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Resumo

A neoplasia é uma patologia que acomete milhdes de pessoas em todo o0 mundo. O design, 0
preparo e os estudos de atividade farmacologica de complexos metalicos tém sido vastamente
explorados para o tratamento do cancer. Entre os compostos promissores como antineoplasicos
estdo os complexos a base de cobre. No presente trabalho realizou-se a sintese, caracterizacdo
estrutural, estudos fisicos e espectroscopicos e avaliacdo da atividade antitumoral de um
complexo inédito de cobre(ll) com ligantes biologicamente relevantes, 8-hidroxiquinolina e
acido nalidixico, da classe das quinolonas. A medida por difracdo de raios X por monocristal
demonstrou que a estrutura do composto € um polimero de coordenacéo, [Cu(ndx)(8-hgl)]», que
exibe uma geometria piramidal de base quadrada para cada centro metalico. O acido nalidixico
e a 8-hidroxiquinolina comportam-se como ligantes desprotonados que se ligam ao ion cobre(ll)
de maneira bidentada ocupando as quatro posi¢fes na base da piramide, enquanto a posi¢édo
axial é composta por uma ponte carboxilato do tipo anti-anti presente no acido nalidixico
caracterizando uma unidade dinuclear. Esta caracteristica estrutural é distinta das anteriormente
propostas para complexos com quinolonas descritas na literatura. As propriedades magnéticas
do composto também foram investigadas, e demonstraram que existe um acoplamento
antiferromagnético entre os ions cobre(ll) que formam a cadeia polimérica. Em solucédo, o
composto [Cu(ndx)(8-hql)]n existe como uma espécie mononuclear neutra. Estudos sobre a
ligacdo com o ADN foram realizados, e 0 composto demonstrou possuir interacdes com 0s
sulcos do ADN. A atividade antitumoral do composto preparado foi analisada e 0 mesmo
demonstrou uma apreciavel inibi¢do do crescimento de células humanas de leucemia mieldide
cronica(K562) com valor de ICso inferior aos dos ligantes livres. Em doses similares, o

composto ndo alterou a viabilidade de células normais (linhagem celular HaCaT).

Palavras chave: acido nalidixico, 8-hidroxiquinolina, polimero de coordenacdo, atividade

antitumoral.



Abstract

The neoplasia is a pathology that affects millions of people throughout the world. The
design, preparation and studies of the pharmacology of metallic complexes have been widely
explored for cancer treatment. Among the promising antineoplastic agents, the copper-
containing compounds have been drawn attention. This work describes the synthesis, structural
characterization, physical properties, spectroscopic studies, and antitumoral activity of a novel
copper(1) complex with biological relevant ligands. The chosen ligands, 8-hidroxyquinolone
and nalidixic acid, belong the quinoline class. The single-crystal X ray diffraction analisys
demonstrated that the compound structure is a coordination polymer, [Cu(ndx)(8-hgl)]n, that
exhibits a square base pyramidal geometry for each metallic center. The nalidixic acid and 8-
hidroxyquinoline behave as bidentate deprotonaded ligands binding to copper(ll) ion in
equatorial positions, while the axial position is composed by an anti-anti carboxylate bridge
from nalidixic acid. This structural feature is unique for compounds containing nalidixic acid.
In solution, the prepared compound exists as a neutral mononuclear species. By DNA
interaction studies the compound has demonstrated that could bind to DNA by groove binding
mode. The antitumoral activity of the prepared compound has been investigated in human
chronic myelogenous leukemia cell line (K562). The compound presented cytotoxic activity
higher than those obtained for free ligands. At similar doses, the compound does not alter the

viability of human keratinocytes (HaCaT cell line).

Keywords: nalidixic acid, 8-hidroxyquinoline, coordination polymer, antitumoral activity.



Abreviaturas

ADP = Adenosina difosfato

ADN = Acido Desoxirribonucléico
ndx = Acido Nalidixico

8-hgl = 8-hidroxiquinolina

DMSO = Dimetilsulféxido

ICso = Concentracdo inibitdria minima
IV = Infravermelho

ERO = Espécies reativas com oxigénio
ECA = Enzima conversora da Angiotensina
FDA = Food and Drug Administration

RPE = Ressonancia Paramagnética Eletronica
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1 Introducao

1.1 Quimica Medicinal

A Quimica Medicinal é uma area de conhecimento que envolve aspectos da quimica
inorganica, organica, fisico-quimica, quimica quantica, bioquimica e quimica biologica em
conjunto com as ciéncias medicas, bioldgicas e farmacéuticas. Os principais enfoques sdo a
descoberta, planejamento e preparo de compostos com atividade farmacoldgica bem como a

investigacao dos provaveis mecanismos de acdo desses compostos (LULLMAN et al., 2008).

A Quimica Medicinal é praticada desde os primdérdios da civilizacdo. No Egito Antigo
foram desenvolvidos textos como o papiro Ebers, um dos mais antigos tratados médicos
conhecidos, que prescrevia a utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de enfermidades.
A primeira sintese realizada com compostos isolados de fontes naturais foi em 1897. O quimico
alemdo Felix Hoffmann modificou a molécula de éacido salicilico por um mecanismo de
acetilacdo, com isto conseguiu diminuir consideravelmente os efeitos colaterais do acido
salicilico, consolidando assim a sintese do &cido acetilsalicilico e seu uso como farmaco com

propriedades analgésicas e antipiréticas (LULLMAN et al., 2008).

Posteriormente, Hermann Emil Fischer realizou um importante estudo sobre a interacéo
de farmacos com receptores ou alvos bioldgicos. Seu estudo é notoriamente conhecido como
modelo chave-fechadura. Esse modelo contribuiu para que Fischer fosse laureado com o prémio
Nobel de quimica em 1902. Suas investigacdes foram fundamentais para a consolidacdo de
umas das bases da Quimica Medicinal, o estudo da relacéo entre a estrutura quimica e atividade
farmacol6gica dos compostos quimicos (HEIKESTEIN e CORY, 1966).

As bases da Quimica Medicinal sdo essenciais para a auxiliar na elucidagdo dos
mecanismos de resisténcia adquirida de microrganismos e neoplasias frente aos medicamentos
ja empregados atualmente (WILLIANS, 2007). Também sdo importantes para auxiliar no

planejamento de farmacos mais eficazes.



1.1.1 Quimica Inorganica Medicinal

A Quimica Inorgéanica Medicinal se baseia na sintese de metalofarmacos e o estudo de
suas atividades bioldgicas, dentre estas pode-se citar atividades frente a doencas negligenciadas
como, chagas e malaria, além de serem eficazes contra diversos tipos de microorganismos e
tumores. O planejamento de ligantes organicos também é uma area de estudo bastante relevante
na Quimica Inorganica Medicinal, seja para quelatar metais em casos de intoxicacdo ou na

busca pela cura de algumas patologias (CUSHMAN et al., 1997).

A Quimica Inorganica Medicinal também engloba o planejamento de ligantes organicos
para inibicdo de metaloenzimas, ou seja, sdo dirigidos para inibir um metal no centro ativo de
uma metaloenzima. Neste quesito, pode-se citar o composto Captopril, um agente anti-
hipertensivo, sendo o primeiro farmaco desenvolvido utilizando-se principios mecanisticos. Na
Figura 1.1 esta representada a estrutura quimica do captopril. Este fArmaco é um inibidor da
enzima conversora da angiotensina (ECA), uma metaloenzima que possui um atomo de zinco
em sua estrutura (LULLMANN et al., 2008). A ECA inativa o vaso depressor bradicinina e
ativa o vasoconstritor angiotensina Il, sendo responsavel pelo aumento da pressdo arterial. O
captopril foi desenvolvido para ter um dominio peptideomimético e um dominio mercaptano
para quelatar seletivamente o zinco da ECA (CUSHMAN et al., 1997).

HS O

Captopril

Figura 1.1: Estrutura quimica do Captopril e estrutura da metaloenzima ECA.
Fonte: http://www.rcsb.org/structure/108A.

Em meados de 1908, o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina foi condecorado ao
bacteriologista alemé&o Paul Ehrlich juntamente com o russo Elie Metchnikoff (HEIKESTEIN
e CORY, 1966). Ehrlich desenvolveu relevantes estudos relacionados a imunologia e realizou
a sintese do medicamento organoarsénico denominado Salvarsan que foi muito importante para
o tratamento de sifilis. O Salvarsan foi um medicamento desenvolvido a base de arsénio

trivalente, sendo o primeiro farmaco & base de metais catalogado. O desenvolvimento do
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Salvarsan ocorreu pelo estudo da interagéo de diversos compostos de arsénio com 0s agentes
causadores da sifilis, as espiroquetas. Ehrlich decidiu testar o composto obtido na 6062 sintese
em coelhos infectados com sifilis, sendo constatada uma grande eficicia na reducdo da
infeccdo. Posteriormente, a molécula de 606-Salvarsan foi modificada a fim de aumentar sua
solubilidade, tornando possivel o seu uso por via oral, contudo sua eficdcia diminuiu
consideravelmente. Esse composto arsénico foi denominado 914-Neosalvarsan (HEIKESTEIN
e CORY, 1966).

Recentemente, Lloyd e colaboradores (LLOYD et al., 2005) constataram que as
estruturas do Salvarsan e Neosalvarsan se tratavam de pentameros e trimeros, respectivamente.
Este fato foi relatado a partir de andlises de espectrometria de massas. Na Figura 1.2 estdo

esbocados 0s compostos arsénicos discutidos.

_O'Na*
HCI * HoN OH

oo WS O B SO

914-Neosalvarsan 606-Salvarsan

NH2 OH
NH
H, 2
As As
As As ;A‘S\
R, o
HO OH
Pentameros organoarsénicos ciclicos Trimeros organoarsénicos ciclicos

Figura 1.2: Compostos arsénicos sintetizados por Paul Ehrlich. Acima as estruturas propostas por
Erlich e abaixo as estruturas propostas por Lloyd e colaboradores.

Paul Ehrlich, considerado o pai da quimioterapia, inspirou diversas pesquisas. A
guimioterapia hoje € um ramo da medicina que tem salvado muitas vidas e aliviado o sofrimento
dos enfermos (HEIKESTEIN e CORY, 1966).



