo se alterem ao longo do tempo
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Figura 42. Estabilidades dos complexos em DMSO nos tempos de 0, 24 e 48 ho-
ras. a) Eu(DBM);PH; b) Eu(DBM);NON; ¢) Eu(DBM);CN e d) Eu(DBM);BrF.

Concentragdes: 1x10~ M.

Consequentemente, as solugdes dos complexos em DMSO foram uti-
lizadas para a mesma analise em PBS, com uma relacao v/v de 50 uL./5000 pL
(complexos/PBS, respectivamente). Conforme observado na Figura 43a-d, houve
uma diminui¢ao gradual nas bandas dos compostos, sugerindo a possivel precipi-
tacdo dos complexos ao longo do tempo. Esse comportamento ¢ refor¢cado pelo
fato de que as bandas ndo apresentaram deslocamentos, o que poderia indicar ins-

tabilidade devido a formacao de novas espécies.
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Figura 43. Estabilidades dos complexos em PBS nos tempos de 0, 24 e 48 horas.
a) Eu(DBM);PH; b) Eu(DBM);NON; c¢) Eu(DBM);CN e d) Eu(DBM);BrF. Con-

centragdes: 1x10° M.

A formacao de agregados foi confirmada por meio da técnica de Es-
palhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering - DLS) (Fig. 44a-d).
Essa técnica permite relacionar o movimento Browniano das particulas em sus-
pensdo com seu tamanho hidrodinamico, proporcionando uma estimativa precisa
do diametro médio das particulas e da distribui¢do de tamanhos.

Ao analisar as solugdes em diferentes tempos (0, 24 ¢ 48 horas) em
tampao PBS, nas mesmas condi¢des experimentais utilizadas no UV-Vis, obser-
vou-se um aumento nos didmetros hidrodindmicos das particulas, o que indica a
formacao de agregados (Tabela 13). Esse comportamento pode ser atribuido ao
aumento das interacoes eletrostaticas, como as ligacdes de hidrogénio, que sao
intensificadas pelo uso de PBS, um solvente de alta forca idnica. A alta concen-

tragdo de ions no PBS aumenta a solvatagdo dos complexos, promovendo a
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agregacdo entre as particulas devido a diminuicao da repulsdo entre elas e ao au-
mento das interacdes atrativas’®’!.

Os valores de indice de polidispersividade (PdI), que mede a largura
da distribui¢dao de tamanhos das particulas, variaram entre 0,16 e 0,39, valores que
se situam dentro da faixa de 0 (sistemas altamente homogéneos) a 1 (sistemas
altamente heterogéneos). Isso indica que a distribuicao de tamanhos dos agrega-
dos formados ¢ relativamente homogénea, caracterizando um padrao de agrega-

¢do mais uniforme’.

Tabela 13. Parametros como Didmetro hidrodindmico (DH) e polidispersividade
(PdI) para os complexos nos tempos de 0, 24 e 48 horas. Propor¢cao PBS:com-
plexos (99:1%).

Parime- Eu(DBM);PH Eu(DBM):NON Eu(DBM);:CN  Eu(DBM);BrF

tros (0, 24 e 48 hrs) (0, 24 e 48 hrs) (0, 24 e 48 hrs) (0, 24 e 48 hrs)
2677,3085 ¢ 1408, 1754 ¢ 1276, 1863 e 2189, 2511 e
DH (nm)
4351 1371 3206 2038

Pdl/100%  0,23,0,37¢0,22 0,16,0,25¢ 0,39 0,01,0,23¢0,29 0,21, 0,29 ¢ 0,32
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Figura 44. Andlise via DLS para os complexos, intensidades relativas (%) por Di-
ametros das particulas formadas. Em a) Eu(DBM);PH. b) Eu(DBM);NON. c)
Eu(DBM);CN. d) Eu(DBM);BrF.

As interagdes e possiveis mudangas conformacionais dos complexos
foram observadas nos testes de estabilidade realizados com o meio de cultura
RPMI (Fig. 45a-d). Entre 0 e 24 horas, nota-se um aumento nas intensidades das
bandas, além da presenca de pontos isosbésticos, o que sugere mudangas confor-
macionais ¢ a formacao de novas espécies. Vale destacar que a possibilidade de
interagoes eletrostaticas ou a coordenagdao com alguma espécie presente no meio
ao centro metalico ndo pode ser descartada, dado que os ions de europio (III) pos-
suem grande capacidade de acomodar diferentes disposi¢des estruturais. No en-
tanto ndo se observa grandes deslocamentos nas bandas proximas de 350 nm, pro-
veniente dos ligantes, indicando que a permanéncia desses, na esfera coordena-

¢ao.
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Figura 45. Estabilidades dos complexos em RPMI nos tempos de 0, 24, 48 e 72
horas. a) Eu(DBM);PH; b) Eu(DBM);NON; ¢) Eu(DBM);CN e d) Eu(DBM);BrF.

Concentragdes: 1x10~ M.

Os compostos também foram analisados por fluorescéncia, tanto em
PBS quanto em RPMI (Fig. 46a-d), em uma anélise qualitativa para avaliar a pos-
sibilidade de apresentarem luminescéncia em meio intracelular, visando possiveis
aplicagdes como sondas fluorescentes. Observou-se que trés dos complexos
Eu(DBM);PH, Eu(DBM);CN e Eu(DBM)sBrF (Fig. 46a,c e d), exibem a emissao
caracteristica do europio em torno de 612 nm, exceto o complexo Eu(DBM);NON
(Fig. 46b), cuja fluorescéncia foi completamente suprimida. Vale destacar que as
analises foram conduzidas em condicdes brandas, sem tratamentos prévios dos
solventes aplicados. Mesmo com essas condi¢des, os complexos mantiveram suas
emissdes, com destaque para o complexo Eu(DBM)sPH, que apresentou a banda
caracteristica com alta intensidade e sem alargamento, indicando uma estabilidade
luminescente favoravel, isso indica a possibilidade desses complexos atuarem

como possiveis sondas bioluminescentes.
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Figura 46. Espectro de fluorescéncia para os complexos. a) Eu(DBM)s;PH, b)
Eu(DBM);NON, c¢) Eu(DBM);CN e d) Eu(DBM);BrF. Em solventes como PBS
e DMEM. Concentragdes: 1x10°M. Aex = 353-355 nm.

4.3. Analise da atividade citotoxica em modelos celulares 2D e 3D,

e dos mecanismos de morte celular

Os ensaios citotoxicos e antiproliferativos dos complexos foram rea-
lizados utilizando o método colorimétrico MTT, uma técnica amplamente empre-
gada para avaliar a viabilidade celular. Neste método, o sal de tetrazolio (MTT =
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazélio) ¢ reduzido por enzi-
mas mitocondriais ativas presentes em células viaveis, resultando na formagao de
cristais de formazana de coloragdo purpura. A intensidade dessa coloragao ¢ dire-

tamente proporcional a quantidade de células metabolicamente ativas e viaveis,
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sendo quantificada por espectrofotometria e os dados expressos em tabelas de ICs
(concentragdo de inibi¢do de 50% da viabilidade celular)’.

As linhagens celulares tumorais empregadas nos ensaios foram sele-
cionadas por sua relevancia epidemiologica global, incluindo A549 (cancer de
pulmao), DU-145 (cancer de prostata), MDA-MB-231 (cancer de mama triplo
negativo) e A2780cis (cancer de ovario resistente a cisplatina). Adicionalmente,
uma linhagem ndo tumoral de pulmao (MRC-5) foi utilizada como controle, per-
mitindo a avaliacdo da seletividade dos complexos em relagdo a células nao tu-
morais.

Todos os resultados obtidos foram comparados ao farmaco padrao
cisplatina, que atuou como controle positivo nos experimentos, possibilitando a
validacdo dos efeitos citotoxicos e seletividade dos complexos investigados.

A Tabela 14 a seguir apresenta os valores de ICso obtidos para os
ligantes livres. Nota-se que os ligantes PH e NON exibem valores baixos de 1Csy,
ou seja, indica uma alta citotoxicidade, com uma baixa quantidade de células vi-
aveis em comparacao a cisplatina. No entanto, ¢ importante destacar que esses
ligantes ndo demonstram seletividade, apresentando também baixos valores de
ICsp em células ndo tumorais (MRC-5). Como discutido, a especificidade ¢ fun-
damental para minimizar efeitos colaterais, uma vez que a toxicidade em células

saudaveis pode levar a complicagdes indesejaveis durante o tratamento.

Tabela 14. Valores de IC50 para os ligantes e cisplatina em uM frente a linhagens

tumoral e ndo tumoral no periodo de 48 horas.

LIGANTES MRC-5 Ab549 DU-145 MDA-MB-231  A2780cis
DBM 18,8 + 0,44 >100 26,7 £0,25 >50,0 >50,0
PH 1,38+0,17 201+0,22 1,92+0,12 0,240 £ 0,09 2,61 +0,20
NON 0,370+0,02 0,210+0,04 0,140+0,01 0,130+0,01 0,150+ 0,03
CN 6,87 £ 0,63 >50 29,9+1,30 0,750+ 0,11 1,66 +0,44
BRF > 50,0 >50,0 >50,0 >50,0 >50,0
. . 14,4 + 2,30 + * 25,6+
Cisplatina 125+0,15 1,40 0.40 10,2 £ 0,20 0,29
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Os efeitos sinérgicos entre os ligantes € o ion Eu(IIT) nos complexos
influenciam as propriedades citotoxicas de forma significativa em alguns dos
complexos.

Por exemplo, o complexo Eu(DBM);NON (Tabela 15) mantém a ci-
totoxicidade ja observada no ligante livre NON, apresentando baixos valores de
ICso, com variagdes minimas. E interessante ressaltar que a alta capacidade cito-
toxica dessa espécie se mostra independente do ambiente de coordenagdo. Isso €
evidenciado também em estudos realizados com complexos de prata (I) pelo
grupo de pesquisa, nos quais o ligante NON exibiu valores de ICsy igualmente
baixos, variando entre 0,29 ¢ 0,55 uM, sem apresentar seletividade entre células

tumorais e nao tumorais®.

Tabela 15. Valores de ICsp € indice de seletividade (IS) obtidos para os complexos
e cisplatina em pM, frente a linhagens tumoral e ndo tumoral no periodo de 48

horas. Lipofilicidade em LogP.

MDA-

compLExos MRC asag DY ao7s0cis  MB- S S
5 145 P
231
0850+ 0,870
EUDBM):PH  >500 >500 >500 g1 )0 590 575 082
0380 021
EUDBMINON 200 e x  O0IE D) 120 143 051
001 907 001 : 0,
256 617
Eu(DBM):CN 1?’1561 £ 4 668gli 360;3; 270 601 0,87
10 1620 057 : ’
357 +
EUDBM)BIF  >500 >500 >500 >°fF  >50 140 - 090
o 125 144 230 10,2 +
Cisplatina 1015 +140 +0.4 25,6+0,29 0,2074 0490 122 -25

IS* : (MRC-5/A2780cis); IS**: (MRC-5/MDA-MB-231)

Para os demais complexos, algumas observagdes especificas sdo re-

levantes:

e Eu(DBM);CN: apresentou valores de ICsy comparaveis aos do

farmaco padrdo, exceto para a linhagem triplo negativa MDA -
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MB-231, com um valor de 3,08 uM, uma diferenca de 3,31
uM em relacdo a cisplatina. Vale ressaltar a seletividade do
complexo, que foi de 6,01 uM.

Eu(DBM);PH: demonstrou alta seletividade tanto para a linha-
gem MDA-MB-231 quanto para A2780cis, com valores de IS
igual 59,0 e 57,5, respectivamente. Esse efeito contrasta com
a atividade citotoxica do ligante PH livre, que apresentou bai-
xos valores de ICsy para todas as linhagens, além de falta de
seletividade.

Tanto o ligante DBM quanto BrF, quando livres, apresentaram
altos valores de ICsp, com destaque para a inatividade da fe-
nantrolina em todas as linhagens testadas (>50 uM). No en-
tanto, ao serem coordenados ao eurdpio, observou-se um au-
mento expressivo na citotoxicidade, especialmente contra a li-
nhagem de ovario resistente a cisplatina (A2780cis), acompa-
nhada de alta seletividade de 14 uM.

Todos os complexos apresentaram lipofilicidades (Log P) po-
sitivos e proximos entre si, evidenciando a possibilidade des-
ses de adentrarem nas células por meio das membranas fosfo-

lipidicas®.