1.1.2 A Neoplasia e 0 Desenvolvimento de Farmacos Antitumorais

A neoplasia é uma doenca na qual as células se proliferam independentemente dos
processos naturais do organismo. O tumor maligno é aquele cujo tecido tumoral invade de
forma destrutiva o tecido saudavel circunvizinho, visto que podem formar tumores secundarios,
denominados metéastases. A cura exige a eliminacao de todas as células malignas. Quando isso
ndo é possivel, sdo feitos esforcos para reduzir o crescimento do tumor, e assim, prolongar a

vida do paciente ou melhorar a sua qualidade de vida. (LULLMAN et al., 2008).

A leucemia é um tipo de neoplasia do tecido hematopoiético, originario da medula
Ossea. Este tecido é responsavel por suprir a necessidade constante de reposicdo e renovacao
das células mieldides e linféides no organismo humano. De acordo com o grau de maturidade
e a linhagem das células afetadas, a leucemia pode ser classificada como aguda ou cronica. A
leucemia aguda se caracteriza pela proliferacdo de celulas imaturas na medula 6ssea, sangue
periférico e outros 6rgdos. Se ndo for investigada, o ébito do paciente costuma ocorrer em um
periodo de aproximadamente 6 meses apds o diagndstico. A leucemia crénica é configurada
como a proliferacdo de células aparentemente maduras, diferentemente da leucemia aguda, esta
enfermidade tem um curso lento, com um intervalo de 2 a 6 anos entre o diagnostico e o

surgimento da fase final da doenca (FORD et al., 1993).

A terapia da leucemia e outros tipos de neoplasias enfrenta o problema de que as células
malignas sdo endogenas e carecem de propriedades metabdlicas especificas, e assim acabam
por desenvolver mecanismos de resisténcia aos medicamentos antitumorais. A resisténcia a
quimioterapia € o maior obstaculo no tratamento de pacientes com céancer. Existe uma busca
incessante por novos medicamentos que atuam no organismo de maneira distinta afim de
modificar os mecanismos de interacdo dos farmacos com o organismo humano (JURANKA et
al., 1989).

Os estudos dos mecanismos de interagdo de farmacos com o ADN, tiveram seu ponto
de partida depois durante a Segunda Guerra Mundial, observou-se que o uso do gas mostarda
como armamento contra humanos causava alteracBes nos globulos brancos, vermelhos e
plaquetas, devido a supressdo mieldide e linféide robusta. Neste periodo, os farmacologistas
Alfred Gilman e Louis Goodman propuseram a sintese da mecloretamina. A mostarda
nitrogenada causou um efeito antitumoral consideravel em um paciente com linfoma néo
Hodgkin (STREBHARDT e ULLRICH, 2008).



Em 1953, a elucidacdo da estrutura dupla helicoidal do acido desoxirribonucleico
(ADN) por James Watson e Francis Crick, teve um impacto singular nas estratégias para o
desenvolvimento de farmacos com acéo antitumoral, o uso de andlogos de bases nitrogenadas
como a 5-fluoracila e 8-azaguanina interrompiam a replicacao do &cido desoxirribonucleico. A
descoberta de que a mostarda nitrogenada exerce seu efeito antitumoral por alquilagédo do ADN
fez com que surgisse um desenvolvimento expressivo de farmacos tendo o ADN como alvo
principal (STREBHARDT e ULLRICH, 2008).

Em 1965, o fisico americano Barnett Rosenberg e colaboradores, realizaram um estudo
da interacdo de um campo elétrico com solucdes bacterianas de E.coli. Rosenberg observou que
a divisdo celular era inibida, e durante o processo, as células de E.coli, como ndo podiam se
dividir, cresciam formando filamentos alongados. Iniciou-se entdo uma busca pelos possiveis
agentes responsaveis pelo fenémeno, e as pesquisas mostraram que a platina do eletrodo se
dissolvia no meio de cultura, que continha sais de amonio, para formar espécies complexas do
metal. Levou-se em consideracdo a hipotese de formacao do sal (NHa )2[PtCls], que foi entdo
sintetizado e testado nas mesmas condi¢Ges da experiéncia inicial. Com as solugdes pré
preparadas, o fenbmeno ndo se repetia, mas apos alguns dias em repouso e expostas a luz, ao
serem novamente testadas, as solucBes causavam a filamentacdo das bactérias. Mais tarde
mostrou-se que ocorria uma reacdo fotoquimica ocasionando a troca de CI- por NH3 na esfera
de coordenacéo da platina. O composto mais ativo foi o complexo cis-diaminodicloroplatina(ll),

sua estrutura quimica esta representada na Figura 1.3.

cl,,  (NHs
Pt
CI/ \NH3

Figura 1.3: Estrutura quimica do cis-diaminodicloroplatina(ll), mais conhecido como cisplatina.

Em 1968, Barnett Rosenberg cita: “O cancer testicular passou de uma doenca que
normalmente possuia uma letalidade de cerca de 80% dos pacientes, para uma que é proximo
de 90% de cura. Este é provavelmente o desenvolvimento mais emocionante no tratamento de
cancer que tinhamos nos ultimos 20 anos. E agora a primeira escolha de tratamento nos canceres
de ovario, bexiga e 0sso” (ROSENBERG et al., 1969).



A Cisplatina € um medicamento intravenoso com baixa solubilidade em &gua com
acumulagdo hepética e renal no organismo humano. O mecanismo de acdo da cisplatina é
entendido primeiramente pela estabilidade do complexo na corrente sanguinea, onde existe uma
alta concentracdo de ions cloreto o que corrobora para a cisplatina permaneca em sua forma
neutra. A cisplatina penetra nas células por difusdo passiva e ativa. Os complexos de platina
possuem afinidades por proteinas responsaveis pelo transporte de cobre do meio extracelular
para 0 meio intracelular, tais como as proteinas transportadoras de cobre de alta afinidade
codificadas pelo gene CTR1, o qual se mostrou determinante na absorcao e acumulacao celular
de complexos de platina, além do aparecimento de resisténcia (WANG e LIPPARD, 2005).
Ainda que exerga sua atividade antitumoral através da coordenacdo na molécula de ADN, esse
caminho é percorrido por apenas 1% das moléculas de cisplatina que perpassam a membrana
celular, a coordenacdo ao ADN ocorre principalmente através dos atomos de nitrogénio de
purinas, que ndo estdo envolvidos em ligacdes de hidrogénio intermoleculares (WANG e
LIPPARD, 2005).

Uma vez dentro das células, esse composto pode sofrer hidrdlise. Existe um consenso
de que ao penetrar no meio intracelular, a cisplatina sofre uma reacdo de troca de ligantes na
qual os grupos cloreto, que sdo labeis, sdo substituidos por moléculas de 4gua. A concentracdo
de ions cloreto no meio extracelular é da ordem de 100 mM enquanto que no meio intracelular
ela é da ordem de 3-20 mM. Essa baixa concentracdo intracelular de ions cloreto, permite que
ocorram hidrolises na cisplatina formando espécies que podem interagir covalentemente com o
ADN como a espécie [Pt(NH3)2]** como ilustrado na Figura 1.4 (GOMEZ-RUIZ et al., 2012).
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Figura 1.4: Comportamento da Cisplatina ap0s aplicagéo intravenosa.
Fonte: (HILDEBRANT et al., 2016).

Na Figura 1.4 observa-se a interacdo no meio intracelular de complexos de platina com
alguns tiois intracelulares como a metionina, essa interacdo faz com que a molécula de
cisplatina fique indisponivel para sofrer hidrolise e consequentemente a sua interacdo com as
bases nitrogenadas do ADN fica incapacitada. A platina é considerada um &cido macio e
portanto interage fortemente com bases macias como o caso do enxofre, que apresenta alta
polarizabilidade e baixa eletronegatividade (GOMEZ-RUIZ et al., 2012).

Devido ao aparecimento de resisténcia adquirida a cisplatina, sua alta toxidez e baixa
solubilidade em meio aquoso, foram desenvolvidos uma série de compostos anadlogos a
cisplatina visando reverter esses problemas. Na Figura 1.5 tem-se representados alguns

farmacos a base de platina.
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Figura 1.5: Estruturas quimicas dos farmacos a base de platina com atividade antitumoral.
Fonte: (MJOS et al., 2011).

A carboplatina foi o segundo farmaco a base de platina a ser aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA) em 1985. A carboplatina possui ligantes do tipo carboxilato que
substituem os cloretos. Os carboxilatos conferem a carboplatina uma maior solubilidade em
agua em comparacdo a cisplatina. A carboplatina possui uma menor toxidez, no entanto mostra-
se menos ativa contra alguns tipos de tumores como o0s de cabeca, bexiga e pescoco
comparando-se com a cisplatina (PASSETO et al., 2006).

A oxaliplatina se diferencia da cisplatina pela presenga dos grupos abandonadores
oxalato e diaminociclohexano. A oxaliplatina possui afinidade por adutos no ADN que sdo
distintos aos adutos em que a cisplatina atua. Este fato faz com que as enzimas reparadoras de
ADN nao identifiquem a oxaliplatina fazendo com que este farmaco seja ativo contra linhagens
de células resistentes a cisplatina (WHEAT et al., 2010).

A Nedaplatina, Lobaplatina, Heptaplatina tem seu uso regulamentado apenas no Japao
e na Coréia do Sul. A Satraplatina é um composto de platina(IV) que atua como um pro-
farmaco, durante o metabolismo € reduzida a platina(ll) que é o composto ativo. Atualmente a
venda de compostos a base de platina correspondem a 6% do mercado total dos compostos

anticancer com lucros excedendo a 2 bilhGes de ddlares por ano (JAKUPEC et al., 2008).



A cisplatina tem como principal modo de agdo a capacidade de formar ligacoes
covalentes com os atomos de nitrogénio das bases nitrogenadas do ADN, preferencialmente aos
nitrogénios de duas guaninas adjacentes. A cisplatina também realiza outros tipos de ligacéo
com o ADN, no entanto estas sdo mais facilmente reparaveis por mecanismos de regeneragédo
de danos celulares (GOMEZ-RUIZ et al., 2012).

Os compostos de platina que atualmente estdo na clinica médica possuem algumas
limitacGes, tais como atividade antitumoral aprecidvel em uma faixa limitada de tumores,
aparecimento de resisténcia e efeitos colaterais indesejaveis (KELLAND et al., 2007).
Atualmente sdo estudados outros compostos a base de platina e também compostos com outros
centros metalicos que possam eventualmente substituir a cisplatina e a carboplatina ou serem

administrados simultaneamente (MJOS et al., 2011).

Uma estratégia interessante para driblar os problemas encontrados com 0s compostos
de platina é utilizar um ligante plano para que ocorra a intercalacdo do composto entre as bases
nitrogenadas do ADN, ou seja, que atue por um mecanismo de acdo distinto. As antraciclinas
sdo exemplos de farmacos que atuam por esse modo de acdo. Na Figura 1.6 estdo a

Doxorubicina e Daunomicina que sdo denominados agentes intercalantes (MJOS et al., 2011).

HO NH3 HO NH3

Doxorubicina Daunomicina

Figura 1.6: Estrutura quimica das antraciclinas.
Fonte: (NETO e LAPIS, 2009).

A vetorizacdo de compostos antitumorais também demonstra ser uma maneira eficaz no
combate a algumas neoplasias e reducdo de efeitos colaterais. Esta vetorizacdo da-se pela
presenca de um agrupamento quimico que se liga apenas no tumor de interesse evitando danos
no restante do organismo. Um exemplo é o composto derivado da terpiridina com um estrogeno
substituido, isto faz com que os receptores de estrégeno reconhegam o composto e vetorizem o

farmaco até os tumores que necessitam de estrégeno para sua proliferacdo, como no caso do



tumor mamario. Existem também compostos de platina com bis-fosfonatos que sdo vetorizados
até a hidroxiapatita, ou seja, ao tecido 6sseo (SANCHEZ-CANO et al., 2009).

1.1.3 Compostos de Cobre com Atividade Antitumoral

Para contornar os problemas relacionados a resisténcia que os tumores desenvolvem em
relacdo aos compostos de platina. O preparo e os estudos de atividade farmacoldgica tém sido
vastamente explorados para compostos contendo centros metalicos distintos da platina. Entre
0S compostos mais promissores como antineoplasicos estdo os complexos contendo cobre como
centro metalico. Os compostos de cobre também tém chamado a atencdo dos pesquisadores
como potenciais agentes antitumorais devido a capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio in situ o que causa a clivagem da fita de ADN e impede a replicacdo celular

desordenada.

O cobre é um componente fundamental de muitas metaloenzimas. As metaloenzimas de
cobre desempenham papel essencial em inimeros processos bioquimicos, incluindo reagdes de
oxirreducdo. Exemplos de metaloenzimas de cobre sdo: citocromo c oxidase, tirosinase e
superoxido dismutase Zn-Cu (MASOUKA et al., 1993).

As espécies reativas do oxigénio (ERO) sdo produzidas durante funcdes metabdlicas
normais, ou podem ser formadas por fatores externos como radiaces ionizantes ou acdo de
ions metalicos ativos (CADENAS et al., 2000). Um dos mecanismos que gera as espécies
reativas de oxigénio pode ser representado pela reacdo de Haber-Weiss na Figura 1.7, que
converte peréxido de hidrogénio ao radical hidroxil mais toxico. Nos organismos vivos as
reacOes redox de Fe?*/Fe®* e Cu*/Cu?* sdo as principais responsaveis pela formacdo das ERO
(TOYOKUNI, 1996).

Cu(I) + 0, —* Cu(ll) * Oy
20, + 2" —» 0, * H0,

Cu( + H,0, — Cu(ll) + OH + OH’

Figura 1.7: Reacéo de Haber-Weiss.
Fonte: (SIGMAN et al., 1979).
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O dano ao ADN induzido pelas ERO requer ativacdo de mecanismos de reparo para a
sobrevivéncia celular. A adenosina difosfato (ADP) ribose e polimeros sdo sintetizados em
resposta ao dano do ADN pela enzima Polimerase-1. A indugéo de carcinogénese € uma das
consequéncias associadas a um ambiente pré oxidante dentro das celulas e sugere também que
a progressdo tumoral pode ser amparada por este mecanismo. Em contrapartida, o estresse
oxidativo pode se revelar util no tratamento de neoplasias, uma vez que a produgdo de ERO
pode ser bem menos toleravel ao sensivel equilibrio redox das células tumorais com respeito as

normais.

Em diversos casos, complexos de cobre(ll) com farmacos que possuem atomos de
nitrogénio mostraram atividade superior aos farmacos isolados. Um exemplo é o complexo de
cobre(ll) com o antibacteriano quinolénico N-propilnorfloxacino e 1,10-fenantrolina, este
possui uma atividade antibacteriana aumentada em relacdo ao seu precursor livre. Sua estrutura
quimica esta demonstrada na Figura 1.8 (KATSAROU et al., 2008).

Figura 1.8: Complexo de cobre(Il) com N-propilnorfloxacino e 1,10-fenantrolina.
Fonte: (KATSAROU et al., 2008).

Os complexos de cobre(ll) com medicamentos antiflamatorios ndo esteroidais e outros
ligantes doadores de nitrogénio como a bipiridina e a 1,10- fenantrolina, possuem atividade
farmacoldgica superior aos seus precursores. Complexos mononucleares de cobre(ll) com
flumequina em combinagdo com bipiridina, cinoxacino e esparfloxacino foram relatados na
literatura, as estruturas quimicas dos respectivos complexos estdo demonstrados na Figura 1.9
(CHALKIDOU et al., 2012).
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Figura 1.9: Estruturas quimicas dos complexos mononucleares de cobre(ll) com quinolonas

No que diz respeito aos compostos de cobre, foi relatado que o complexo bis-(1,10-
fenantrolina)cobre(l), [Cu(phen)2]*, onde phen corresponde a 1,10-fenantrolina, (Figura 1.10),
é capaz de induzir a producdo de ERO com atividade in vitro em termos de degradacdo de ADN.
O mecanismo de acdo deste composto deriva da intercalacdo dos grupos planares da 1,10-
fenantrolina com o ADN e a geracdo in situ de radicais hidroxil mediados pela presenca de
cobre(ll) (SIGMA et al., 1993).

2+

D NN NN g \

N4 =N N= —N_ /N— =N N=

VAN OHZ—\CU/—ONOZ CUTONO, \Qu(OHg
=N N= HN/ \O o| o HN ©O
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0

Figura 1.10: Compostos de cobre com derivados da 1,10—fenantrolina.
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Fonte: (TARDITO e MARCHIO, 2009).

A utilizacdo de compostos de cobre na terapia de neoplasias e quadros infecciosos
gerados por bactérias pode ser uma estratégia pertinente para superar oS mecanismos de
resisténcia destas patologias (HAEILI et al., 2014).

1.2 Quinolonas

A estratégia para preparo de compostos biologicamente ativos consiste em coordenar
farmacos organicos a metais, visando aliar as atividades farmacoldgicas de ambos (MJOS e
ORVIG, 2014). As combinacGes de farmacos com ions metalicos, provaram ser uma
abordagem interessante para desenvolver novos medicamentos devido a algumas consideracgoes
importantes: pode superar a resisténcia a medicamentos; tem possibilidade de ampliar o
espectro de acdo de determinado farmaco; pode diminuir as doses necessarias, reduzindo os
efeitos colaterais toxicos, entre outros efeitos (MJOS e ORVIG, 2014). Entre as moléculas

bioativas que podem ser aliadas a metais encontram-se as quinolonas.

Diferentemente de outros antibi6ticos obtidos a partir de fontes naturais, o primeiro
composto quimico da classe das quinolonas foi sintetizado por Lesher em 1962 (ROSALEEN et
al., 2012). Lescher e colaboradores descobriram acidentalmente o &cido nalidixico como
subproduto da sintese da cloroquina, este evento acarretou em novas sinteses de diversos

compostos quinoldnicos com amplo espectro em termos de atividade bioldgica.

A descoberta realizada por Lescher levou a estudos relacionados a estrutura e atividade
bioldgica destes compostos a partir de modificacdes realizadas no anel quinolénico do &cido
nalidixico. Estas modificacbes visavam aumentar o espectro de atividade antibacteriana, e
melhorar as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas das quinolonas (ANDRIOLE,
2005).

Na Figura 1.11 estdo eshogados os sitios de substituicdo no anel quinolénico, diferentes
grupos podem ser incorporados a estes sitios acarretando em atividades farmacoldgicas distintas
(SOUZA et al., 2004).
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Figura 1.11: Relacdo estrutura atividade entre as quinolonas.
Fonte: (SOUZA et al., 2004).

Na Figura 1.12 sdo mostradas as estruturas das quinolonas de segunda geragéo e
posteriores. Estes compostos contém o anel quinolénico com um fldor na posicao 6 e uma amina

ciclica na posicao 7.
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Figura 1.12: Quinolonas de 22 geracao e posteriores.
Fonte: (ROSALEEN et al., 2012).

As fluoroquinolonas sdo analogos fluorados sintéticos do &cido nalidixico, estas foram
originalmente desenvolvidas em virtude de sua excelente atividade contra bactérias aerdbias
Gram negativas. No entanto, apresentam atividade limitada contra microrganismos Gram
positivos. A interacdo destes compostos com microrganismos é importante na classificacdo das
fluoroquinolonas (ROSALEEN et al., 2012).

A insercdo de um atomo de fllor na posi¢cdo C6 do anel quinolénico propiciou um
aumento em cerca de 1000 vezes na atividade desses compostos frente a bactérias Gram
negativas (ROSALEEN et al., 2012).

O écido nalidixico foi introduzido na clinica médica em 1964, particularmente para a
terapia de infec¢Oes urinarias provocadas por bactérias do tipo Gram negativas. As quinolonas

bloqueiam a sintese de ADN bacteriano ao inibir a topoisomerase Il (ADN girase) e a
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topoisomerase IV das bactérias. A inibicdo da ADN girase impede o relaxamento do ADN
superespiralado positivo, que é necessario para transcricao e replicacdo normais. A inibi¢do da
topoisomerase 1V interfere na separacdo do ADN cromossdmico nas células filhas durante a
divisdo celular (ROSALEEN et al., 2012).

A natureza da amina ciclica, juntamente com a introducdo de outros substituintes,
influencia no espectro antibacteriano, bem como as propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas destes antibacterianos sintéticos. Os aneis de cinco e seis membros conferem

maior atividade contra espécies Gram negativas (ROSALEEN et al., 2012).

Diversas investigagdes sobre a biodisponibilidade das quinolonas foram realizadas,
sendo que grande parte destes trabalhos foram focados na ciprofloxacina, um medicamento de
enorme eficacia que se popularizou rapidamente. A estrutura geral das quinolonas possui
grupos ionizaveis que podem afetar a biodisponibilidade destes compostos. O &cido carboxilico
presente na posicdo 3, estando na forma de carboxilato, carregado negativamente, e o grupo
amino ionizavel na posicdo 7 permitindo que as quinolonas sejam amplamente ionizadas em
todos os compartimentos fisioldgicos. Apesar da predominancia de espécies que sdo ionizadas
no trato gastrointestinal, as quinolonas sdo bem absorvidas apds a administra¢do oral, com boa
biodisponibilidade geral, no caso da ciprofloxacina 70% e levofloxacina 99% (BLONDEAU et
al., 1992).