Outras observacdes merecem destaque: 1) A diferenga significativa

nos indices de seletividade dos complexos Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF em

compara¢ao com o farmaco padrao, especialmente nas células tumorais altamente

incidentes, como a MDA-MB-231 (triplo negativa em estdgio agressivo) € a

A2780cis (resistente a cisplatina); ii) A resisténcia intrinseca ou adquirida a cis-

platina, aliada a sua falta de seletividade, representa um grande desafio. Os com-

plexos estudados mostram potencial ao atuar por um mecanismo alternativo ao da

ligacdo covalente ao DNA tipica da cisplatina, demonstrando eficécia
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significativa contra linhagens resistentes ao firmaco. Explorar novos mecanismos
de agdo € crucial para tratar células resistentes e desenvolver quimioterapicos ino-
vadores. Tendo em vista os resultados obtidos os dois complexos Eu(DBM);PH e
Eu(DBM);BrF foram selecionados para seguimento nos proximos testes, utili-
zando a linhagem celular A2780cis, por ter um maior apelo cientifico por suas
propriedades de resisténcia.

Para analisar as alteragdes morfologicas promovidas pelos comple-
xos na linhagem celular A2780cis, as células foram tratadas com diferentes con-
centragoes dos compostos Eu(DBM); PH e Eu(DBM);BrF. As micrografias foram
coletadas em 0, 24 e 48 horas (Fig. 47 e A20). Para a discussao, optou-se por
utilizar o complexo de fenantrolina BrF, uma vez que ambos os compostos apre-
sentam propriedades semelhantes nos ensaios realizados. As andlises morfologi-
cas do composto Eu(DBM);PH encontram-se no apéndice (Fig. A20)).

No controle, observa-se um aumento progressivo na densidade celu-
lar de 0 a 48 horas. Contudo, nas cé€lulas tratadas com os complexos, na concen-
tragdo de metade do ICsg (0,5xICsp) ja € possivel observar mudangas morfoldgicas
visiveis apos 48 horas, como a redu¢do da densidade celular e o aparecimento de
células com morfologia esférica. Esse efeito € ainda mais pronunciado na concen-
tracdo do ICsy, quando a linhagem celular perde seu padrao de membrana alon-
gado, apresentando, em vez disso, detritos celulares, perda de adesdo e um au-
mento de células com padrio esférico. Essas caracteristicas esféricas estdo asso-
ciadas a morte celular por apoptose, dado que a necrose normalmente causa au-
mento celular e ruptura da membrana, expondo o conteudo intracelular ao ambi-
ente externo’>’°.

Esses resultados indicam que os complexos atuam de maneira tanto
dose, como tempo dependentes, tornando-se mais agressivos para as células tu-

morais conforme aumentam a concentragao e o tempo de exposicao.
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Controle

0,25 x I1Cso

0,5 x I1Cso

Figura 47. Micrografias obtidas para a linhagem celular A2780cis nas concentra-
coes de 2xICsg, ICso, 0,5xICsp € 0,25xICsp nos tempos de 0, 24 e 48 horas para o
complexo Eu(DBM)3BrF. Imagens obtidas com microscopio CELENA® S com

zoom de 4x.
Para aprofundar a compreensao sobre os eventos iniciais do processo

de morte celular, as células foram tratadas e marcadas com iodeto de propideo

(PI) apds 48 horas de exposicao. O PI ¢ um marcador fluorescente que se intercala
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especificamente com o DNA, emitindo fluorescéncia vermelha ao se ligar. Essa
interacdo ocorre apenas em células com membranas comprometidas ou desorga-
nizadas, permitindo a identificagdo precisa de células mortas ou em estagios avan-
cados de danos a membrana plasmatica. ”’.

Observou-se marcacao em cé€lulas tratadas com 0,5xICs, onde algu-
mas exibiram fluorescéncia vermelha, indicando a ocorréncia de morte celular.
Esse efeito tornou-se progressivamente mais intenso a medida que a concentracao
do composto aumentou, alcangando seu pico em tratamentos com o dobro do ICso,
evidenciando uma relagdao dose-dependente na inducao de morte celular. (Figs 48

e A21).
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Overlay

0,25 x I1Cso

0,5 x 1Cso

1Cso

2 x ICso

Figura 48. Ensaio morfologico para o composto Eu(DBM);BrF na linhagem ce-
lular A2780cis marcado com PI depois de 48 horas. Imagens obtidas com micros-

copio CELENA® S com zoom 4x. Aexc =538 nm e A de em = 617 nm.

Para aprofundar a analise das alteragdes morfoldgicas causadas pelo
complexo, foram realizadas marcacoes fluorescentes do nicleo e da membrana
celular com DAPI e Green Plasma (CellMask™), respectivamente (Figura 49). O
DAPI atua como um marcador nuclear, intercalando-se preferencialmente nas ba-

ses adenina e timina e¢ emitindo fluorescéncia azul. O Green Plasma é uma
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molécula anfipatica, com uma porg¢ao lipofilica que facilita a interacdo com a
membrana celular e uma por¢cdo que se ancora nela, emitindo fluorescéncia

verde’s.

DAPlI Green Plasma Overlay

Controle

0,25 x ICso

0,5 x ICso

1Cso0

2 % ICso

Figura 49. Ensaio morfologico por fluorescéncia, células A2780cis tratadas com
o complexo Eu(DBM);BrF e marcadas com Green Plasma (verde) Aexc =522 nm/
Aem = 535 nm e DAPI (azul) Aexc = 358 nm/ Aem = 461 nm . Imagens obtidas

com microscopio CELENA® S com zoom 4x
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Observou-se uma redu¢@o na marcacao dos nucleos pelo DAPI a par-
tir de 0,25xICsy, possivelmente indicando fragmentagdo do DNA a medida que a
concentra¢ao do complexo aumenta. Alteragdes também foram notadas na mem-
brana, que passou a apresentar estruturas esfericas, sugerindo empacotamento.

Esses resultados sugerem que o complexo pode agir em multiplas
regioes celulares, facilitado por suas propriedades lipofilicas (Tabela 15), indi-
cando morte celular. Embora a analise morfologica isolada ndo permita concluir
definitivamente o mecanismo apoptdtico, ela indica que os complexos t€ém um
impacto significativo na arquitetura celular.

Efeitos semelhantes foram observados nos ensaios de sobrevivéncia
clonogénica com células A2780cis (Fig. 50a-d). No controle, a capacidade proli-
ferativa das células ¢ evidente, com formagado de colonias. Contudo, apods o trata-
mento com 0s complexos, observa-se uma diminui¢do significativa na formagao
de coldnias a partir de metade do 1Csp, com uma redugdo de aproximadamente
50% na capacidade clonogénica em comparagdo ao controle da esquerda para a
direita. Quando tratadas na concentragdo equivalente ao ICsy, ocorre uma perda
completa da capacidade de clonogenicidade das células (graficos de barras), re-
for¢ando a eficacia dos compostos em interferir nos mecanismos de replicagao

celular em células cancerosas.

114



Resultados e Discussoes

o >

AR R RN R R R RN RN R R R R R R R RN R RN R RN RN RN

T A A R R AR AR R0
B -

A AR R R R R R R NN R R RN R RO RRRRERRRRRRRY
[ AR R R AR RN RN RN RRRRRIRRERRERRRERIRERET)]

~ 150 __ 150
D) £ < E)
3 3
c - -
© 100 § 100 ns
<) xx <)
[+ [+]
© ©
- ek K o] *k
e 50- E 50'
o )
£ £
~= ‘= Jede sk
Z ddkdk Z
0- 0-
e o P A N NG o
) N N N & N N N
& G P PR R
& Qrfa N & ¥ o

Figura 50. a-b) Imagens clonogénicas das cé¢lulas A2780cis tratadas com os com-
plexos Eu(DBM);PH e Eu(DBM)3BrF, da direita para esquerda: controle; 0,25,
0,5 e 1x do ICsy. d-e) Grafico de barras da distribui¢ao do niimero de colonias em

cada concentracao.

Diante do exposto até o momento, visto a capacidade dos complexos
de alterarem o ambiente celular seja eles na morfologia bem como na inibig¢ao das
células em formarem colonias. Realizou-se o ensaio de apoptose celular via cito-
metria de fluxo. Trata-se de uma técnica robusta para identificar o mecanismo de

morte que os complexos estao desempenhando, seja eles por apoptose ou necrose.
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O kit utilizado no experimento foi o Anexina V-PE, resumidamente,
Anexina V ¢ uma proteina que se liga a fosfatidilserina, um fosfolipidio que nor-
malmente estd dentro da membrana celular em células saudaveis. No inicio da
apoptose (morte celular programada), o fosfolipidio migra para a parte externa da
membrana ja que a mesma se encontra comprometida. Esse processo permite a
detec¢do da morte celular”’.

Os dados obtidos para o complexo Eu(DBM)s;PH ap6s 48 horas de
tratamento (Fig. 51) indicam que este composto induz apoptose de maneira de-
pendente da concentracao. No histograma, observa-se que, no controle, a maioria
das células encontra-se no quadrante Q3, indicando viabilidade celular. Com o
tratamento, ocorre uma transi¢ao para o quadrante Q2, caracteristico da apoptose
tardia. Na concentracao equivalente ao ICsy, 66,5% das células estdo em apoptose;
esse percentual aumenta para 88,0% ao dobrar a concentragdo do composto.

Na apoptose tardia, a integridade da membrana celular esta compro-
metida: além da exposicao da fosfatidilserina, a membrana permite a entrada de
corantes como o 7-AAD, que se ligam ao DNA, possibilitando a distingdo entre
células saudaveis e em apoptose’’.

Esses dados corroboram com os resultados dos ensaios clonogénicos
e morfologicos, demonstrando que os complexos induzem apoptose nas células,
evidenciando um mecanismo de agdo antitumoral. Observa-se que o potencial an-
tiproliferativo e antitumoral dos complexos aumenta conforme a concentracao e
o tempo de exposicao. Além disso, destaca-se que a indugdo de morte celular por
apoptose ¢ preferida em terapias com quimioterapicos, pois, ao contrario da ne-
crose, a apoptose nao provoca inflamagao ou danos aos tecidos adjacentes, redu-

zindo o risco de efeitos colaterais indesejados.
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Figura 51. Histograma da distribui¢do de morte celular tratada com diferentes
concentra-¢oes do composto Eu(DBM);PH para linhagem celular A2780cis por
48 horas onde Q1 - necrose, Q2 — apoptose tardia, Q3 — ce¢lulas viaveis e Q4 -
apoptose inicial. Graficos de barras da porcentagem de células apoptoticas apds
tratamento com o complexo Eu(DBM);PH em diferentes concentragdes nas cé-
lulas A2780cis por 48horas. Os dados representam a média + desvio padrao dos
experimentos em triplicata utilizando a ANOVA. Significancia nos niveis de * p
<0,05; ** p<0,01 e ***p <0,01; ****p <0,001) usando ANOVA e teste Dun-

net’s.

Compreender em qual etapa do processo de divisdo celular os com-
postos estao agindo € crucial para estabelecer conexdes entre mecanismos de agao
e suas respectivas atividades biologicas. A divisdo celular, essencial para o cres-
cimento, desenvolvimento e reparo dos organismos multicelulares, ocorre em

duas fases principais: a interfase ¢ a fase mitdtica. Neste caso, sera dada énfase a
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interfase, pois € nela que a célula se prepara para a divisdo. Durante a interfase, a
célula se prepara para a divisdo e passa por trés subfases:

e GO/GI1: A célula cresce e sintetiza proteinas essenciais, além
de verificar condicdes ideais para a divisdao. Este € um ponto
de controle importante para evitar erros;

e S: Ocorre a replicacdo do DNA, duplicando o material gené-
tico;

e (2: A célula continua a crescer e produz proteinas especificas
para a fase de divisdo. Verificagoes finais garantem que o DNA
foi replicado corretamente.

Nas subfases G0/G, as células podem entrar em estados de quies-
céncia, onde nao ocorrem atividades relacionadas a replicagdo, também referidos
como fase SubG1. Uma diferenca crucial entre células saudaveis e tumorais esta
nos pontos de checagem do ciclo celular. Em células normais, esses pontos atuam
verificando a presenca de danos celulares como em organelas ou no DNA antes
de permitir o avango para as fases subsequentes do ciclo. Em contraste, células
tumorais frequentemente apresentam mutagdes que comprometem esses pontos
de checagem, permitindo que continuem em reproducdo constante ¢ levando a
uma divisdo celular descontrolada’*,

Nas figuras 52 e 53, pode se observar os resultados obtidos para o

ensaio de ciclo celular na linhagem celular A2780cis.
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Figura 52. Distribuicao do ciclo celular das células A2780cis apos tratamento com
o complexo Eu(DBM);PH por 48 horas. Diferengas significativas em relacao ao

controle sao indicadas por **** p <0,0001.