As quinolonas de quarta geracao sao significantemente mais lipofilicas e, portanto,
melhor absorvidas. Este fato pode ser entendido pela presenca de grupos apolares na estrutura

guimica que conferem menor solubilidade em 4gua (PERLETTI et al., 2009).

A absorcdo das quinolonas € conhecida por ser reduzida na presenca de metais
divalentes e trivalentes como Ca?*, Mg?*, APP* e Fe3*. Os grupos carbonil e carboxil das
quinolonas funcionam como sitios de coordenacdo que acabam por quelatar os metais, fazendo
com que sua biodisponibilidade diminua com a coadministracdo com produtos ricos em cétions

metalicos, como preparagdes de antiacido e suplementos de ferro (ROSALEEN et al., 2012).
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2 Objetivos

O objetivo deste trabalho € sintetizar e caracterizar um composto inédito a partir da

combinagédo do ion cobre(ll) com ligantes que possuem atividade bioldgica.

2.1 Obijetivos Especificos
Especificamente, pretende-se:

1- Sintetizar e caracterizar fisico-quimicamente um novo composto de coordenacdo de
cobre(ll) com 8-hidroxiquinolina e &cido nalidixico.

2- Estudar o efeito citotoxico do Cu(ndx)(8-hql) em células tumorais.

3- Estudar a interacdo do Cu(ndx)(8-hqgl) com a molécula de ADN.

4- Estudar as propriedades magnéticas do Cu(ndx)(8-hql).

5- Estudar as propriedades eletronicas do Cu(ndx)(8-hql).
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3 Materiais

3.1 Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados no presente trabalho nao passaram por processos de purificacao

prévia. A Tabela 3.1 apresenta a relacdo dos solventes e reagentes utilizados nesse trabalho.

Tabela 3.1 - Reagentes quimicos utilizados no presente trabalho.

Nome do reagente ou

solvente Foérmula Quimica (MM) Marca
Acido nalidixico Ci2 HiaN:z Os Sigma Aldrich
Dimetilsulfoxido C2H60S Synth
8-hidroxiquinolina CoH7NO Merck
Metanol C30OH Neon
Nitrato de galio(lll) Ga(NOs)3 Sigma Aldrich
Alcool isopropilico C3HgO Merck
Perc:]‘;;a;ﬁigfa‘zggge(' " CU(CI04)2-6 H20 Sigma Aldrich
Hidroxido de sédio NaOH Qhemis
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4 Instrumentos e Métodos

4.1 Analise Elementar — CHN

As andlises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas no
Departamento de Quimica da UFMG. Os teores desses elementos no composto preparado foi

realizada no equipamento Perkin Elmer - modelo 2400.

4.2  Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho

Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho foram obtidos na regido de 4000
a 400 cm™* em um Espectrometro IR Prestige 21 Shimadzu com ATR no CEFET (Campus VI).

Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente.

4.3 Analise Térmica

As medidas de variacdo de massa da amostra em funcdo da temperatura foram realizadas
utilizando uma termobalanga Shimadzu DTG-60H presente no CEFET (Campus VI). As
analises foram realizadas utilizando-se um fluxo de 50 mLmin! de ar sintético, numa razdo de

aquecimento de 10°C min! na faixa de temperatura de 29°C a 900°C.

4.4  Analise Condutimétrica

A condutividade molar do [Cu(ndx)(8-hgl)]» foi obtida com o auxilio de um
condutivimetro da marca Digimed usando uma constante de célula de 1,28 cm. Foram feitas
solugdes de 10" mol/L do [Cu(ndx)(8-hgl)]» em DMSO (Am= 1,28 uS/cm). As analises foram
realizadas apos a calibracdo do equipamento com solucdo de padrdo condutimétrico da Digimed

a temperatura ambiente.
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4.5 Espectroscopia de Absorcdo Atdmica

O teor de cobre foi determinado com o auxilio do espectrofotémetro de absor¢éo

atdbmica Hitachi - modelo Z8200 no Departamento de Quimica da UFMG.

4.6 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-visivel

Os espectros eletrénicos foram registrados em um espectrofotémetro Varian Cary 50 no
CEFET nas instalages do Campus I. As andlises foram realizadas em cubetas de quartzo com

10 milimetros de caminho dptico.

4.7 Espectrometria de Massas com lonizagao por Electrospray - ESI

O espectro de massa foi registrado no equipamento Thermo Scientific LCQ Fleet na
UFMG no modo positivo a 275 °C a partir de uma solucado de MeOH:H20 (9:1) do [Cu(ndx)(8-
hql)]n que foi continuamente bombeada por uma seringa (Hamilton 500 pL). O procedimento
foi realizado em colaboracdo com o professor lldefonso Binatti do Departamento de Quimica
do CEFET.

4.8 Medidas de Difracdo de Raios X por Monocristal

A determinacdo da estrutura cristalina descrita neste trabalho foi realizada em
colaboracdo com o professor Willian Xerxes Coelho Oliveira, do Departamento de Quimica da
UFMG. Nas medidas por difracdo de raios X utilizou-se um difratdmetro Oxford Diffraction
GEMINI-Ultra, situado no Laboratério de Cristalografia (LabCri) do Departamento de Fisica
da UFMG.

4.9 Determinacao da Temperatura de Fusao/Decomposicao

A temperatura de fusdo/decomposic¢do do [Cu(ndx)(8-hql)]» foi determinada em um

aparelho de ponto de fusdo modelo PFIII Digital Marte Cientifica.

20



4.10 Medidas Magnéticas

A determinacdo das propriedades magnéticas descristas neste trabalho foi realizada em
colaboracdo com o professor Emerson Fernandes Pedroso do Departamento de Quimica do
CEFET nas instalacfes do Departamento de Quimica da UFMG. Nas medidas utilizou-se um

magnetdémetro com sensor SQUID modelo S700 da Criogenic.

4.11 Ressonancia Paramagnética Eletronica - RPE

O espectrofotdmetro de RPE utilizado foi Miniscope MS400 da Magnatech operando
na frequéncia de banda-X (9,44 GHz). Essa analise foi realizada no Laboratorio de Ressonancia
Paramagnética da UFMG no Departamento de Fisica em colaboracdo com o professor Klaus

Wilhelm Heinrich Krambrock.

4.12 Testes de Citotoxicidade

Os ensaios bioldgicos foram realizados em colaboragdo com as professoras Elene
Cristina Pereira Maia, Ivina Paula de Souza e Lidia Maria de Andrade no Departamento de
Quimica na UFMG.

A linhagem celular foi adquirida do Banco Celular do Rio de Janeiro (ntmero CR083
da colecdo RJCB). Esta linhagem celular foi estabelecida a partir do fluido acumulado entre os
pulmdes e o térax de uma paciente do sexo feminino de 53 anos de idade com leucemia mieldide
crbnica em uma crise de explosdo. As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 da marca
(Sigma Chemical Co.) suplementado com 10% de soro fetal de vitelo da marca Cultilab a 37°C
numa atmosfera umidificada a 5% de CO». As culturas crescem exponencialmente de 105
células/mL em trés dias. A viabilidade celular foi verificada pelo teste de exclusdo com azul de

Tripan. O nimero de células foi determinado pela analise do contador Coulter.

Para a avaliacéo da toxicidade, 1x10° células/mL foram cultivadas durante 72 horas na
auséncia e na presenca de uma gama de concentraces do Cu(ndx)(8-hqgl). A sensibilidade ao

composto preparado foi avaliada pela concentragdo que inibe o crescimento celular em 50%,
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ICs0. Os valores sdo a média das determinagfes em triplicata. As solucfes de reserva foram

preparadas em meio aquoso.

Os testes de viabilidade em células normais foram realizados em uma linhagem celular
de queratindcitos humanos, HaCaT, que foi adquirida na Cell Lines Service (CLS, Alemanha).
Para todas as experiéncias, as células foram cultivadas a 37 °C numa atmosfera de CO2 a 5%
humidificada, em meio DMEM-Hans F12 (LGC, Brasil), suplementado com 5% de soro bovino
fetal (LGC, Brasil), 50 unidades mL de penicilina, 50 g mL de estreptomicina, todos da
Gibco (Grand Island, NY). Antes do tratamento, 5 x 10* células por pogo foram plaqueadas
numa placa de 24 pocos. Vinte e quatro horas depois, as células foram tratadas com o composto
preparado no intervalo de concentragdo de 1,5 a 10,0 uM. Apds 72h apds o tratamento, 0 meio
foi removido, as células foram lavadas com PBS, descoladas usando tripsina e ressuspendidas

em 1mL de meio de cultura. A viabilidade celular foi verificada pela exclusdo de Trypan Blue.
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5 Procedimentos Experimentais

5.1 Sintese — [Cu(ndx)(8-hgD)]n

O composto [Cu(ndx)(8-hql)]n foi preparado vertendo-se lentamente 5 mL de uma
solucdo metandlica de Cu(ClOs)2-6 H-O (0,185 g, 0,5 mmol) em 20 mL de uma solucéo
metandlica de &cido nalidixico (0,116 g, 0,5 mmol) na qual havia sido previamente adicionadas
5 gotas de solucéo de hidroxido de sddio 5 mol/L. Posteriormente, foram adicionados a mistura
resultante 5 mL de solucdo metandlica de 8-hidroxiquinolina (0,5 mmol, 0,072 g). O sistema
foi mantido em agitacéo por 1 hora e entdo reservado. Apos 5 dias observou-se a formagéo de

cristais de coloracdo verde escuro que foram separados por filtracdao simples. Rendimento: 79%.

[Cu(ndx)(8-hgl)]n (1): Rendimento 79%. Cor: verde escuro. M.p.= 274 °C
(decomposigdo). Valores calculados para [Cu(C12H11N203)(CsHsNO)] (438.92 g mol™'): C,
57.46; H, 3.90; N, 9.57; Cu, 14.48; encontrado: C, 58.24; H, 3.68; N, 9.62; Cu, 14.38. AM=2.3
uS cm' em DMSO (ndo eletrélito). FTIR (vma/cm™1): 1637 v(C=0)carboxilato; 1612
v(C=0O)piridona; 1559 v(C=N)g-ng; 523 v(Cu—0); 440 v(Cu—N). UV-vis (DMSO:H20) Amax/nm,
(e, 10° M cm™): 254 (73.4), 334 (16.7), 667 (0.08). ESI-MS (MeOH:H0) sinal mais intenso
em m/z 461 {[Cu(ndx)(8-hgl)]Na}". EPR: g;; = 2.04(2), g = 2.38(2), Aj/h = 780(20) MHz, A+/h
= 480(20) MHz, 4Bpp = 200(20) G .
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6 Resultados e Discussao

6.1 Caracterizacdo Fisico-quimica do [Cu(ndx)(8-hqgl)]n

Para a caracterizagao do [Cu(ndx)(8-hqgl)]n, foram realizadas medida de difracdo de raios
X por monocristal, anélise elementar, medidas de condutividade, medida da temperatura de
fuséo, espectroscopia vibracional e eletronica, espectrometria de massas, estudo das

propriedades magnéticas e ressonancia paramagnética eletronica.

6.1.1 Medida de Difracdo de Raios X por Monocristal

As técnicas de difracdo, particularmente as que usam raios X, sao um dos métodos mais
relevantes para a determinacdo estrutural de compostos. O método permite a determinagédo
aproximada das posicGes dos a&tomos e ions que constituem um composto ibnico ou molecular,
e, assim, permite a descricao das estruturas em termos de detalhes tais como comprimento de
ligacdo, angulos e posicdes relativas de ions e moléculas numa célula unitaria. Os dados
estruturais obtidos sdo interpretados em termos de raios atdbmicos e i0nicos, permitindo prever

estruturas e explicar tendéncias em muitas propriedades (ATKINS et al., 2008).

A analise dos dados de difracdo obtidos em monocristais € 0 método mais importante
para a determinacdo das estruturas de solidos inorganicos. Se o cristal de um composto pode
ser crescido com tamanho e qualidade suficientes, os dados fornecem informac6es definitivas

sobre a molécula ou a estrutura da rede estendida (ATKINS et al., 2008).

As medidas por difracdo de raios X por monocristal revelaram que o composto
preparado € um polimero de coordenagdo que cristaliza em um sistema triclinico, com grupo
espacial P1. A estrutura molecular do composto esté ilustrada na Figura 6.1. Pode-se notar que
existem dois centros de cobre(ll) independentes conectados por ponte anti-anti pelo grupo

carboxilato.
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v

8-hidroxiquinolina

Acido Nalidixico Cu(ndx)(8-hql)

Figura 6.1: Representacdo da estrutura cristalina do Cu(ndx)(8-hql) e de seus precursores livres no
formato ORTEP fornecida pelo programa Mercury 3.1.

As quatro posi¢Oes basais sdo ocupadas pelos ligantes anidnicos bidentados 8-
hidroxiquinolinato e nalidixilato que formam com o 4tomo de cobre, respectivamente, anéis de
cinco e seis membros. A 8-hgl é coordenada ao atomo de cobre (Cul) por meio do oxigénio
fenolato (O1) e do nitrogénio piridinico (N1), enquanto o ndx se liga ao ion metélico (Cul) via
um atomo de oxigénio carboxilato (O2) e um oxigénio (O4) do grupo carbonilico. Os
comprimentos de ligacdo basal ndo sdo muito regulares variando entre 1.914 A [Cul-O4] a
1.991 A [Cul — N1], para Cu2 variam entre 1,913 a 2,002 A. O anion nalidixilato atua como
um ligante bidentado relativo ao atomo de Cul, coordenando via O2 e O4 um conjunto de
atomos como uma ponte até o &tomo Cu2 adjacente ao oxigénio carboxilato O3, resultando em

um modo de ligacéo do tipo tridentado.

O comprimento da ligac&o apical é maior que os comprimentos basais, sendo 2,541 A
para Cul-O7ii e 2,520 A para ligacdes Cu2-03, o que é esperado de acordo com o efeito Jahn
Teller. Os complexos d° de cobre(ll) costumam se desviar consideravelmente da geometria
octaédrica perfeita, apresentando distorcOes tetragonais. Se a configuracdo eletronica
fundamental de um complexo ndo linear é orbitalmente degenerada e assimetricamente

preenchida, o complexo sofrera distor¢do, removendo a degenerescéncia e alcangando um
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estado de energia menor. A distorcdo tetragonal de um octaedro regular corresponde a uma
extensdo ao longo do eixo z e uma compressao dos eixos x e y, levando a redugéo da energia do
orbital eq(d-2) e ao aumento da energia do orbital eg(dx-y2) (ATKINS et al., 2008).

A unidade minima de estrutura polimérica esta demonstrada na Figura 6.2. Nenhuma
molécula de solvente de cristalizacdo foi incorporada a estrutura cristalina do [Cu(ndx)(8-
hgl)]n. A extensdo do polimero de coordenacdo possui crescimento na direcdo do eixo

cristalografico a em zigue zague.

5 5 J A,

4 " [ J

‘*i§'<~"‘\ WY
- RN \

Figura 6.2: Extensdo do polimero de coordena(;ao em zigue zague com dlre(;ao de cresmmento ao
longo do eixo cristalogréfico a.

O parametro trigonal t ¢ igual a 0,19 e 0,15, para Cul e Cu2, respectivamente. O
pardmetro trigonal t varia de zero para geometria quadratica perfeita e 1 para geometria
bipiramidal perfeita; os angulos utilizados foram O1 — Cul — O4 = 165,3 (1) °©, N1 — Cul — 02
=176,4 (2)°,05—-Cu2-08 =165,6 (1) °e N4 —Cu2 — 06 = 15,0. Estes resultados demonstram
que o Cu(ndx)(8-hqgl) tem o ion cobre(ll) com numero de coordenacéo igual a cinco, adotando

preferencialmente uma geometria de piramide de base quadrada (ADDISON et al., 1984).

Os dados cristalograficos e condi¢des de refinamento do [Cu(ndx)(8-hgl)]n estdo
descritos na Tabela 6.1.
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Tabela 6.1 - Dados cristalograficos — [Cu(ndx)(8-hql)]a

Formula molecular
Massa molecular / g mol?
Dimensbes do cristal / mm
Sistema cristalino

Grupo espacial

Temperatura/ K
Z

alA
b/A
c/A
a/°
p/°
y/°
VA

Z

p/kg m3
p/ mm?

F(000)

Reflexdes independentes coletadas
Reflexdes independentes coletadas com I > 26(I) [Rint]

Qualidade de ajuste com F? (S)

R WR® [ > 25(1)]

R2, wRP (todos dos dados)

C21H17N304Cu
438,92

0,52x 0,32x 0,12
Triclinico

P1

298 (2)

4

7,7252(3)
14,7548(5)
15,7701(4)
98,261(2)
90,032(2)
93,629(3)
1775,23(10)

4

1,642

1,267

900

7257

5643 [0.030]
1,103

0,0674; 0,1944
0,0853; 0,2095

* R = Z|Fol~[Fel/Z[Fo]. ® WR = [Z(|Fol*~|Fef’)*/Z|Fo]**

Os comprimentos e angulos de ligacdo selecionados s@o relatados nas Tabela 6.2 e

Tabela 6.3, respectivamente.
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Tabela 6.2 - Distancias interatdmicas entre e os ions cobre(ll) e os atomos dos ligantes.

Comprimento de ligacdo (A) [Cu(ndx)(8-hgl)]n
Cul—N21(s-hqn 1,991(5)
Cul—-O1-ha) 1,952(3)
Cul—02(ndx) 1,925(4)
Cul-O4(ndx) 1,914(3)
Cul—O7 (ndx adjacente) 2,541(4)

Tabela 6.3 - Angulos interatdmicos entre e os jons cobre(l1) e os &tomos dos ligantes.

Angulos de ligacdo (°) [Cu(ndx)(8-hqgl)]n
N1-Cul-04 87,6(2)
N1-Cul-O1 83,7(2)
04-Cul-02 92,6(2)
02-Cul-01 95.4(2)
N1-Cul-02 176,4(2)
04-Cul-01 165,3(1)
07-Cul-01 93,1(1)
07-Cul-02 85,5(1)
07-Cul-04 99,8(1)
07-Cul-N1 98,1(2)

A soma dos angulos de ligacdo N1-Cul—04 [87,6 (2) °], NI-Cul—0O1 [83,7 (2) °],
04—Cul—02[92,6 (2) °] e O2—Cul—-01 [95,4 (2) °] no plano basal em torno do ion de cobre(ll)
é de 359,4°. Isso confirma a presenca do ion cobre com um desvio muito ligeiro do plano basal.
O comprimento de ligagdo axial Cul-O7 de 2,541(4) A, é muito maior que os comprimentos
das ligacBes equatoriais Cu-O [Cul-O1 = 1,952 (3) A, Cul-02 = 1925 (4) A, Cul-04 = 1914
(3) A] e comprimento Cu-N1 [1,991 (5) A]. As proximidades nos valores dos comprimentos de
ligagdo C10-02 [1,268 (7) A] e C10-03 [1,235 (6) A] no grupo carboxilato indicam arranjos
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de ligacdo deslocalizados, em vez de ligages simples e duplas localizadas. O angulo de ligagédo
02-C10-03 € 123,0 (5)°.

6.1.2 Analises Elementar, Condutimétrica e Ponto de Decomposicéo

A Tabela 6.4 apresenta os teores de carbono, nitrogénio, hidrogénio e cobre do composto
[Cu(ndx)(8-hgl)]n. Os teores de C, H, N e Cu foram obtidos para o [Cu(ndx)(8-hql)]n e estdo de
acordo com a formula minima proposta: C21H1sCuN3O12. Quando submetido ao aquecimento,
0 composto inicia o processo de decomposicao, se liquefazendo e mudando sua coloracdo em
273-275 °C.

Tabela 6.4 - Porcentagens elementares do composto [Cu(ndx)(8-hgl)]s.
%C %H %N %Cu

Exp Exp Exp Exp
(Calc) (Calc) (Calc) (Calc)
58,24 3,68 9,62 14,38

(57,46)  (3,90) (9,57) (14,48)

C21H18CuN3O12
MM = 439,92 g/mol

A anadlise condutimétrica do composto preparado foi realizada em uma solucdo de
concentracio 103 M em DMSO, a constante de célula com valor de 1,28/cm. Na Tabela 6.5

temos os valores de condutividade molar aferidos.