Os compostos estudados apresentam mecanismos de acao semelhan-
tes. Observa-se que, no controle, a maioria das células encontra-se nas fases G1 e
G2 do ciclo celular. Apos o tratamento com os complexos Eu(DBM);PH e
Eu(DBM);BrF (Figs. 52 e 53), ha um aumento na proporcao de células na fase
SubG1, de modo dependente da concentragdo (0,85 e 3,57 uM, correspondentes
ao ICso dos complexos), atingindo 22,4% e 13,8%, respectivamente. A fase SubG1
¢ caracterizada por cé€lulas com contetdo de DNA inferior ao normal, indicando
fragmentagdo do DNA — um marcador tipico de células em apoptose, o que esta
de acordo com os ensaios realizados, apontando para um mecanismo apoptético

induzido pelos complexos®!.
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A diferenca na atuacdo dos compostos sobre a parada do ciclo celular
¢ observada na fase S. O complexo Eu(DBM);PH mantém a porcentagem de cé-
lulas nesta fase em aproximadamente 11%, enquanto o Eu(DBM);BrF apresenta
uma diminui¢do progressiva @ medida que a concentracdo aumenta. Isso sugere
que o Eu(DBM)s;PH possa parar mais efetivamente o ciclo na fase S, uma vez
que a porcentagem relativa (concentragdo excluindo a fase subG1 de células na
fase S vai aumentando na medida que a concentragdo do compostos aumenta.
Uma hipotese levantada para justificar esse fato ¢ a capacidade de inibicao das
enzimas topoisomerases, como sera abordado nos ensaios de interagcdo com bio-
moléculas (Secao 4.4). As topoisomerases desempenham um papel essencial na
replicagdo do DNA, aliviando o estresse gerado pelo supernovalamento da hélice
durante a sintese. Por essa funcdo crucial, essas enzimas sdo alvos de diversos
agentes quimioterapicos, que buscam interromper a replicacao em células tumo-

rais, inibindo assim a prolifera¢do descontrolada®>®3,
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Figura 53. Distribuigdo do ciclo celular das células A2780cis apds tratamento com
o complexo Eu(DBM);BrF por 48 h. Diferencas significativas em relagdo ao con-

trole sdo indicadas por * p <0,05; ** e **** p <0,0001.

Os ensaios morfologicos em culturas de células em 3D oferecem va-
rias vantagens em relagdao aos sistemas bidimensionais (2D), principalmente na
pesquisa biomédica e no desenvolvimento de farmacos. Em culturas 3D, as célu-
las apresentam uma organizagdo e interacdo mais proximas das encontradas em
tecidos e tumores in vivo, promovendo uma arquitetura celular que mantém o gra-
diente de oxigénio; nutrientes; pH; fatores de crescimento; também se nota a pre-
senca de morte tanto por apoptose quanto por necrose. Isso permite uma analise
mais realista da resposta celular, além de melhor simular o microambiente tumo-
ral. Outras vantagens incluem a formacao de jungdes celulares e o aumento da
resisténcia a farmacos, caracteristicas comuns em tumores reais, mas nao tao ex-
pressivas em culturas 2D?>84-86,

O crescimento e andlise dos esferoides foram realizados em até 144
horas (6 dias) e expostos como se segue (Figs 54 e 55):0Observou-se no grupo
controle o crescimento continuo dos esferoides ao longo de 144 horas, evidenci-
ando um aglomerado celular progressivo. Na primeira concentragdo testada do
complexo Eu(DBM):PH (0,78 uM), proxima ao valor de ICsy determinado em
ensaios 2D, os esferoides tumorais demonstraram auséncia de crescimento até o

final do tratamento.
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0,78 uM

1,56 uM

3,12 uM

6,25 uM

12,5 uM

Figura 54. Crescimento dos esferoides para a linhagem celular A2780cis e trata-
mento com o complexo Eu(DBM);PH variando-se tempo e concentragdo. Ima-

gens obtidas com microscopio CELENA® S.

O composto Eu(DBM):BrF (Fig. 55), apresenta um comportamento
ligeiramente diferente. Nas concentragdes iniciais, até 3,12 uM, nao se observa
inibicdo do crescimento dos esferoides celulares. O efeito do tratamento torna-se
perceptivel apenas em concentragdes superiores, com 6,24 uM, e apos 96 horas,
quando ¢ possivel notar uma redu¢@o no tamanho dos esferoides, seguida por uma
estabiliza¢do de seu crescimento até o final do periodo de tratamento, caracteri-

zando esse complexo dose e tempo dependente.
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1,56 uM

3,12 uM

6,25 uM

12,5 uM

25,0 uM

Figura 55. Crescimento dos esferoides para a linhagem celular A2780cis e trata-
mento com o complexo Eu(DBM);BrF variando-se tempo e concentragao. Ima-

gens obtidas com microscopio CELENA® S.

Esses efeitos sdo mais facilmente visualizados nos graficos de dia-
metro dos esferoides ao longo do tempo (Figs 56a-c). Em comparac¢ao com o far-
maco padrao cisplatina, observa-se que este composto comega a exibir efeitos ci-
totoxicos na linhagem tumoral somente a partir do oitavo dia, com uma concen-
tragdo de 6,3 uM. Em contraste, os complexos aqui discutidos demonstram efica-
cia em concentragdes iguais ou menores, € com um tempo de tratamento signifi-
cativamente reduzido, indicando uma potencial vantagem terap€utica em termos

de dose e duracdo da exposigao.
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Figura 56. Graficos dos diametros dos esferoides pelo tempo de tratamento. a)

Eu(DBM);PH. b) Eu(DBM);BrF. ¢) cisplatina.

ApOs 144 horas, os esferoides foram marcados com as biossondas
DAPI e iodeto de propideo (PI) (Figs. 57 e 58). Observa-se, em comparacao ao
controle, um aumento na fluorescéncia vermelha do PI, o que indica um maior
numero de células mortas ja nas primeiras concentragcdes dos complexos, que con-
sequentemente nao apresentam variacoes até as concentracdes finais. O modelo
3D revela que os complexos atuam de maneira homogénea em toda a estrutura do
esferoide, sugerindo uma internaliza¢do eficaz dos compostos no microambiente

tumoral.
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Figura 57. Marcagdes dos esferoides com DAPI e PI da linhagem celular

A2780cis tratada com o complexo Eu(DBM);PH apos de 144 horas.
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Figura 58. Marcagdes dos esferoides com DAPI e PI da linhagem celular

A2780cis tratada com o complexo Eu(DBM);BrF apds de 144 horas.

4.4. Interacdes com biomoléculas por técnicas espectroscopicas,
viscosidade e eletroforese

Na sec¢do anterior, foi evidenciado que os complexos estudados pos-
suem propriedades antitumorais marcantes, com ambos os compostos de destaque
mostrando efeitos pronunciados sobre as morfologias celulares da linhagem

A2780cis. Essa linhagem, conhecida por sua resisténcia a cisplatina, respondeu
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aos complexos através de mecanismos de morte celular por vias apoptdticas, in-
dicando um modo de ac¢ao distinto do farmaco padrao como menor tempo de acao
¢ menores concentracoes nos testes 3D. Nesta secdo, sera dada énfase a tentativa
de identificar possiveis alvos moleculares desses compostos, com foco em dois
candidatos intuitivos: 0 DNA e as enzimas topoisomerases. Esses alvos foram se-
lecionados devido a sua participagdo essencial na replicagdo celular, sendo que
suas interagdes € inibigdes sdo cruciais para suprimir o crescimento celular e, as-
sim, induzir a morte das células tumorais via apoptose.

As técnicas espectroscopicas t€ém ampla aplicagdo em estudos de in-
teracoes com o DNA, devido a sua sensibilidade a mudancas conformacionais,
refletidas em bandas caracteristicas tanto da biomolécula quanto das interagdes
entre compostos-DNA. Além disso, essas técnicas oferecem resultados rapidos e
de baixo custo, tornando-se ferramentas ideais para a analise de interagdes mole-
culares®.

A primeira técnica utilizada foi a espectroscopia na regido do ultra-
violeta-visivel (UV-Vis). Dada a presenga de bandas ativas nos complexos, foi
possivel monitorar as variagdes nessas bandas em fun¢do das diferentes concen-
tragdes de DNA. Um resumo das interagdes observadas esta apresentado na Fi-
gura 59a-d, a seguir.

Se observa que com incrementos nas concentragdes do ct-DNA
ocorre pequenos efeitos hipocromicos, ou seja, diminuicao das intensidades das
bandas dos complexos situadas em cerca 350 nm, além de pontos isosbésticos
evidenciando a ocorréncia de mudangas conformacionais entre complexos e o
DNA. Porém todos esses efeitos totais ndo caracterizam que os complexos este-
jam agindo como intercaladores por essa técnica, ja que efeitos mais pronuncia-
veis seriam identificados, como maiores hipercromismo devido as fortes intera-
coes m para m* (composto-DNA) serem limitadas, pois esses orbitais 7 ja estdo
preenchidos por elétrons e consequentemente diminui-se a probabilidade dessas

transi¢coes ocorrerem, além de deslocamento dessas bandas para o vermelho
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(batocromismo) provinda de uma estabilidade adquirida, apos a intercalagao, pro-
vocando uma diminui¢io na energia necessaria para as transi¢des 8.

As constantes de ligagdes ou Kb foram na ordem de 10° M™! e podem
ser consultadas em apéndice junto com as retas de regressao linear para cada com-
posto, isso indica que as interagdes que estejam ocorrendo entre as espécies sao
na ordem intermedidria de forca liga¢do, podendo ser elas tanto eletrostaticas

quanto interagdes nos sulcos do DNA.

—— Complexo 10°°
A) 0,7 B) —— 1,0x10°° [DNA]
—— 2,0x10"°[DNA]

i L —— 4,0x10° [DNA]
ponto isosbeéstico | __ g 04106 [DNA]
8,0x10°° [DNA]
1,0x10°° [DNA]
1,2x10° [DNA]
1,4x10°° [DNA]
1,6x10° [DNA]
= 1,8x10°° [DNA]
—— 2,6x10°° [DNA]
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Figura 59. Interagao com o DNA vis UV-Vis em concentragdes fixas dos comple-
x0s € variagdes crescentes da concentracdo de ct-DNA. a) Eu(DBM);PH. b)
Eu(DBM);NON. c¢) Eu(DBM);CN. d) Eu(DBM)3BrF. Concentragdes de 1x10-5

M em tampao Trisma.HCI.
O Dicroismo Circular (CD) foi utilizado neste estudo devido a sua

alta sensibilidade as mudangas conformacionais nas bases do DNA. O espectro

caracteristico dessa biomolécula varia conforme a conformacdo que adota, sendo
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as formas B, A e Z as conformagdes mais comuns para as duplas hélices, com a
forma B-DNA predominante em condigdes fisioldgicas. No espectro de CD, o
DNA na conformag¢do B apresenta duas bandas caracteristicas: uma banda nega-
tiva em aproximadamente 245 nm, relacionada a elipticidade estrutural da dupla
hélice, e uma banda positiva por volta de 275 nm, associada ao empilhamento das
bases nitrogenadas®’.

Na Figura 60a-d, ndo se observa alteragdes significativas nas bandas
caracteristicas das conformac¢des do DNA em funcao das diferentes concentragdes
dos complexos. O que sugere que as interacoes estabelecidas sdo, de fato, provin-
das de interagdes eletrostaticas ou via sulcos do DNA. Caso houvesse interagdes
mais efetivas, como a intercalacao ou ligagdes covalentes, essas seriam evidenci-
adas por tor¢des conformacionais, refletidas em deslocamentos das bandas e alte-
ragdes nas intensidades das duas bandas principais associadas a conformagao B-
DNA nos espectros. Esses resultados reforcam a hipdtese de que os complexos
nao induzem modificagdes estruturais significativas no DNA, mantendo-se em

interagdes mais superficiais e de baixa afinidade®.
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Figura 60. Dicroismo circular para os complexos. a) Eu(DBM);PH. b)
Eu(DBM);NON. ¢) Eu(DBM);CN. d) Eu(DBM);BrF. Concentracao do ct-DNA
fixa em 100 uM e proporc¢oes molares [complexos/DNA] = 0,00 — 0,50.

Outro ensaio empregado para investigar o tipo de interacdo entre os
complexos e 0 DNA foi a determinagdo da viscosidade relativa de solu¢des con-
tendo o DNA e os complexos. Combinada com UV-vis e dicroismo circular, essa
medida fornece informagdes robustas para descartar ou confirmar a ocorréncia de
interagdes covalentes ou de intercalagdo. A viscosimetria ¢ reconhecida por sua
baixa ambiguidade, permitindo inferir com maior precisdo se ha intercalagao ou
ligacdo covalente. Complexos que se intercalam no DNA tendem a causar um
aumento na viscosidade da solu¢do, uma vez que provocam mudangas conforma-
cionais, resultando em DNA circular e menos flexivel. Em contraste, interagoes

90,91

covalentes tendem a linearizar o DNA, diminuindo a viscosidade”™”". Essas ob-

servagdes foram confirmadas com o uso de controles, como o laranja de tiazol,
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um intercalador cléssico, e a cisplatina, que forma ligagdes covalentes, ambos re-
presentados na Figura 61. Os resultados expostos corroboram com a auséncia de
ligagcdo covalente ou de intercalagdo significativa, j4 que os complexos estdo no

limitrofe ndo ocasionando mudangas visiveis na estrutura secundaria do ct-DNA.
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Figura 61. Viscosidade relativa do ct-DNA (100 uM) na auséncia e presenca dos
complexos e dos controles laranja de tiazol e cisplatina nas propor¢des molares
[comple-xos/DNA] = 0,0; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4. Solugdes contém 20% de DMSO. *
adaptado de Zhu et al.”* ** adaptado de Pages ef al.?’