Tabela 6.5 — Valores de condutividade molar do solvente DMSO e [Cu(ndx)(8-hgl)].
DMSO 1,287 uS/cm

Cu(ndx)(8-hql) 3,10 uS/cm

A condutividade molar apresentou um valor baixo, 0 que indica que ndo existe a

presenca de eletrolitos, indicando que o [Cu(ndx)(8-hqgl)]. € ndo eletrolitico. (GEARY, 1970).
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6.1.3 Analise Térmica

A anélise térmica do [Cu(ndx)(8-hql)]n foi realizada em atmosfera de ar sintético e as curvas de

TG e de DTA estéo representadas na Figura 6.3.
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Figura 6.3: Andlise térmica [curva TG (linha preta) e DTA (linha vermelha)] do composto [Cu(ndx)(8-

hql)]. realizada em atmosfera de ar sintético com taxa de aquecimento de 10 °C min.

A primeira perda de massa com percentual de 7%, inicia-se na temperatura de 100°C e
possivelmente esta relacionada com a saida de moléculas de agua que podem ter se incoporado

ao composto quando exposta a umidade do ar.

A massa molar do [Cu(ndx)(8-hgl)] é de 438,92 g mol*, em 275 °C ocorre uma segunda
perda de massa de 54%, esta pode ser relacionada com a degradacéo do &cido nalidixico que

possui uma massa molar de 232,23 g mol, o valor tedrico desta perda é de 53%.

A terceira perda de massa ocorre em uma temperatura de 427 °C com um percentual de
perda de massa de 33%, esta pode ser referenciada com a saida do ligante 8-hidroxiquinolina

que possui uma massa molar de 145,16 g mol~ o valor tedrico desta perda é de 33%. O residuo
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de cerca 13% pode ser relacionado com a formacdo do 6xido de cobre. Na analise da curva de
DTA, observa-se uma curva com concavidade voltada para cima, relacionada a um processo
endotérmico, possivelmente associada a perda de agua e duas curvas com concavidades voltada
para baixo caracteristicas de processos exotérmicos que podem ser associadas as perdas de

massa dos precursores do composto preparado.

6.1.4 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho

A espectroscopia de absorcéo no infravermelho foi utilizada para confirmar o modo de

ligacdo dos ligantes ao ion cobre(ll) no composto [Cu(ndx)(8-hgl)]n.

Os espectros dos ligantes livres e do composto preparado estdo ilustrados na Figura 6.4.
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Figura 6.4: Espectros vibracionais dos compostos ligantes livres e do composto preparado.

Na Tabela 6.6 estdo ilustrados os valores de nimero de onda das principais bandas

encontradas nos ligantes livres e no composto preparado.
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Tabela 6.6 - Principais bandas dos ligantes livre e do composto preparado

Atribuicdes Ndx 8-hql Cu(ndx)(8-hql)
vO-H 2489 cm't 3109 cmt 3344 cmt
vC-H 3045 cmt - 3059 cmt
vC=0 1712 cmt - 1612 cmt
vC=N 1434 cmt 1576 cm? 1559 cm'?
vCu-O - - 523 cm?
vCu-N - - 440 cm™?

Estiramento (v)

O primeiro espectro ilustrado na Figura 6.4 é referente ao ligante 8-hqgl livre, 0 mesmo
exibe uma banda larga média centrada em 3109 cm™ devido as vibragGes de estiramente do
grupo fendlico O-H. A faixa de vibracdo de estiramento C=N da piridina foi deslocada de um
valor de 1576 cm™ no ligante livre para 1559cm™ no complexo sugerindo uma coordenagio

com o ion cobre(ll).

O segundo espectro ilustrado na Figura 6.4 esta relacionado ao ligante ndx livre. O
espectro exibe bandas de absorcdo em 2489 cm™ e 1712 cm™, que devem ser atribuidas,
respectivamente, ao modo de estiramento assimétrico dos grupos O—H e C=0 do grupo

carboxilico.

Na Figura 6.4 também esta esbocado o espectro vibracional do [Cu(ndx)(8-hgl)]n, a
auséncia de um pico em 2489 cm no espectro de absorgdo corrobora para a desprotonagio do
acido nalidixico e o deslocamento da banda da carbonila para um valor menor, 1637 cm™,
indica o envolvimento do grupo carboxilico na coordenacdo do ion cobre(ll). Além disso, a
frequéncia vibracional correspondente ao estiramento da ligagdo C=0 da por¢ao piridona foi
encontrada no espectro vibracional do [Cu(ndx)(8-hgl)]» em 1612 cm™, enquanto no ndx livre,
esta é encontrada em 1616 cm™, sugerindo o envolvimento deste grupo na coordenagdo do

metal.

Além disso, o espectro de absorcdo na regido do infravermelho do [Cu(ndx)(8-hql)]n
também apresenta novas bandas em 523 cm e 440 cm™?, provavelmente devido & vibragio de
estiramento da ligagdo Cu—O e Cu—N, respectivamente (SHELB et al., 2014). A presenca da

banda OH justifica a possivel absor¢cdo de &gua quando o composto preparado é exposto ao ar.
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6.1.5 Espectroscopia de Absorcéo Eletronica na Regido do Ultravioleta-

visivel

Na Figura 6.5 estdo os espectros eletronicos dos ligantes e do [Cu(ndx)(8-hgl)]» em
solucdo de DMSO a 0,5% em tampé&o pH 7,2.
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Figura 6.5: Espectros eletrénicos em solugdo tampéo pH= 7,2 em DMSO a 0,5% na concentracdo de
1x10° mol/L dos ligantes 8-hql, ndx e Cu(ndx)(8-hql).

O espectro de absorcéo eletronica do [Cu(ndx)(8-hqgl)]n exibe duas bandas uma em 254
nm (¢ = 4,5 x 10° L mol* cm™) e outra em 334 nm (e = 9,5 x 10° L mol~t cm™). A banda em
334 nm pode ser atribuida a transigdo eletrénica da ligacdo entre o metal e o &cido nalidixico
pela porgdo quinol6nica, enquanto que a absorgédo intensa detectada em 254 nm pode ser
associada as transi¢cdes n—n* e n—n*. O espectro eletronico do ligante 8-hidroxiquinolina
apresenta também uma absorcgo na regido de 240 nm (e = 1,48 x 10° L mol* cm™) que pode
ser atribuida a porcdo quinoldnica envolvida na ligagdo com o ion cobre(ll) (SABBATINI e
GUARDIGLI, 1993; GALAUP et al., 2001).
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A transicdo d-d, que pode ser interpretada com uma transi¢éo do tipo tog — eg, promove
um elétron do plano xy para a direcdo z ja rica em elétrons, este tipo de transi¢do ocorre
tipicamente na regido visivel do espectro eletromagnético (ATKINS et al,. 2006). O [Cu(ndx)(8-
hql)]» exibe uma banda larga na regido de 600 a 800 nm como ilustrado na Figura 6.5. Esta
absorcdo € resultado de transi¢6es d-d, que para o [Cu(ndx)(8-hql)]» esté& centrada na regido de
667 nm. Complexos de cobre(ll) podem adotar geometrias octaédrica tetragonalmente
distorcida, quadrado planar, piramide de base quadrada e bipiramide trigonal. O [Cu(ndx)(8-
hqgl)]n possui uma geometria de piramidal de base quadrada distorcida no estado solido, no
entanto propGe-se que a ligacdo axial é desfeita em solugdo, fazendo com que o [Cu(ndx)(8-
hql)]n adote uma geometria quadréatica planar (CIAMPOLINI e SACCONI, 1964).

6.1.6 Espectrometria de Massas com lonizacéo por Electrospray ESI-MS

O espectro de massas para 0 composto preparado esta ilustrado na Figura 6.6.

CNH#1-25 RT: 0.00-0.35 AV: 25 NL: 6.86E4
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Figura 6.6: Espectro ESI(+)-MS em solugdo MeOH:H20 (1:1) do Cu(ndx)(8-hql).
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Avaliando o espectro de massas do [Cu(ndx)(8-hql)] verifica-se o principal sinal em
m/z 461 pode ser atribuido a espécie [Cu(ndx) (8-hgl) +Na]* (m/z calculado 461,06). O pico
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em m/z 901 é relacionado a espécie dimérica {[Cu(ndx) (8-hgl)]2Na}" com m/z calculada de
901,06.

Observa-se uma abundancia relativa de aproximadamente 100% para o pico em m/z 461,
constantando que o composto preparado quando em solucdo, se apresenta na forma
monomérica. A maior distancia da ligacdo axial Cul-O7 de 2,541(4) A, corrobora com o fato
de que quando o [Cu(ndx)(8-hql)]» estd em solucgdo, a ligagdo carboxilato se rompe quebrando

a estrutura polimérica, gerando espécies neutras monoméricas.

A distribuigdo isotOpica tedrica e experimental dos principais picos estdo representados
na Figura 6.7 e na Figura 6.8. Este estudo foi desenvolvido a partir do software ChemDraw
12.0. Os resultados indicam que as propostas de fragmentos para m/z = 461 e 901 estdo em

acordo com a distribuicdo isotopica do cobre.

Theorical

100 ag1
501
462
ass 460 ' as1 ' 462 ' 463 ' asa ' 465
Mass Hie .
Experimental
100 461
4
5071 a2
459 ' 480 ' a61 ' 462 ' 463 ' 464 ' 465

Mass Hie
Figura 6.7: Distribuicdo isotopica fragmento [Cu(ndx) (8-hgl) Na]* (m/z = 461). Acima a distribuicdo

isotdpica tedrica e abaixo a distribui¢do isotopica experimental
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Figura 6.8: Distribuicéo isotdpica do fragmento binuclear [[Cu(ndx)] (8-hqgl) 2Na]*. Acima a
distribuicdo isotopica tedrica e abaixo a distribuicdo isotopica experimental

6.1.7 Propriedades Magnéticas

O comportamento magnético da matéria esta intimamente ligado a propriedades dos
elétrons frente aos atomos. Os elétrons possuem momentos angulares tipicos de uma particula
que gira em torno do proprio eixo e em torno do nicleo do atomo. Estes movimentos sdo
denominados momento angular orbital de spin, S, e momento angular orbital intrinseco, L,
respectivamente. O momentum é uma grandeza vetorial, assim os movimentos dos elétrons

possuem vetores s € i, (ATKINS et al., 2006).

Para uma compreensdo dos estudos de propriedades magnéticas, necessita-se 0
entendimento do conceito de susceptilidade magnética, que pode ser interpretado como um
sinal do material quando submetido a um campo magnético H. A susceptilidade magnética é

definida como:

oM M
0H H
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Na equacdo 2, M é denominado magnetizacao induzida, proveniente da aplicacdo de um
campo magnético externo. Para valores muito pequenos de H, M adota uma variacéo linear
onde os termos variacao parcial assumem valores absolutos. Na presenca do campo magnético,
os dipolos magnéticos reagirdo de modo a produzir um campo magnético induzido, que altera

0 campo aplicado.

Os compostos classificados como diamagnéticos sdo repelidos por um campo
magnético, ou seja, a suscetibilidade magnética é muito pequena. Em contrapartida, os
compostos paramagnéticos sdo atraidos. Propriedades como ferromagnetismo e
antiferromagnetismo dependem de interacdes entre os spins dos elétrons de muitos &tomos e
originam-se do comportamento cooperativo de muitas células unitarias de um cristal (ATKINS
et al., 2006).

Em uma substéancia ferromagnética, os spins de centros metalicos diferentes encontram-
se acoplados segundo um alinhamento paralelo que se mantém sobre milhares de &tomos num
dominio magnético. Em uma substancia antiferromagnética, os spins vizinhos estdo travados

em um alinhamento antiparalelo e a amostra possui um pequeno momento magnético.

O antiferromagnetismo frequentemente é observado quando um material paramagnético
é submetido a uma baixa temperatura e é indicado pelo decréscimo da suscetibilidade magnética
com a diminuicdo da temperatura. O acoplamento de spin responsavel pelo
antiferromagnetismo geralmente ocorre por meio dos ligantes que participam por um
mecanismo denominado de supertroca. Como ilustrado na Figura 6.9, o spin de um atomo
metalico induz a uma pequena polarizacdo de spin em um orbital ocupado de um ligante; esta
polarizagdo de spin resulta no alinhamento antiparalelo do spin no &tomo metalico adjacente
(ATKINS et al., 2006).
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Figura 6.9: Acoplamento antiferromagnético entre dois centros metalicos criado pela polariza¢do de
spin de um ligante em ponte.
Fonte: (ATKINS et al., 2006).

No presente trabalho, foram realizados estudos de magnetizacdo em funcdo da
temperatura e do campo magnético. Os resultados de magnetizacdo estdo mostrados na forma
do produto ¥ T em fungdo da temperatura na Figura 6.10. A temperatura ambiente, o valor do
produto ¥ T é igual a 0,37 cm® K mol™*, muito préximo ao valor esperado para um atomo de
cobre isolado (0,4 cm® K mol™). A dependéncia do produto xT em funcéo da temperatura foi
ajustada segundo um modelo de cadeia infinita de Spins S=1/2 a esta ilustrada na Figura 6.10.
Foram obtidos g=1,99 e J=-0,49 cm™, sendo g o fator giromagnético para o cobre(ll) e J o
acoplamento de supertroca entre os ions cobre(ll) vizinhos. O fator de ajuste, definido por R =
Y XTobs — XTreo)?/ X (xTops)?, foi de 1,71x107°, o que comprova o 6timo ajuste entre 0s
dados experimentais e tedricos. Estes valores sdo coerentes para pontes do tipo carboxilato
(ABRAGAN et al., 1986).
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Figura 6.10: Dependéncia da temperatura pelo produto ¥ T mensurado com campo de 500 Oe. Dados

experimentais sdo descritos pela linha com circulos e 0 modelo tedrico é descrito pela linha solida.

Observa-se uma diminui¢do do produto xT com o resfriamento, chegando a um valor
de 0,32 cm® K mol ™ a 3K como ilustrado na Figura 6.10. Esta diminuicéo esta associada a um
acoplamento antiferromagnético entre os ions cobre(ll). Como a estrutura é composta por uma
cadeia infinita de ions cobre(ll), com a distancia Cu—Cu de 6.04A que sdo unidos por pontes
carboxilato do tipo anti-anti, € esperada uma interacdo antiferromagnética fraca, pois o spin do
cobre(ll) induz a uma pequena polarizacdo de spin em um orbital ocupado de um grupo
carboxilato em ponte, esta polarizacdo de spin resulta no alinhamento antiparalelo do spin no
cobre(l1) adjacente (COLACIO et al., 1999). O estado fundamental de uma cadeia infinita de
ions cobre(ll) acoplados antiferromagneticamente apresenta S=0, a isso decorre o fato do

produto T tende a zero a baixa temperatura.

As medidas da dependéncia da magnetizacdo com 0 campo sdo mostradas em
magnetons de Bohr por unidade de cobre(ll) na Figura 6.11. A um campo de 7,5 kOe observa-
se um valor de 0,83N 3, valor coerente com o fato de existir uma interacdo antiferromagnética

fraca a baixa temperatura. N&o foi possivel se observar um efeito de saturacao.
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Figura 6.11: Campo dependente da magnetizacao a 3K.

Na Figura 6.12 estd ilustrada a estrutura cristalina do [Cu(ndx)(8-hql)]» e a ponte
carboxilato com conformacdo do tipo anti-anti. Um fator que explica o comportamento
antiferromagnético fraco € a via de troca Cul-02-C10-03-Cuz2, este tipo de interacdo envolve
uma posigdo axial em um atomo de cobre com orbital dz2 e outro &tomo de cobre com orbital
dx2-y2 em posicdo equatorial. Estes orbitais sdo incompativeis para ter um bom acoplamento

entre os centros de cobre.

41



R
M )\ M
™G 0' O/

anti, anti-

Cu(ndx)(8-hql)

Figura 6.12: Estrutura cristalina do composto [Cu(ndx)(8-hql)]» e demonstracdo da incompatibilidade

dos orbitais na conformagéo anti-anti.

6.1.8 Ressonancia Paramagnética Eletronica

A ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) é uma técnica para o estudo de espécies
paramagnéticas tais como radicais organicos e elementos do grupo principal, com um enfoque
em materiais que contém elementos dos blocos d e f. O caso mais simples é para uma espécie
que contém um elétron desemparelhado. A aplicacdo de um campo magnético externo Bg

produz uma diferenca de energia entre os estados ms = + %2 e ms = - %2 onde temos:

AE = Bognp (3)

Onde uy € 0 magnéton de Bohr e g € dito fator giromagnético. O método convencional
para registrar um espectro de RPE é usar um espectrémetro de onda continua, no qual a amostra
é irradiada com uma frequéncia de microondas constante, variando-se o valor do campo. A
frequéncia padrdo de ressonancia utilizada para a maioria dos espectrébmetros é de

aproximadamente 9 GHz.

O valor de g, para um elétron livre, g = 2,0023, mas este valor se altera pelo acoplamento
spin-Orbita. Para muitas espécies, particularmente os complexos de metais d, os valores de g
podem ser anisotropicos, ou seja, as condi¢des de ressonancia dependem do angulo que a

espécie paramagnética faz com o campo aplicado (ATKINS et al,. 2006).
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A estrutura hiperfina de um espectro é devida ao acoplamento magnético do spin do
elétron com qualquer ndcleo magnético presente. O acoplamento com um ndcleo de spin |
desdobra uma linha de RPE em 21 + 1 linhas de mesma intensidade como demonstrado na
Figura 6.13.
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Figura 6.13: Transi¢Ges permitidas (Ams= +1, Aml = 0) ddo origem a estrutura hiperfina no RPE.
Fonte: (ATKINS et al., 2006).

Algumas vezes se faz uma distin¢do entre a estrutura hiperfina, devido ao acoplamento
com o nucleo do 4tomo onde esté o elétron desemparelhado, e o “acoplamento super-hiperfino”,
que é o acoplamento com nucleo dos ligantes. O acoplamento super-hiperfino com um ndcleo
de um ligante é usado para medir a extensdao da deslocalizacdo eletrénica e a covaléncia nos
complexos metalicos. Como um exemplo temos um espectro de RPE de uma solucdo congelada
de um sal de cobre(ll) na Figura 6.16, este ilustra os efeitos da anisotropia no valor de g e a
estrutura hiperfina, o espectro é axial, mostrando que o ambiente eletrénico em torno do ion
metalico e distinto para uma direcdo (gj) esta sujeita a um acoplamento hiperfino
particularmente forte com o ndcleo de cobre com | = 3/2 (ATKINS et al,. 2006).
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Figura 6.14: Espectro de RPE de cobre(ll) em solucdo aquosa congelada, demonstra simetria axial,
com acoplamento hiperfino com o Cu (I = 3/2, quatro linhas hiperfinas para o componente g).
Fonte: (ATKINS et al., 2006).

Uma substancia € paramagnética quando cada atomo que a constitui possui um
momento dipolar magnético nao nulo. Portanto, na presenca de um campo magnético externo,
0S momentos magnéticos de cada atomo assumem uma orientacdo preferencial, originando um

momento magnético liquido na substancia.

No presente trabalho, os espectros de RPE em p6 do composto preparado estdo
ilustrados na Figura 6.15 e foram medidos em (a) 300 K, 9,443 GHz e (b) em funcéo da
temperatura, 9,315 (GHz).
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Figura 6.15: Espectro de RPE da amostra em pé composto [Cu(ndx)(8-hql)], medida em (a) 300 K,
9,443 GHz e (b) em funcdo da temperatura, 9,315 (GHz)

O espectro RPE representa ions de Cu?* isolados em simetria axial tipica de simetria
octaédrica distorcida ou tetragonal com estado fundamental dc- y2) € estados excitados dxy),dxz),
e dyz (ABRAGAN et al., 1986). O spin HamiltonianoH=B SgB + S A |, contém elétron com
interacdo Zeeman e hiperfina, desprezando a interacéo quadrupolo devido aos isétopos de cobre
83Cu e %°Cu com spin nuclear | = 3/2 (100% de abundancia). A interagio Zeeman consiste-se
no deslocamento das linhas espectrais de um sistema em varios componentes pela acdo de um

campo magnético. Para o caso de S=0, como o estado fundamental de uma cadeia infinita de
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ions cobre(ll) acoplados antiferromagneticamente, cada linha espectral € desdobrada em trés
componentes, visto que o espectro foi observado de maneira perpendicular ao campo

magnético.

As linhas RPE sdo largas provavelmente devido a interacGes de ligantes anisotrépicos
ndo resolvidos e talvez também devido a interacdo leve de ions Cu?". Os parametros
Hamiltonianos de spin sdo (300 K): g || =2,04 (2), g =2,38 (2), A||/ h =780 (20) MHz, A"/ h
=480 (20) MH.