Para aprofundar a analise e excluindo as possibilidades de intercala-
¢do e ligacdo covalente as bases do DNA, foram realizados estudos adicionais de
competicao utilizando o corante Hoechst 33258. Este corante ¢ amplamente co-
nhecido por sua afinidade pelo sulco menor do DNA, quando, ao se ligar, pode
aumentar sua fluorescéncia em até trinta vezes na regiao de 460 nm. Esse aumento

ocorre devido a supressao do relaxamento rotacional e a redugdo da hidratagdo na
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ligacdo ao DNA, o que estabiliza a emissao fluorescente do complexo Hoechst-
DNA?2.

Se os complexos em estudo tiverem afinidade pelo sulco menor do
DNA, espera-se que eles desloquem o Hoechst, causando uma redu¢do na fluo-
rescéncia. Portanto, a supressdo da fluorescéncia ¢ um indicativo de interacdes
dos complexos ao sulco menor do DNA, sugerindo uma possivel interagao neste
sitio especifico.

O ensaio de competicao realizado (Figs. 62a-c) mostrou que a adi¢ao
gradual dos complexos provoca uma expressiva supressao da fluorescéncia do
corante Hoechst. No grafico de porcentagem de supressao (Fig. 62b), observa-se
que os complexos contendo fenantrolinas estendida exibem uma taxa de supressao
proxima a 50%, enquanto o complexo Eu(DBM);PH alcanga uma taxa de 84%
(Tabela 16). Esses resultados indicam uma afinidade consideravel desses comple-
x0s pelo sulco menor do DNA®%,

Além disso, o grande deslocamento de Stokes caracteristico dos com-
plexos de eurdpio se mostra vantajoso em ensaios envolvendo biomoléculas flu-
orescentes, minimizando sobreposicdes entre bandas de emissdo. Na Figura 62a,
¢ claramente visivel a separacao entre a emissao do corante (cerca de 450 nm) e a
emissao caracteristica do europio (~612 nm), independentemente das variagdes
de concentra¢ao dos complexos. Isso facilita a interpretagao dos dados e destaca
a utilidade dos complexos de eurdpio em estudos de interagdo com biomoléculas

fluorescentes.
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Figura 62. a) Espectro de emissdo do Hoechst 33258 na presenca do ct-DNA e
variagdes nas concentragdes do complexo Eu(DBM);PH. Aex = 350nm e Aem =
460 nm. b) Taxa de supressdes de fluorescéncia (%) do corante na presenca de
diferentes concentracdes dos respectivos complexos. ¢) Regressao polinomial do
complexo Eu(DBM);PH e constante de Stern-Volmer (K,). Ensaios realizados

a37°C.

As constantes de supressdo de fluorescéncia (Ksv) estdo alinhadas
com as taxas de supressdo observadas, apresentando valores intermedidrios em
torno de 10* mol. L™ para os complexos com ligantes fenantrolinicos NON, CN
e BrF, e demonstrando uma maior afinidade do complexo Eu(DBM);PH pelo
sulco menor, com uma constante de 1,28x10> M™! (Tabela 16). Acredita-se que
essa preferéncia possa ser atribuida as diferencas estruturais do Eu(DBM); PH,
que possui maior nimero de anéis aromaticos, com liberdade torsional que parece

favorecer interacoes eletrostaticas por forcas de Van der Waals no sulco menor do
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DNAZ3®® além disso a somatoria pela afinidade pelo sulco além da inibigdo da TO-
POIla pode ser o reflexo da maior atuacao desse complexo pela fase S do ciclo
celular.

E relevante destacar que varios medicamentos ja aprovados para o
tratamento de doencas, como farmacos anticancer, antivirais e antibacterianos, sao
conhecidos por interagir com o DNA por meio do sulco menor. Exemplos incluem
cloroquina, netropsina, distamicina e o proprio Hoechst, entre outros, que utilizam

essa via de interagdo seletiva para modular a fungdo celular. 3.

Tabela 16. Parametros experimentais para o sistema complexos-DNA para deslo-

camento do Hoechst 33258. Temperatura 37 °C.

Complexos Ksv (10°%) M1 Supressdes (%)
Eu(DBM)sPH 1,28 84.4
Eu(DBM)sNON 0,288 52,7
Eu(DBM)sCN 0,246 55,9
Eu(DBM)sBrF 0,256 51,6

A técnica de eletroforese baseia-se na migragdo de moléculas carre-
gadas através de um gel, que separa as moléculas conforme seus tamanhos e con-
formacdes. Sendo o DNA uma molécula polianidnica, sua movimentagao ocorre
em direcdo ao polo positivo sob campo elétrico, e sua migracdo ¢ modulada por
conformagdes que podem ser alteradas ao interagir fortemente com outras molé-
culas. Assim, a eletroforese permite observar variagdes conformacionais diretas,
como aquelas causadas por ligagdes intercalativas ou covalentes®.

A Figura 63b, ilustra as diferentes conformagdes assumidas pelo
plasmideo em resposta a interacdo com moléculas. Em sua forma nativa, o DNA
plasmidial exibe predominantemente uma conformagdo superenovelada, que ¢é
mantida na auséncia de interagdes com outras espécies. Na presenca de compostos
intercalantes, o DNA tende a adotar uma conformacao circular, indicativa de in-

teracoes fortes. J4 a conformacdo linear, que surge em casos de ligacdes
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covalentes, estd associada a eventos de clivagem da estrutura®®?®, Na Figura 63a,
observa-se que a cisplatina (C+), ao ser aplicada em uma concentragdo de 5 uM,
induz a conversao do DNA para a forma linear.

Os compostos, em concentragdes decrescentes, ndo demonstram ca-
pacidade de induzir alteragdes conformacionais no plasmideo. Essa observacao ¢
confirmada pela comparagdo com o controle negativo, no qual a conformagao su-
perenovelada permanece predominante. A estabilidade estrutural do plasmideo na
presenga dos complexos indica uma baixa propensdo desses compostos para pro-
mover interacoes fortes, como intercalantes ou ligagdes covalentes, que causariam
mudancas perceptiveis na conformacao do DNA, o que corrobora com os demais
resultados de interacido com DNA discutidos anteriormente. Adicionalmente,
compreender como os complexos afetam a mobilidade eletroforética do DNA ¢
de suma importancia para que se possa fazer uma interpretagdo mais acertiva nos
ensaios de inibicdo do relaxamento estrutural do DNA causados pelas enzimas

topoisomerases, os quais serdao descutidos a seguir.
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Figura 63. a) Gel de eletroforese no controle negativo somente plasmideo pUC19
+ DMSO + TBEx1 (MIX). Controle positivo: cisplatina + (MIX). Variagdes das
concentragdes dos complexos + MIX. b) Conformacdes que o plasmideo pode

assumir dependendo de possiveis interacoes.

4.4.1. Ensaio de inibicdo das topoisomerases via eletroforese

Topoisomerases tipo I e tipo II desempenham papéis fundamentais
na manuten¢ao do DNA ¢ sdo alvos promissores para a terapia anticancer devido
a sua funcdao em processos celulares. Essas enzimas facilitam o desenrolamento
do DNA durante a replicagdo e transcricdo ao romper e religar fitas de DNA, al-

terando a topologia da molécula. A inibicdo das topoisomerases interrompe a
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replicagdo, resultando em quebras de DNA irreparaveis que levam a apoptose. A
distin¢do entre topoisomerases tipo I e II estd nos mecanismos de acdo: a tipo |
atua em uma Unica fita de DNA e altera o nimero de ligagdes em unidades impa-
res, enquanto a tipo II atua em fitas duplas, mudando o nimero de ligagcdes em
unidades pares. Os agentes terapéuticos que visam inibir essas enzimas estabili-
zam complexos que promovem danos no DNA, sendo essa a base para a eficacia
terapéutica no tratamento de cinceres e outras doengas®>*7,

Na Figura 64a-c, se encontra os ensaios realizados com as diferentes
formas da topoisomerase, esses que estdo presente em partes do ciclo celular de
diferentes maneiras. Por exemplo as TOPOIla (Fig.64a): ¢ altamente expressa em
células tumorais e tem papel fundamental durante a replicagdo do DNA e requer
o uso de ATP. Esta enzima causa uma quebra temporaria na fita dupla no DNA,
através da qual passa uma segunda hélice de DNA, alterando o superenovela-
mento e permitindo o desenrolamento do DNA. A TOPOIB (Fig. 64b): desempe-
nha um papel na remocao de superenovelamentos do DNA durante a transcri¢ao
e replicagdo. Diferentemente da Ila, a topoisomerase I atua clivando apenas uma

das fitas do DNA e nao requer ATP para sua atividade. A TOPOIIB (Fig. 64c¢): ¢

expressa em niveis mais baixos em células proliferativas e em altos niveis em
células diferenciadas e em tecidos especificos, como o cérebro. Ela desempenha
um papel na manutencdo do DNA em células ndo proliferativas, na regulacdo de
genes especificos e na reparagdo de danos ao DNA%%, Dessa forma, é desejavel
que o composto atue de forma seletiva entre as isoformas a e 3, da topoisomerase

do tipo II.
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Figura 64. Gel de eletroforese para a diferentes isoformas das enzimas topoiso-

merases na presenca decrescente das concentracoes dos complexos respectiva-
mente. a) TOPOIla; C- = DNA; C+ = DNA+ TOPOIla + ATP. b) C- = DNA; C+
= DNA+ TOPOIL. c¢) C- = DNA; C+ = DNA+ TOPOIIB +ATP.

No ensaio, dois controles foram aplicados: o controle negativo

(C-), que consistiu apenas no plasmideo pBR322, permitindo observar sua migra-

¢do na forma predominante, a superenovelada. Nos controles positivos, foram adi-

cionadas as respectivas topoisomerases, para avaliar suas atividades inibitérias

frente ao DNA, gerando uma conformacdo circular devido a clivagem do DNA
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causada pelas enzimas. Nas condi¢gdes experimentais, as seguintes observacoes
foram feitas:Na figura 64a, somente o complexo Eu(DBM);CN nao foi capaz de
inibir a atividade da TOPOIla, os demais complexos mostram uma inibicdo em
20 uM, vide que as bandas do DNA superenovelado se encontra presente;

o Frente a TOPOIB (Fig. 64b), a inibi¢cdo ¢ apresentada somente
pelo complexo Eu(DBM);BrF;

o Os complexos nao exibem inibicdo da TOPOIIB (Fig. 64c),
esse padrao de atividade ¢ de suma importancia, ja que as topoisomerase 11 tam-
bém sdo expressas em cé€lulas ndo tumorais, 0 que caracteriza esses complexos
como inibidores cataliticos e ndo venenos da TOPOII'®,

Inibidores cataliticos e venenos de topoisomerases sdo dois tipos dis-
tintos de agentes com fung¢des cruciais nas terapias anticancer, devido a maneira
como interagem com a enzima ¢ afetam o DNA. Os venenos estabilizam o com-
plexo DNA-topoisomerase durante o processo de religacdo das quebras de fita,
resultando em quebras irreversiveis que podem levar a morte celular. Essas que-
bras nao religadas, por sua vez, podem induzir mutacdes € rearranjos cromosso-
micos, aumentando o risco de desenvolvimento de tumores secundarios. Em con-
traste, os inibidores cataliticos bloqueiam etapas especificas da atividade enzima-
tica sem gerar quebras de DNA, impedindo, por exemplo, a ligagdo da topoiso-
merase a0 DNA, o que lhes confere um perfil menos mutagénico”®1°!,

Os complexos aqui investigados apresentam taxas de inibicao da to-
poisomerase menores que o farmaco padrdo etoposideo (classificado como um
veneno da TOPOII e amplamente utilizado em terapias anticancer), que exibe uma
taxa de inibicdo em torno de 35 uM. Em ensaios citotoxicos frente a linhagem
A2780cis, por exemplo, etoposideo apresentou ICsyp de 1,7 uM , um valor pro-
ximo aos complexos sintetizados neste estudo!%>!1%,

Outro ponto relevante € que a inibicao da TOPO Ila pelos complexos
pode contribuir para os efeitos anticancer observados, o que pode estar relacio-

nado a discreta variagdo do ciclo celular na fase S, associada a sintese e replicacao
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do DNA, quando tratadas com o complexo Eu(DBM):PH (Fig. 52). Esses resul-
tados indicam que os complexos podem atuar em multiplos alvos bioldgicos, su-
gerindo a necessidade de investigagcdes adicionais para esclarecer com maior pre-

cisdo os mecanismos envolvidos na indu¢do de apoptose em células tumorais.

4.4.2. Interacdo com a proteina albumina de sangue humano

via fluorescéncia

A albumina de sangue humano (HSA) ¢ uma proteina abundante no
plasma sanguineo e liga-se a uma gama de medicamentos ou ligantes endogenos.
A HSA desempenha um papel fundamental nos processos fisiologicos e de trans-
porte, como regulagcdo da pressdao osmotica, transportando acido graxos, hormo-
nios, acidos biliares, aminoacidos, metais e metabolitos toxicos. Além disso, a
proteina tem a propriedade de potencializar a farmacocinética e dinamica de far-
macos, diminuir efeitos colaterais e aumentar a disposi¢ao do medicamento no
alvo de interesse. No entanto, firmacos que tenham alta afinidade pela HSA ne-
cessitam de doses mais altas para atingir uma concentragao efetiva, ja que esses
precisam estar biodisponiveis para o alvo terapéutico. Portanto os estudos de in-
teragdes HSA-farmacos ¢ um fator essencial para iniciar a compreensao sobre a
biodisponibilidade dos potencias farmacos!'®.

A HSA ¢ uma proteina globular de cadeia polipeptidica simples cons-
tituida por 583 residuos de aminodacidos. A fluorescéncia intrinseca da proteina ¢
provinda do residuo triptofano que ¢ altamente sensivel ao ambiente local. As al-
teragdes nos espectros de emissao do triptofano (HSA) geralmente ocorrem em
resposta a transi¢des conformacionais, ligagdo de substrato ou desnaturagdo.
Nesse contexto, ensaios de interagdo que acarretam na supressao de fluorescéncia
da HSA ¢ um método util para se estudar os modos de ligagcdo proteina-comple-

XOS49’104.
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Os resultados apresentados na Figura 65a-d, mostra uma supressao
da fluorescéncia da HSA em 330 nm com o aumento nas concentracdes dos com-
plexos (até¢ 30uM ), as taxas se aproximam de 80% de supressao da intensidade
de florescéncia encontrada para a HSA livre , sugerindo mudancas conformacio-

nais nos residuos de triptofano.
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Figura 65. Espectro de fluorescéncia da HSA com aumento das concentragdes dos
complexos (5-30uM). a) Eu(DBM);PH. b) Eu(DBM);NON. c¢) Eu(DBM);CN. d)
Eu(DBM);BrF. em 25 °C. Aex =280 nm € Aern = 330 nm.

A interacdo de agentes supressores com a albumina sérica humana
(HSA) pode ocorrer por dois mecanismos principais: supressao estatica ou dina-
mica, conforme indicado pelos parametros apresentados na Tabela 17. Observa-
se, por exemplo, que a constante de supressao de Stern-Volmer (Ksy) diminui com
0 aumento da temperatura, o que sugere um mecanismo de supressao estatica.

Na supressdo estatica, ocorre a formacao de um complexo estavel
entre o fluor6foro (HSA) e o supressor (HSA-complexo) no estado fundamental,

0 que suprime a emissao de fluorescéncia apenas quando HSA estd ligada ao
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supressor. Assim, a emissao observada provém exclusivamente da HSA nao com-
plexada. Como a estabilidade do complexo HSA-supressor tende a diminuir com
o aumento da temperatura, hd uma consequente reducao na supressao de fluores-
céncia, refletida na queda de Ksv*** O valor da constante de supressido biomole-
cular também (Kq) corrobora com o mecanismo estatico, apresentando valores
abaixo de 2x10'° M-'s™! | os quais sdo tidos como mecanismos de supressdo dina-

mica em biopolimeros'®.
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Tabela 17. Parametros de interagdes entre complexos € HSA. Stern-Volmer constante de supressao (KSv), constante de supressao
biomolecular (Kq), constante de ligagao (Kb), numero de locais de ligacdes (n), valores de AGO, AHO e ASO para o sistema HSA-

complexos em diferentes temperaturas
Complexos T(K) Ksv Kq Kb n  AHkJmol') AS U mol'K?') AG (J mol!KY)
x10°M1)  x10BM1sl)  (x105MY)

298 15,7+1,2 2,61 95,19+0,0001 1,4 -39,834+5,383

Eu(DBM);PH 303 14,7+0,49 2,46 58,18+0,0001 1,4 0,97 135,34 -39,26145,326
310 14,4+0,25 2,40 92,23+0,0001 1,4 -41,356+5,665

298 1,91+2,2 3,19 4,694+0,0001 1,1 -32,37345,239

Eu(DBM);NON 303 1,80+2,0 2,99 4,827+0,0001 1,1 19,73 174,45 -32,98745,218
310 1,68+0,40 2,81 6,325+0,0001 1,1 -34,445+5,875

298 2,62+1,5 4,36 6,897+00001 1,1 -33,327+5,370

Eu(DBM);CN 303 2,61+4.5 4,35 10,37+0,0001 1,1 -15,10 62,67 -34,915+5,579
310 2,36+3,6 3,94 5,715€0,0001 1,1 -34,18445,512

298 1,26+0,99 2,10 2,467+0,0001 1,1 -30,778+5,399

Eu(DBM)3;BrF 303 1,19+0,68 1,98 2,494+0,0001 1,1 16,07 156,83 -31,322+5,473
310 1,18+0,52 1,98 3,141+0,0001 1,1 -32,64045,656
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Os complexos demonstraram constantes de ligacao (Kb) intermedia-
rias a fortes com a albumina sérica humana (HSA), variando na ordem de 10°—-10°
M (Tabela 17), o que sugere uma formagdo estavel de adutos HSA-complexo
com estequiometria 1:1 (n). A estabilidade dessas interacdes ¢ reforcada pelos va-
lores termodinamicos negativos de AG, indicando que o processo de ligacao
ocorre de forma espontanea para todos os complexos, independentemente do au-
mento de temperatura.

Esses resultados sugerem que os complexos possuem afinidades mo-
deradas a altas com a HSA, o que favorece a viabilidade dos compostos em siste-
mas bioldgicos ao facilitar seu transporte € melhorar sua solubilidade no sangue.
Contudo, a elevada estabilidade da ligagdo com a HSA pode reduzir a biodispo-
nibilidade dos complexos no tecido-alvo, requerendo, potencialmente, o uso de
doses mais elevadas para atingir niveis terapéuticos.

Além disso, ¢ importante observar que a HSA desempenha um papel
relevante no transporte de nutrientes para células cancerosas, que, em comparacao
com células saudaveis, apresentam uma demanda nutricional elevada devido a
suas taxas de proliferagdo mais rapidas. Além disso os complexos aqui trabalha-
dos apresentam constantes de ligagdes dentro da janela de farmacos ja aprovados
para diversos tipos de doengas como BI-2536 (Kb = 3,78 x 10°), varfarina (Kb =
6,17 x10%), tenofovir (Kb= 5,70 x 10%), dexametasona (Kb =7,10 x 10%) e furose-
mida (Kb= 1,99 x 10°)3%104,
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5. Considerac0es Finais

Com base em todas as discussdes apresentadas, algumas considera-
¢Oes importantes podem ser tragadas sobre o trabalho realizado, assim como no-
vas perspectivas para futuras investigacoes.

Foram sintetizados quatro complexos heterolépticos baseados no
Eu(I1I) como centro de coordenacao, utilizando trés ligantes B-dicetonas (DBM)
e variando-se as fenantrolinas. O planejamento estrutural foi elaborado de forma
a explorar as diferentes possibilidades estruturais e espectroscopicas do ion
Eu(III). Para isso, foi adotado um nimero de coordenagdo (NC) = 8, garantindo
que o ion metalico estivesse totalmente saturado em termos de coordenagdo. Essa
estratégia foi essencial para evitar a coordenagao de espécies indesejaveis, como
moléculas de dgua, que sdo conhecidas por desativar a fluorescéncia.

A formacgao dos complexos foi confirmada por uma série de técnicas
analiticas e espectroscopicas que demonstraram a eficacia das sinteses realizadas:

- Por meio de técnicas espectroscopicas, como o Ultravioleta-Visivel
(UV-Vis), foi possivel identificar as bandas caracteristicas dos ligantes nos com-
plexos sintetizados. Essa técnica também foi empregada para avaliar a estabili-
dade dos complexos em diferentes meios, como DMSO, tampao fosfato (PBS) e
meio de cultura (RPMI). Os resultados indicaram que os complexos apresentaram
boa estabilidade em DMSO. No entanto, em PBS, foi observado um padrao de
agregacdo, que foi confirmado por meio de analises de Espalhamento Dindmico
de Luz (DLS). No meio de cultura RPMI, as analises mostraram um aumento das
bandas de absorcao ao longo de 0 a 24 horas, o que pode ser atribuido a interagdes
intermoleculares, mesmo com o centro metalico saturado em termos de coorde-
nacdo. Essas observagdes sugerem que os complexos mantém sua integridade em
diferentes condi¢des, mas podem sofrer alteragdes estruturais dependendo do am-

biente;
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-A técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) evidenciou os
efeitos paramagnéticos inerentes ao ion central de eurdpio(Ill). Esses efeitos fo-
ram observados através do alargamento dos sinais no espectro e dos deslocamen-
tos quimicos significativos dos protons proximos as ligagdes com o ion metalico.
Esses deslocamentos refletem a interacdo eletrostatica caracteristica proporcio-
nada pelos lantanideos, demonstrando a influéncia do ambiente paramagnético na
proximidade do nicleo metalico sobre os ligantes coordenados. Essas observa-
coes reforcam a formacgao e a estrutura dos complexos sintetizados;

- Uma das técnicas de caracteriza¢do mais robustas empregadas foi a
difracdo de raios X, que permitiu a elucidacao da disposicao estrutural de dois dos
complexos sintetizados: Eu(DBM);NON e Eu(DBM);CN. Ambos os complexos
apresentam estequiometria 1:1:3 (fen:Eu*":DBM), evidenciando estruturas livres
de moléculas de agua coordenadas. Essa auséncia foi corroborada pela analise
espectroscopica no infravermelho, que nao identificou o estiramento caracteris-
tico da banda vVOH em nenhum dos complexos;

- Os complexos apresentaram luminescéncia caracteristica do ion
Eu(III), destacando-se a transi¢io *Do—"F», que é responsavel pela emissio de luz
no espectro visivel. Essa propriedade espectroscopica foi amplificada pela coor-
denagdo dos ligantes cromoforos, que atuam como "antenas" eficientes na trans-
feréncia de energia. Os dados fotofisicos, como rendimentos quanticos e tempos
de meia-vida, apresentaram valores intermediarios quando comparados a sistemas
semelhantes descritos na literatura. No entanto, esses resultados foram obtidos
sob condigdes experimentais brandas, sem tratamentos prévios dos solventes.
Ademais, os resultados qualitativos de fluorescéncia em solugdes de PBS e meio
de cultura (RPMI) confirmaram que os complexos mantém sua capacidade de
emissao luminescente mesmo em ambientes mais desafiadores, como o intracelu-
lar;

- Os célculos teoricos realizados via TD-DFT foram essenciais para

correlacionar os dados teodricos e experimentais, além de identificar os orbitais
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moleculares mais relevantes nas transi¢des ligante-metal (L-M). Esses calculos
também permitiram avaliar a eficiéncia da transferéncia de energia entre os esta-
dos tripletos (T)) dos ligantes e o nivel emissor Dy do ion Eu(III). Observou-se
que apenas o complexo Eu(DBM);PH apresentou distancias energéticas dentro da
faixa ideal para uma transferéncia eficiente de energia, justificando seus dados
espectroscopicos superiores em termos de emissdao luminescente, destacando-se
em relacao aos demais complexos.

Nos ensaios biologicos, os complexos apresentaram valores de ICsg
comparaveis ou inferiores ao do fArmaco padrdo, evidenciando seu potencial an-
titumoral. Dentre os compostos estudados, trés complexos merecem destaque pe-
las distintas estratégias de acao observadas.

O complexo Eu(DBM);NON apresentou altos niveis de inibi¢do do
crescimento celular, tanto em células saudaveis quanto em células tumorais, indi-
cando uma baixa seletividade. Essa caracteristica ¢ atribuida ao ligante NON, que
apresenta uma elevada citotoxicidade intrinseca. Notavelmente, os resultados
deste estudo confirmaram que a atividade citotéxica do ligante NON permanece
consistente independentemente do ambiente quimico em que estd inserido, seja
em coordenacdo tetraédrica, octaédrica ou em geometria antiprisma quadrada
(NON-Eu (III)). Por outro lado, os complexos Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF
destacaram-se pelos elevados indices de seletividade, particularmente contra cé-
lulas tumorais altamente agressivas ou resistentes, como a linhagem celular
MDA-MB-231, um tipo de cancer de mama triplo negativo conhecido por sua
agressividade, e a A2780cis, de cancer de ovario, caracterizadas pela resisténcia
ao tratamento padrao com cisplatina:

- O complexo Eu(DBM);PH frente as duas linhagens citadas acima
apresentou seletividades de 57,5 (MDA-MB-231) com ICso = 0,870 uM, 59,0 (
A2780cis e 1Cso = 0,850) uma diferenga de escalar de cerca de 11 a 30 uM em
relacdo a atividade da cisplatina. Ja o complexo Eu(DBM);BrF apresentou ativi-

dade somente frente a linhagem de ovario resistente (ICso = 3,57 uM e IS = 14,0);
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- Devido as suas destacadas atividades citotoxicas, os complexos
Eu(DBM);PH e Eu(DBM);NON foram selecionados para a realizagdo de testes
biologicos adicionais frente a linhagem celular A2780cis. Os ensaios morfoldgi-
cos e clonogénicos revelaram que ambos os complexos possuem a capacidade de
alterar a arquitetura celular e inviabilizar o crescimento de colonias ja em concen-
tragoes correspondentes a 0,5 do valor de ICso. Esses resultados indicam a eficacia
dos compostos em interferir no comportamento celular mesmo em doses reduzi-
das;

- Além disso, o mecanismo de morte celular induzido pelos comple-
xos foi caracterizado como apoptose, conforme demonstrado por anélises de cito-
metria de fluxo. Essas descobertas sugerem que os compostos podem desencadear
vias de morte celular programada, um mecanismo preferivel em terapias antican-
cer;

- Nos ensaios tridimensionais (3D) realizados com a linhagem celular
A2780cis, os complexos Eu(DBM);PH e Eu(DBM);BrF demonstraram mecanis-
mos de acdo distintos. O complexo Eu(DBM);PH apresentou uma notavel ativi-
dade citostatica, impedindo significativamente o crescimento das células tumorais
j4 na menor concentragao testada (0,78 uM). Esse comportamento ¢ particular-
mente relevante, pois sugere que o complexo pode atuar na contengao do tumor.
Por outro lado, o complexo Eu(DBM);BrF exibiu uma resposta dependente tanto
do tempo quanto da concentragdo. Observou-se uma inviabilizacdo progressiva
dos esferoides tumorais ao longo de 96 horas, com a eficacia aumentando propor-
cionalmente a elevacdo da concentracdo do composto. Esses resultados eviden-
ciam o potencial diferenciado de cada complexo para abordagens terap€uticas es-
pecificas no tratamento de tumores resistentes.

ApoOs a realizagdo dos ensaios biologicos, os complexos foram sub-
metidos a estudos frente a biomoléculas classicas, como DNA e enzimas Topoiso-
merases, que desempenham papéis cruciais nos processos de replicacao celular.

Esses ensaios foram conduzidos com o objetivo de elucidar potenciais
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mecanismos de acdo dos compostos, fornecendo informacgdes fundamentais sobre
suas interagdes moleculares e possiveis alvos bioldgicos:

- De maneira geral, os complexos nao demonstraram interagdes in-
tercalativas com o DNA, mas sim uma afinidade preferencial pelo sulco menor da
biomolécula. Essa conclusdo foi corroborada por ensaios de competicdo com o
corante Hoechst 33258, nos quais os complexos exibiram constantes de extingao
de fluorescéncia (K ) na ordem de 10* a 10°. Além disso, apresentaram elevadas
taxas de supressao da fluorescéncia do corante, com destaque para o complexo
Eu(DBM);PH, que atingiu uma supressao de 84%. Esses resultados indicam uma
interacao significativa dos complexos por esse arcabougo molecular do DNA;

- Os ensaios realizados frente as Topoisomerases indicaram que 0s
complexos atuam como inibidores cataliticos da enzima, demonstrando seletivi-
dade e diferenciando-se de venenos da TOPOII, que estao associados ao risco de
inducdo de tumores secundarios. Todos os complexos, com excecao do
Eu(DBM);CN, foram capazes de inibir a atividade da TOPOIla em concentragdes
de 20 uM, valores inferiores ao do farmaco padrao etoposideo, que, por sua vez,
¢ classificado como um veneno da TOPOII. Esses resultados destacam o potencial
terapéutico dos complexos como agentes antitumorais com mecanismos de acao

menos agressivos.

6. CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que os compostos de Eurdpio(I11) de-
monstraram potencial como agentes anticancer, destacando-se por sua elevada in-
terferéncia na viabilidade celular de linhagens resistentes ao farmaco padrao, cis-
platina. Esses compostos apresentam uma combinagdo de propriedades promisso-
ras: capacidade de induzir apoptose em células resistentes, inibigdo da enzima
TOPO Ila, um importante alvo molecular envolvido na regulacao da topologia do

DNA, e afinidade para serem transportados pela albumina sérica humana (HSA).
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Essa ultima caracteristica ¢ especialmente relevante, pois pode melhorar a biodis-
tribuicdo e a seletividade do composto, maximizando sua eficacia terapéutica e
minimizando efeitos adversos. Esses resultados refor¢am o potencial desses com-
plexos no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento do
cancer.

Conclui-se que as arquiteturas estruturais dos complexos a base de
eurdpio avaliados neste trabalho apresentam propriedades quimicas e biologicas
promissoras. A alta seletividade observada em células de dificil tratamento evi-
dencia o alcance dos principais objetivos propostos. Contudo, como perspectiva
futura, sugere-se a exploragdo detalhada das propriedades luminescentes desses
compostos em ambientes celulares, com o intuito de compreender os mecanismos
de internalizacao e identificar de forma mais precisa os possiveis alvos molecula-
res desses complexos, uma vez que as biomoléculas cldssicas nao se configuraram
como os principais alvos.

Além disso, os resultados obtidos incentivam a continuidade dos es-
tudos nesse campo, com foco em possiveis modificagdes estruturais nos ligantes
auxiliares, como a reducdo do tamanho dos grupos aromaticos do ligante DBM,
substituindo-os por grupos menores, como -CHj3. Tais alteragdes podem aumentar
a eficiéncia de interacao com os alvos como o DNA, potencializando as proprie-
dades intercalativas das fenantrolinas estendidas. Essas estratégias abrem novas
possibilidades para o desenvolvimento de sistemas ainda mais eficazes no con-

texto quimico-biologico.
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Tabela Al. Dados de Difragdo de raios X de monocristal para o complexo

Eu(DBM);NON.

Empirical formula CsoH39EuNsO7
Formula weight 1095.92
Temperature/K 99.99(10)
Crystal system orthorhombic

Space group P2,2:2,
a/A 9.2696(2)
b/A 21.3969(4)
c/A 24.1104(5)
a/° 90
/e 90
v/° 90

Volume/A* 4782.07(17)
Z 4
Pealcg/cm’ 1.522
wmm! 1.376
F(000) 2216.0

Crystal size/mm®

0.475 x 0.072 x 0.068

Radiation Mo Ka (A=0.71073)
20 range for data collection/° 4.708 to 54.206
Index ranges -11<h<11,-27<k<27,-30<1<29
Reflections collected 34014
Independent reflections 10416 [Rint = 0.0384, Ryigma = 0.0420]
Data/restraints/parameters 10416/83/631
Goodness-of-fit on F? 1.083

Final R indexes [[>=2c (I)]

R;=0.0284, wR> = 0.0651

Final R indexes [all data]

R;=0.0327, wR2 = 0.0718

Largest diff. peak/hole / e A7

0.56/-0.47

Flack parameter

-0.017(5)

Tabela A2. Distancias de ligacdes para o complexo Eu(DBM);NON.
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Atomos Distancia (A) Atomos Distancia (A)

Eul (0] 2.374(3) C19 C20 1.400(7)
Eul 02 2.349(3) Clo (24 1.388(7)
Eul 03 2.339(3) C20 C21 1.396(7)
Eul 04 2.346(3) 21 c22 1.382(3)
Eul 05 2.370(3) C22 C23 1.389(8)
Eul 06 2.332(3) C23 C24 1.388(6)
Eul NI 2.610(4) 25 C26 1.399(6)
Eul N2 2.611(4) 25 C30 1.398(7)
Eul C33 3.268(4) 26 27 1.380(7)
o1 Cl 1.267(5) C27 C28 1.375(8)
02 C3 1.271(5) C28 C29 1.375(8)
03 Clé6 1.271(5) C29 C30 1.384(7)
04 CI3 1.285(6) 31 C32 1.404(6)
05 31 1.272(5) C31 C40 1.523(6)
06 C33 1.266(5) 32 33 1.403(6)
07 N5 1.387(5) C33 C34 1.489(6)
o7 N6 1.373(5) C34 C35 1.395(6)
N1 C60 1.334(6) C34 C39 1.387(7)
NI Col 1.347(6) C35 C36 1.390(8)
N2 sl 1.329(5) C36 €37 1.368(9)
N2 C62 1.360(6) 37 C38 1.384(9)
N3 C56 1321(5) 38 C39 1.395(3)
N3 C63 1.359(6) C40 C45 1.3900

N4 55 1.306(6) Ca0  Cal 13900

N4 Co4 1.361(6) Ca0  C46 1.317(10)
N5 C63 1.320(6) Ca €50 1.454(9)
N6 Co4 1.322(6) C45 C44 1.3900

Cl C2 1.394(6) C44 C43 1.3900

C1 C10 1.508(6) C43 C42 1.3900

C2 C3 1.402(6) C42 C41 1.3900

3 C4 1.494(6) C46  C47 1.382(10)
C4 C5 1.398(6) Cc47 C48 1.439(11)
C4 ) 1.397(7) C48  C49 1.338(11)
Cs C6 1.379(7) Ca9 €50 1.377(10)
C6 C7 1377(8) sl C52 1.395(7)
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C7 Cs 1.372(7) C52 C53 1.365(7)
C8 C9 1.386(7) C53 C54 1.408(5)
C10 Cll 1.397(7) C54 Cs5 1.459(6)
C10 Cl15 1.392(7) C54 C62 1.392(6)
Cll1 CI12 1.391(7) C55 C56 1.480(6)
Cl12 C13 1.395(7) Cs56 C57 1.454(6)
C13 Cl4 1.371(7) C57 C58 1.398(6)
Cl4 C15 1.393(7) C57 Co1 1.397(6)
Cl6 C17 1.408(6) C58 C59 1.377(7)
Cl16 C25 1.496(7) C59 C60 1.392(7)
C17 C18 1.401(7) Co61l C62 1.473(6)
C18 C19 1.492(6) Co63 Co4 1.412(6)
Tabela A3. Angulos de ligagdes para o complexo Eu(DBM);NON.

Ligacdes Angulos © Ligacbes Angulos

(0]} Eul N1 71.57(11) C17 C18 C19 120.0(4)
(0]} Eul N2 71.00(11) Cc20 C19 C18 122.5(4)
o1 Eul C33 151.61(10) c24 C19 (18 119.0(4)
02 Eul Ol 71.14(10) C24 C19 (20 118.5(4)
02 Eul 05 145.16(10) CcC21 C20 C19 120.4(5)
02 Eul N1 136.98(11) Cc22 C21 C20 120.3(5)
02 Eul N2 85.95(11) C21 C22 (C23 119.6(5)
02 Eul C33 86.40(10) C24 (C23 C22 120.1(5)
03 Eul Ol 123.04(11) Cl9 C24 (23 121.0(5)
03 Eul 02 78.23(11) C26 C25 Cl6 118.0(4)
03 Eul 04 72.16(11) C30 €25 Cl6 123.7(4)
03 Eul O5 79.85(12) C30 €25 (€26 118.3(4)
03 Eul N1 141.80(11) Cc27 C26 (C25 120.4(5)
03 Eul N2 152.53(10) C28 (€27 (26 120.5(5)
03 Eul (C33 66.13(11) c29 C28 C27 120.3(5)
04  Eul o1 81.11(10) c28 C29 C30 120.0(5)
04  Eul 02 117.53(11) C29 C30 C25 120.7(5)
04 Eul O5 80.31(10) 05 (C31 C32 124.7(4)
04 Eul NI 76.47(11) 05 C31 C40 115.5(4)
04 Eul N2 135.30(11) C32 C31 C40 119.7(4)
04 Eul C33 125.77(11) C33 (C32 (31 124.3(4)
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05 Eul Ol 143.61(10) 06 (€33 Eul 34.21(19)
05 Eul NI 73.80(11) 06 (33 (32 124.6(4)
05 Eul N2 102.04(12) 06 (33 (34 115.7(4)
05 Eul (33 59.93(10) C32 (33 Eul 96.0(3)

06 Eul Ol 134.50(10) C32 (33 (34 119.6(4)
06 Eul 02 76.82(10) C34 (€33 Eul 137.8(3)
06 Eul 03 79.20(11) C35 (34 (33 123.6(4)
06 Eul 04 143.52(11) C39 (34 (33 117.6(4)
06 Eul 05 72.70(10) C39 (34 (35 118.7(5)
06 Eul NI 117.31(11) C36 (35 (34 120.5(6)
06 Eul N2 75.39(11) C37 C36 (€35 119.9(6)
06 FEul (33 17.77(11) C36 C37 (€38 120.8(5)
NI Eul N2 62.06(11) C37 €38 (39 119.3(6)
Nl  Eul (33 119.64(11) C34 (39 (€38 120.7(5)
N2 Eul (33 90.81(11) C45 C40 (31 121.6(4)
Cl Ol Eul 132.8(3) C45 C40 C4l 120.0

c3 02 Eul 137.6(3) C41 C40 (€31 116.8(4)
Cl6 03 Eul 130.2(3) C46 C40 (31 121.1(5)
Cl8 04 Eul 128.8(3) C46 C40 C50 122.0(6)
C31 05 Eul 129.4(3) C50 C40 C31 116.6(5)
C33 06 Eul 128.0(3) C44 C45 C40 120.0

N6 07 N5 113.8(3) C45 C44 C43 120.0

C60 NI  Eul 122.6(3) C42 C43 C44 120.0

C60 NI  C6l 117.5(4) C41 C42 C43 120.0

C61 NI Eul 116.5(3) C42 C41 C40 120.0

C51 N2 Eul 122.6(3) C40 C46 C47 120.3(7)
Cc51 N2 C62 117.9(4) C46 C47 C48 118.1(8)
C62 N2  Eul 115.8(3) C49 C48 C47 120.7(7)
C56 N3 (63 112.9(4) C48  C49 C50 121.5(7)
C55 N4  Co4 113.4(4) C49 C50 C40 116.7(7)
C63 N5 07 103.1(4) N2  C51 C52 123.0(4)
C64 N6 07 103.3(4) C53 (52 (sl 119.2(4)
ol Cl (2 124.6(4) C52 (€53 C54 119.2(5)
ol Cl Cl0 115.6(4) C53 C54 (€55 121.7(4)
c2 Cl Clo 119.8(4) C62 C54 (€53 118.0(4)
cl 2 3 123.9(4) C62 C54 (€55 120.4(4)
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02 C3 C2 123.3(4) N4 C55 C54 118.1(4)
02 (3 (4 115.9(4) N4 €55 C36 123.4(4)
2 G 4 120.8(4) C54 C55  C56 118.5(4)
c5 C4 C3 124.0(4) N3  C56 C55 123.0(4)
9 C4 C3 118.5(4) N3 C56 C57 117.9(4)
9 C4 C5 117.5(4) C57 C56 C55 119.0(4)
c6 C5 C4 120.8(5) C58 C57 (56 121.7(4)
c7 C6 C5 120.7(5) Cc61 C57 C56 120.5(4)
c8 C7 6 119.7(5) C61 C57 CS8 117.8(4)
C7 C8 C9 120.1(5) C59 (Cs58 (57 119.2(4)
c8 C9 C4 121.2(4) C58 (€39 C60 118.9(4)
Cll Clo ClI 118.7(4) NI  C60 (€39 123.3(5)
Cl15 Cl0 Cl 123.2(4) Nl  C61 C57 123.3(4)
Cl5 Cl0 Cll 118.1(4) NI  C61 C62 116.8(4)
C12 Ci11 C10 121.2(5) C57 Cel1  C62 119.9(4)
Cll Cl12 CI3 119.5(5) N2  C62 C54 122.5(4)
Cl4 C13 CI2 119.7(5) N2 C62  C6l 116.8(4)
Cl13 Cl4 CI5 120.7(5) C54 €62 Ce6l 120.7(4)
Cl10 C15 Cl4 120.7(5) N3 C63 Co4 123.9(4)
03 Cl6 C17 123.8(4) N5 C63 N3 126.2(4)
03 Cl6 C25 116.7(4) N5 C63 Co4 109.9(4)
C17 Cl6 C25 119.5(4) N4 Co64  C63 123.4(4)
C18 Cl17 Cl6 124.5(4) N6 C64 N4 126.6(4)
04 C18 C17 123.9(4) N6 Co64  C63 110.0(4)
04 CI8 CI19 116.0(4)

Tabela A4. Dados de Difragdo de raios X de monocristal para o complexo

Eu(DBM);CN.
Empirical formula Co1H39EuNOs
Formula weight 1103.94
Temperature/K 100(2)
Crystal system triclinic
Space group P-1
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a/A 9.31410(10)
b/A 12.1622(2)
c/A 22.8939(3)
a/° 81.1250(10)
/e 85.6880(10)
y/° 73.3260(10)
Volume/A3 2453.32(6)
V4 2
Pealcg/cm’® 1.494
wmm'! 1.340
F(000) 1116.0
Crystal size/mm? ?7x?x?

Radiation

MoKa (A= 0.71073)

20 range for data collection/°

5.466 to 51.364

Index ranges

-1 <h<11,-14<k<14,-27<1<27

Reflections collected 57293
Independent reflections 9305 [Rint = 0.0410, Rgigma = 0.0251]
Data/restraints/parameters 9305/0/667
Goodness-of-fit on F? 1.072

Final R indexes [[>=2c (I)]

R1=0.0191, wR> = 0.0453

Final R indexes [all data]

R; =0.0224, wR> = 0.0460

Tabela AS. Distancias de ligacdes para o complexo Eu(DBM);CN.

Atomos Distancias (A) Atomos Distancias (A)
Eul ol 2.3251(12) 37 C36 1.394(3)
Eul 06 2.3258(11) 37 C32 1.395(3)
Eul 02 23472(12) 32 C33 1.388(3)
Eul 04 23527(12) N5 C15 1.144(3)
Eul 03 2.3804(11) Cl 2 1.401(3)
Eul 05 2.3914(12) 27 C28 1.387(3)
Eul NI 2.6285(14) C3 2 13753)
Eul N2 2.6305(14) C54 55 1.402(3)
02 C25 1.261(2) C54 C53 1.403(2)
03 C38 1.276(2) Cl4 Cl15 1.453(2)
o1 C23 1.281(2) C30 C29 1.381(3)




APENDICE

® >

06 C55 1.271(2) C22 C21 1.398(3)
05 C53 1.269(2) C22 C17 1.399(3)
04 C40 1.266(2) C55 C56 1.497(2)
N2 C10 1.326(2) C39 C40 1.403(3)
N2 C6 1.357(2) C53 C52 1.503(2)
N1 Cl 1.328(2) C33 C34 1.385(3)
N1 C5 1.353(2) C40 C41 1.494(3)
N4 C13 1.331(2) C41 C46 1.388(3)
N4 CI12 1.339(2) C41 c42 1.388(3)
N3 Cl4 1.328(2) C36 C35 1.388(3)
N3 Cll 1.342(2) C56 C61 1.386(3)
C6 C7 1.400(2) C56 C57 1.391(3)
C6 C5 1.461(2) C17 C18 1.385(3)
C5 c4 1.404(2) C57 C58 1.392(3)
C7 C8 1.400(3) C46 C45 1.397(3)
C7 C12 1.455(2) C52 C47 1.387(3)
C4 C3 1.399(2) C52 C51 1.396(3)
c4 Cll 1.451(2) C29 C28 1.380(3)
CI2 Cll1 1.417(2) C21 C20 1.389(3)
C10 C9 1.396(3) C47 C48 1.390(3)
C8 C9 1.375(3) C35 C34 1.383(3)
N6 C16 1.145(2) C18 C19 1.382(3)
C26 C31 1.392(3) C48 C49 1.386(3)
C26 C27 1.397(3) C51 C50 1.387(3)
C26 C25 1.505(2) C58 C59 1.370(3)
C25 C24 1.414(3) C20 C19 1.378(3)
C38 C39 1.400(2) C49 C50 1.378(3)
C38 C37 1.499(2) C42 C43 1.386(3)
C24 C23 1.400(3) C59 C60 1.383(3)
C23 C22 1.500(2) C45 C44 1.377(4)
C13 Cl4 1.402(3) C61 C60 1.382(3)
C13 C16 1.452(3) C43 C44 1.363(4)
C31 C30 1.389(3)

Tabela A6. Angulos de ligagdes para o complexo Eu(DBM);CN.
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Atomos Angulos® Atomos Angulos®

01 Eul 06 145.22(4) O1 C23 C24 124.11(16)
01 Eul 02 71.07(4) O1 C23 C22 115.22(16)
06 Eul 02 80.31(4) C24 C23 C22 120.66(16)
01 Eul 04 112.93(4) N4 C13 Cl4 121.93(16)
06 Eul 04 75.82(4) N4 C13 Cl16 117.36(16)
02 Eul 04 73.49(4) Cl4 C13 Cl16 120.44(15)
01 Eul 03 84.07(4) C8 Cc9 C10 118.86(17)
06 Eul 03 129.40(4) C30 C31 C26 120.50(19)
02 Eul 03 124.34(4) C36 C37 C32 119.09(17)
04 Eul 03 71.96(4) C36 C37 C38 121.30(16)
01 Eul 05 80.86(4) C32 C37 C38 119.56(16)
06 Eul 05 73.38(4) C33 C32 C37 120.03(17)
02 Eul 05 76.36(4) N6 Cl6 C13 174.83(19)
04 Eul 05 139.79(4) N1 Cl C2 123.54(17)
03 Eul 05 148.23(4) C28 C27 C26 120.4(2)

01 Eul N1 77.12(4) C2 C3 C4 118.83(16)
06 Eul N1 118.00(4) C55 C54 C53 124.37(16)
02 Eul N1 141.11(4) N3 Cl4 C13 122.17(16)
04 Eul N1 141.50(4) N3 Cl4 Cl15 116.20(16)
03 Eul N1 72.40(4) C13 Cl4 C15 121.63(16)
05 Eul N1 77.04(4) C3 C2 Cl 118.81(17)
01 Eul N2 135.72(4) C29 C30 C31 120.2(2)

06 Eul N2 74.21(4) C21 C22 C17 118.33(17)
02 Eul N2 153.19(4) C21 C22 C23 123.66(17)
04 Eul N2 92.05(5) C17 C22 C23 118.02(17)
03 Eul N2 69.15(4) 06 C55 C54 123.86(16)
05 Eul N2 103.64(4) 06 C55 C56 116.08(16)
N1 Eul N2 61.74(4) Cs54 C55 C56 120.06(15)
C25 02 Eul 133.85(11) C38 C39 C40 122.84(16)
C38 03 Eul 129.39(10) 05 Cs3 C54 126.28(16)
C23 Ol Eul 132.44(11) 05 Cs3 C52 116.86(15)
C55 06 Eul 128.37(11) C54 Cs3 C52 116.84(15)
C53 05 Eul 129.10(11) C34 C33 C32 120.36(17)
C40 04 Eul 135.56(11) 04 C40 C39 124.47(16)
C10 N2 Co6 117.61(15) 04 C40 C41 116.29(16)
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Cl0 N2 Eul 121.10(11) C39  C40 (41 119.23(16)
C6 N2 Eul 117.51(11) C46  C41  C42 119.53(19)
C1 N1 Cs 117.80(15) C46  C41  C40 119.92(19)
C1 N1 Eul 121.20(11) C42  C41  C40 120.29(18)
cs N1 Eul 117.26(11) C35  C36 (37 120.57(18)
Cl13 N4 ClI2 116.42(15) c6l  C56  C57 118.65(17)
Cl4 N3 Cll 116.50(15) c6l  C56  C55 118.99(17)
N2 C6 c7 122.41(16) Cc57  C56  C55 122.28(17)
N2 C6 Cs 116.88(15) N5 Cl5 Cl4 178.5(2)
c7 C6 Cs 120.70(15) cl8 Cl17 (22 120.9(2)
N1 Cs C4 122.45(16) C56  C57  C58 120.58(19)
N1 C5 C6 117.46(15) C4l  C46  C45 119.32)
c4 Cs C6 120.09(15) c47  C52 G5l 119.40(18)
C6 C7 C8 118.56(15) Cc47  C52  C53 119.99(16)
C6 C7 C12 119.29(16) cs1 €52 C53 120.61(17)
c8 C7 C12 122.08(16) c28  C29  C30 119.82(19)
C3 C4 Cs5 118.53(16) c20 C21 (22 120.4(2)
c3 C4 Cll 122.28(15) C52  C47 (48 120.09(19)
cs C4 Cll 119.16(16) 29  C28 (27 120.4(2)
N4 cl2  cil 121.58(15) C34  C35 (36 119.90(19)
N4 CI2 c7 118.56(16) 35 C34 (33 120.03(17)
cii CI2 c7 119.70(15) Cl9 C18 CI17 120.0(2)
N2 C10 C9 123.73(16) C49  C48  C47 120.0(2)
C9 C8 C7 118.77(17) Cc50  C51  C52 120.3(2)
N3 Cll  CI2 121.19(16) C59  C58  C57 120.02(19)
N3 Cll C4 118.05(16) Cl9 C20 C21 120.4(2)
C12 Cll C4 120.72(15) C50  C49 (48 120.24(19)
c31 6 C27 118.68(17) c20 C19  CI8 120.05(19)
Cc31 26 C25 117.42(17) C43 C42 (41 120.0(2)
C27  C26  C25 123.90(17) C58  C59  C60 119.87(19)
02 (25 C24 123.44(16) C44  C45  C46 120.6(2)
02 (25  C26 115.64(16) C49  C50  Csl 120.0(2)
Cc24  C25  C26 120.91(16) c60  C61  C36 120.6(2)
03 38 C39 123.99(16) C4 43 & 120.8(3)
03 38 €37 117.13(15) c6l  C60  C59 120.3(2)
Cc39  (C38  C37 118.86(15) C43  C44 (45 119.7(2)
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Figura A1. Espectros e regressao linear para o teste de lipofilicidade do complexo

Eu(DBM);PH.
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Figura A2. Espectros e regressao linear para o teste de lipofilicidade do complexo

Eu(DBM);NON.

171



APENDICE
>

1,0

0,8

R?=0,98760
A= 345 nm

g
8 06 %,
Q 2
@ <
o .
3
2 0,44
<
0,2
2 4 6 8 10 12 1 16 1B 2
[Complexo] uM
0,0
T T T T T T 1
250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura A3. Espectros e regressao linear para o teste de lipofilicidade do complexo

Eu(DBM);CN.

0,4

0,3

0,2 +

Absorbancia

0,1 1

R?=0,95893 025
A= 345 nm

Absorbancia

[Complexo] uM

0,0
250

T
300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Figura A4. Espectros e regressao linear para o teste de lipofilicidade do complexo

Eu(DBM);BrF.
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Figura A5. Espectro de RMN de 'H para o ligante 1,10-fenantrolina-5,6-diona
(fendiona). Solvente: CDCI3.
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Figura A6. Espectro de RMN de 'H para o ligante Dibenzoilmetano (DBM). Sol-

vente: Acetona-ds.
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Figura A7. Espectro de RMN de 'H para o ligante PH (4,7-difenil-1,10-fenantro-
lina). Solvente: CDCl;.
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Figura A8. Espectro de RMN de 'H para o ligante NON ([1,2,5]oxadi-
azolo[3',4":5,6]pirazina[2,3-f][1,10]fenantrolina). Solvente:

DMSO-ds.
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Figura A9. Espectro de RMN de 'H para o ligante CN pirazina[2,3-f][1,10]fenan-
trolina-2,3-dicarbonitrila]. Solvente: DMSO-ds.
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Figura A10. Espectro de RMN de 'H para o ligante BrF (10-bromo-12-fluorodi-
pirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina). Solvente: CDCls.
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Figura A11. Mapa de contorno HMBC 'H-"3C do ligante BrF. Solvente: CDCl;.
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Figura A12. Espectro vibracional na regiao do infravermelho ligante DBM (cima)
¢ do precursor Eu(DBM)s;(H,0), (baixo). Obtidos em pastilhas de KBr com faixa
de leitura de 4000-400 cm’!.
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Figura A13. Mapa de contorno HMBC 'H-'3C para o complexo Eu(DBM);PH.
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Figura A14. Espectro de luminescéncia para o complexo Eu(DBM);PH. Compri-

mento de onda de excitagdo 355 nm. Solvente DMSO e concentragdo 1x10°M.
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Figura A15. Espectro de luminescéncia para o complexo Eu(DBM);NON. Com-

primento de onda de excitagdo 354 nm. Solvente DMSO e concentragdo 1x10°M.
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Figura A16. Espectro de luminescéncia para o complexo Eu(DBM);CN. Compri-

mento de onda de excitagdo 355 nm. Solvente DMSO e concentragdo 1x10°M.
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Figura A17. Espectro de luminescéncia para o complexo Eu(DBM);CN. Compri-

mento de onda de excitagdo 357 nm. Solvente DMSO e concentragdo 1x10°M.
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Figura A19. Representagdo da célula unitéaria para o complexo Eu(DBM);CN
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Figura A20. Micrografias obtidas para a linhagem celular A2780cis nas concen-
tragoes de 2xICs, ICso, 0,5xICso e 0,25xICsp nos tempos de 0, 24 ¢ 48 horas para
o complexo Eu(DBM);PH. Imagens obtidas com microscépio CELENA® S com

zoom de 4x.
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Figura A21. Ensaio morfologico para o composto Eu(DBM);PH na linhagem ce-
lular A2780cis marcado com PI depois de 48 horas. Imagens obtidas com micros-

copio CELENA® S com zoom de 4x. Aexc =538 nm e A de em = 617 nm.
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Figura A22. Ensaio morfologico por fluorescéncia, células A2780cis tratadas com
o complexo Eu(DBM);PH e marcadas com Green Plasma (verde) Aexc = 522 nm/
Aem = 535 nm e DAPI (azul) Aexc = 358 nm/ Aem = 461 nm . Imagens obtidas

com microscopio CELENA® S com zoom de 4x.
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Figura A24. Espectro de emissao do Hoechst 33258 na presenca do ct-DNA e
variagdes nas concentracdes do complexo. a) Eu(DBM);BrF. b) Eu(DBM);NON.
¢) Eu(DBM);CN. Aex = 350nm e Aem = 460nm.
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Figura A25. Regressao polinomial dos complexos. a) Eu(DBM);NON. b)
Eu(DBM);CN. ¢) Eu(DBM);BrF. Constante de Stern-Volmer (K,). Ensaios real-
izados a 37 °C.

— PBS:DMSO (99:1%)
Diametro hidrodindmico = 6,61 nm
indice de polidisperséo = 2,48
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Figura A26. Anélise via DLS para o solvente PBS:DMSO como branco, intensi-

dades relativas (%) por Didmetros das particulas formadas.

Tabela A7. Taxas de transferéncia (Wgr) e retrotransferéncia (Wgsr) de energia en-
tre diversos canais envolvendo os niveis S; e T; dos complexos e os niveis acei-

tadores do Eu’".

Do- Aceita- Eu(DBM);BrF Eu(DBM);CN Eu(DBM);NON Eu(DBM);PH
ador dor Wer War Wer War Wer War Wer War

Si 'Fo — 243 x 238 x 972 x 544 x 177 x 531 x 423 x 293 x
Dy 10! 10 10! 1028 10? 10718 10° 10
"Fo — 3.04 x 122 x 133 x 3.04 x 965 x 1.19 x 241 x 6.84 x
Dy 10° 107 10° 102 10° 1012 10° 10
'Fo — 8.80 x 4.62 x 207 x 620 x 7.65 x 123 x 1.04 x 3.88 x
Le 10 103 10* 107 10* 10° 10° 10°®
'Fo — 358 x 176 x 1.13 x 3.17 x 208 x 3.15 x 6.74 x 235 x
°Gs 10* 10° 10* 10+ 10* 10* 10* 10°
'Fo — 1.08 x 290 x 389 x 599 x 499 x 412 x 697 x 133 x
Dy 10 10! 10° 103 10° 10° 10* 103
'Fi — 1.01 x 1.65 x 286 x 2.69 x 579 x 292 x 402 x 469 x
Dy 10° 102 10! 107 10° 107 10° 1028
'Fi — 9.07 x 6.10 x 479 x 184 x 449 x 927 x 246 x 1.17 x
Dy 10° 10718 10° 102 10* 101 10° 10
'Fi —> 173 x 152 x 116 x 581 x 3.04 x 820 x 2.69 x 1.67 x
D, 10° 1013 10° 10718 10° 107 10° 10718
'Fi, —> 120 x 1.01 x 1.88 x 9.06 x 132 x 341 x 184 x 1.10 x
Ds 10° 107 10* 10710 10° 10" 10° 1071
Fi — 225 x 199 x 491 x 247 x 218 x 589 x 236 x 148 x
Le 10 10+ 10° 10°® 10* 10° 10* 10°
Fy — 612 x 761 x 1.64 x 1.17 x 441 x 169 x 897 x 791 x
Ly 10 10 10* 10° 10* 10° 10* 107
Fi — 143 x 2,10 x 260 x 219 x 627 x 283 x 1.09 x 1.14 x
G, 10° 10! 10* 107 10 10° 10° 10°
'Fi — 1.83 x 812 x 458 x 1.16 x 1.06 x 145 x 589 x 185 x
°G; 10° 10 10* 10+ 10° 10* 10° 10°
'Fi —> 179 x 148 x 521 x 246 x 115 x 293 x 298 x 1.75 x
>Ge 10 10! 10° 10° 10* 10° 10* 10°¢
Fi — 527 x 459 x 154 x 7.67 x 339 x 907 x 9.15 x 566 x
3Gs 10* 10! 10* 10° 10* 10° 10* 10°¢

T "Fo — 255 x 1.57 x 565 x 251 x 715 x 715 x 7.87 x 6.01 x
Dy 107! 107 10 1012 10! 10°° 10! 10°®
'Fo — 133 x 335 x 388 x 7.05 x 457 x 187 x 782 x 244 x
Dy 10° 10° 10° 10 10° 10° 10° 10°
"Fo — 1.5 x 381 x 223 x 532 x 130 x 695 x 3.69 x 151 x
Le 107! 10° 10! 10° 10! 10" 10! 10°
'Fo — 947 x 294 x 266 x 595 x 956 x 481 x 329 x 126 x
>Ge 10 10" 10 107 10 10" 10 10"
'Fo — 1.10 x 1.86 x 3.86 x 472 x 146 x 402 x 6.55 x 137 x
Dy 10 10" 103 108 10 10" 103 10"
'Fi — 4.66 x 483 x 786 x 587 x 188 x 316 x 243 x 3,12 x
Dy 10° 10 10° 10°° 107 10! 107 10"
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Fi — 678 x 287 x 181 x 552 x 238 x 163 x 386 x 202 x
Dy 10? 107! 10? 10 103 10! 103 10!
Fi — 729 x 403 x 367 x 146 x 214 x 191 x 484 x 331 x
D, 104 100 104 10? 10° 108 10° 10°
Fi — 692 x 367 x 882 x 337 x 117 x 100 x 3.14 x 206 x
Ds 10! 107 107! 10° 10° 10° 10° 107
Fi — 448 x 249 x 787 x 315 x 519 x 467 x 140 x 965 x
L 102 108 102 104 102 10° 10! 107
Fi — 3.82 x 3.00 x 879 x 497 x 409 x 520 x 127 x 123 x
L, 102 1010 102 106 102 10" 10! 1010
Fi — 244 x 227 x 443 x 296 x 493 x 741 x 215 x 246 x
3G, 104 10'¢ 104 102 104 10" 10° 10'¢
"Fi — 833 x 232 x 192 x 386 x 118 x 535 x 430 x 149 x
5G; 102 10" 10! 107 107! 102 10! 10"
Fi — 7.18 x 374 x 183 x 6.87 x 746 x 629 x 244 x 157 x
5Gs 1073 10'° 102 108 1073 10" 102 10'°
Fi — 209 x 115 x 534 x 211 x 219 x 195 x 720 x 490 x
5Gs 1072 10" 1072 107 1072 10'? 1072 10'°
15 Branco (TBAP 0,1 mol L™y 15+ =——BrF =N
154
04 01
il il <"l
:: : 154 % : -
-15 4 _15_/
=304 =304
0] (@) ®) ()
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E IV vs Agl AgCl|KCIg

at

E/Vvs AglAgClKCl,

Figura A27. Voltamogramas obtidos usando o GCE. Em (a) branco (TBAP 0,1
mol L), (b) BrF, (c) CN, (d) DBM, (¢) NON e (f) PH ligantes a 1,0 mmol L!
(TBAP 0,1 M). Velocidade de varredura de potencial (v) = 50 mV s,
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07 00 07 14
E/V vs Agl AgCI|KClg,

Figura A28. Voltamograma obtido em GCE com sobreposicoes do branco TBAP
0,1 M e do sal de Eu (III) 0,01 M.
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Figura A29. Voltamograma com velocidade de varreduras 20-100 mV s™! do com-

plexo Eu(DBM);PH.
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Figura A30. Voltamograma com velocidade de varreduras 20-100 mV s do com-

plexo Eu(DBM);NON.
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Figura A31. Voltamograma com velocidade de varreduras 20-100 mV s do com-

plexo Eu(DBM);CN.
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Figura A32. Voltamograma com velocidade de varreduras 20-100 mV s™! do com-
plexo Eu(DBM);BrF.
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Figura A33. Perfil de decaimento do estado °Dy € medida do tempo de meia vida

em aproximadamente 614 nm para os complexos de Eu(Ill). a) Eu(DBM);PH. b)
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Eu(DBM);NON. ¢) Eu(DBM);CN. d) Eu(DBM);BrF. hexe = ~353 nm, [comple-
x0s] = 1x10°M.
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