Os espectros de RPE mostrados na figura 6.17 (b) indicam que alguns parametros do
hamiltoniano de spin sdo dependentes da temperatura. Os parametros sdo consistentes com uma
geometria quadratica plana de ions Cu?* como observado para Cu?* no Cu(ndx)(8-hql) para o
qual as distancias de ligante no plano so de cerca de 1,91-1,99 A e a distancia do plano de
saida € de cerca de 2,54 A.

6.1.9 Ensaio de Atividade Antitumoral

O céancer é uma doenca que acomete milhdes de pessoas em todo mundo, e o
desenvolvimento de farmacos antitumorais faz-se imprescindivel para o controle desta
patologia. O desenvolvimento de novos farmacos pode ser uma alternativa para o0 aumento de
eficacia e diminuicdo dos efeitos colaterais no tratamento do cancer. Compostos quimicos
quinoldnicos sdo bastante conhecidos por sua ampla atividade bioldgica como antifungicos,
antibacterianos, inibidores da replicacdo do virus HIV e recentemente alguns compostos tem
demonstrado importante atividade antitumoral (CHAN et al., 2012). Derivados da 8-
hidroxiquinolina exibiram atividade antitumoral frente a diversas linhagens de células
cancerigenas (CHAN et al., 2012). Derivados da 8-hgl também demonstraram efeitos
significativos contra doencas neurodegenerativas, no entanto o mecanismo de agdo neste

sentindo ainda continua desconhecido (CHAN et al., 2012).

O écido nalidixico ¢ um farmaco quinoldnico j& utilizado para o tratamento de infec¢des
bacterianas, o seu mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo da sintese de ADN bacteriano,

inibindo especificamente enzimas responsaveis pela sintese desta macromolécula.

A preparacgdo de um complexo metélico utilizando o ion cobre(ll), 8-hgl e ndx, pode ter
a vantagem de combinar as atividades farmacoldgicas destes ligantes e ainda explorar o

mecanismo do ion Cu(ll) para gerar EROs in situ.
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O composto [Cu(ndx)(8-hgl)]. foi testado frente a linhagem celular K562, um tipo de
linhagem celular . Os valores de concentragdo inibitoria minima (ICso) estdo descritos na Tabela
6.7.

Tabela 6.7 - Valores de 1C50 dos compostos estudados.

Composto 1Cs0* (uM) = s.d.
[Cu(ndx)(8-hgl)]n 6,0+0,2
ndx >100
8-hql 18,5+ 0,7
[Cu(phen)2](ClO4)2 3403
Carboplatina 10,0 £0,2
Cisplatina 1,1+£0,2

*1Cso é a concentragdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular.

O ligante livre ndx ndo demonstrou atividade apreciavel (ICso > 100 uM), no entanto, o
ligante 8-hql livre apresentou valor de ICso consideravel (18,5 + 0,7 uM). O [Cu(ndx)(8-hql)]n
demonstrou uma atividade antiproliferativa com ICso = 6,0 £ 0,2 uM, um valor muito menor
em comparacao aos ligantes livres, o que denota uma atividade muito maior que o ndx livre e
cerca de trés vezes maior que a 8-hql livre. Este fato indica que a coordenacgdo destes farmacos

com ion cobre(Il) foi importante para o aumento da atividade citotoxica.

O valor de 1Csg do complexo preparado foi cerca de duas vezes maior em comparagao
com o complexo [Cu(phen)2](ClOa4)2. Apesar de ter tido um ICsp maior, o [Cu(ndx)(8-hqgl)]n
pode ter a vantagem de ser menos toxico ao organismo humano do que o complexo
[Cu(phen)2](ClO4)2, pois 0 mesmo apresenta em sua estrutura os grupos 1,10—fenantrolina que
apesar de apresentarem consideravel atividade antitumoral, mas possuem alta toxidez. O
[Cu(ndx)(8-hgl)]n demonstrou uma atividade antineoplasica melhor que a Carboplatina, um
farmaco que ja é comercializado como antineoplasico, demonstrando que o composto
preparado possui uma atividade apreciavel. O [Cu(ndx)(8-hql)]» demonstrou um valor de ICso
maior que o da Cisplatina, no entanto os valores se encontram na mesma ordem de magnitude.
Os resultados do teste de citotoxicidade com as linhagens de células de leucemia mieldde
crbnica, corroboram com estudos anteriores onde a atividade antitumoral das quinolonas

aumenta com a coordenacdo deste compostos a metais(WENZEL et al., 2011). Além disso, a
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avaliacdo citotoxica do composto preparado em células de queratinécitos humanos (linha de
c¢lulas HaCaT) nao mostrou atividade citotoxica significativa até a concentracao de 10 puM,

sugerindo que o [Cu(ndx)(8-hql)]» ndo é altamente toxico para células normais.

6.1.10 Medida de Viscosidade do ADN

Os experimentos de viscosidade sdo de grande importancia para avaliacdo do tipo de
interacdo estabelecido entre compostos e 0 ADN. Alguns compostos interagem com o ADN
causando uma modificacdo em sua estrutura helicoidal, podendo acarretar no enrijecimento,
alongamento e desenrolamento da dupla hélice. A mudanca na estrutura do ADN leva a uma
alteracédo da viscosidade da solugéo. (TUREL, 2011).

A intercalacdo de uma molécula que forma ligacdes covalentes coordenadas frente ao
ADN, causa um decréscimo na viscosidade da solucao, devido a distor¢do da dupla hélice que
reduz o comprimento total de sua estrutura. Em contrapartida, um composto que promove
intercalagcdo com o ADN, causa um aumento da separacdo dos pares de bases nitrogenadas em
locais onde ocorre a intercalagdo. Este fato faz com que ocorra um aumento no comprimento
da molécula de ADN e por consequéncia acarreta em um aumento da viscosidade da solucéo.
Os compostos que atuam nos sulcos do ADN ndo modificam o comprimento da molécula, logo

a viscosidade da solucdo nao sofre alteracdes significativas (TUREL, 2011).

Fatores como impedimento estérico e possibilidade de estabelecimento de ligacdo de
hidrogénio entre o complexo e o ADN, podem ser determinantes no tipo de interacdo observada.
A labilidade dos ligantes presentes no complexo afeta ndo somente sua capacidade de atingir o
alvo farmacoldgico, como também a tendéncia na formacéo da liga¢do covalente com o ADN
(TUREL, 2011).

Para o composto Cu(ndx)(8-hgl) observou-se apenas um ligeiro aumento na viscosidade
da solucdo de DNA quando a proporcdo de complexo:ADN foi igual 1:1, como ilustrado na
Figura 6.16.
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Figura 6.16: Efeitos de quantidade crescente do Cu(ndx)(8-hql) na viscosidade relativa de CT-ADN a
25°C em tampéo a pH 7,2, [ADN] = 0,1 mM.

Considera-se que o composto [Cu(ndx)(8-hgl)]n interage nos sulcos do ADN pois a

viscosidade da solucdo ndo teve modificacdes significativas.

6.1.11 Titulacéo Espectrofotométrica de Absorcéo Eletronica

A titulacdo espectrofotométrica de absorcdo eletrénica é uma das técnicas mais
utilizadas para o estudo da ligacdo entre um complexo metalico e o ADN. O espectro de
absorcéo eletronico do ADN apresenta uma banda intensa por volta de 260 nm, originaria dos
grupos presentes nas bases nitrogenadas. As bandas do complexo sofrem mudancas quando ha
algum tipo de interacdo entre eles e, portanto, ambas podem ser monitoradas neste tipo de
analise (BARRA e NETO, 2015).

Quando ocorre a interagdo de um complexo com ADN por intercalagio, o orbital ~ dos
ligantes intercaladores pode interagir com o orbital © dos pares de bases do ADN e, assim,
diminuir a transicdo n-m", resultando em batocromismo. Em contrapartida, o orbital © esta
parcialmente preenchido de elétrons, diminuindo a probabilidade das transicdes e,

consequentemente, resultando em hipocromismo.
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A intensidade da interagcdo entre o complexo e 0 ADN pode ser conhecida atraves do

calculo da constante intrinseca de ligacéo Ky, de acordo com a equacdo de Wolfe-Shimer:

[ADN] _ [ADN] 1
(ca—¢&) (ep— &) Kyp(ep—¢f)

(4)

Onde [ADN] é a concentracdo adicionada de ADN; &a = Aobs/[complexo]; & € 0
coeficiente de absortividade molar do complexo livre e &y € 0 coeficiente de absortividade molar
do complexo ligado ao DNA. Assim a constante Ky é a razdo entre os coeficientes angular e
linear de um grafico [ADN]/ (e, — &¢) versus [DNA] (LEELA et al., 2015).

A magnitude do valor de Ky é imprenscidivel para se predizer sobre o modo de interacao
dos compostos com 0 ADN. A magnitude do valor de K, e a combinacdo de batocromismo e
hipocromismo sdo caracteristicas de intercalacdo, enquanto o hipercromismo € associado a
outros tipos de interacdo, como atracdo eletrostatica ou por ligacdo covalente (RAJENDIRAN
et al., 2007).

Os espectros obtidos estdo ilustrados na Figura 6.17, os mesmos foram obtidos a partir
de adicBes de aliquotas de 20 pL de solugdo de ADN com concentragdo de 10“*mol L™ a uma
solucdo do composto Cu(ndx)(8-hgl) em uma concentragio de 10° mol L. A solugdo de
Cu(ndx)(8-hql) foi preparada em 0,5% de DMSO devido ao fato do mesmo ser insoltvel na

solucdo tampdo de pH = 7,2 sem a presenca de DMSO.
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Figura 6.17: Espectro de absorcéo na regido de 330 nm.

Pela analise dos espectros obtidos para o [Cu(ndx)(8-hgl)]n, observa-se um efeito de
hipocromismo, e o valor de Ky calculado foi de 2,47 x 10° M! para a regido de 0 a 330 nm.
Este efeito hipocrdmico e o valor de Kp, da ordem de 10° sdo compativeis com outros complexos
de cobre(ll) e quinolonas reportados na literatura, os valores de Kp constatados sdo de
magnitude de 10%e 105 M (LOGANATHAN et al., 2017). Observa-se um deslocamento para
regido do vermelho, de 5 nm caracterizando um efeito batocrémico para a regido de 330 nm.
Intercalantes apresentam valores de Ky da ordem de 10° a 10" M™! (LEELA et al., 2015).
Portanto, em acordo com os resultados de viscosidade, o [Cu(ndx)(8-hql)]n possivelmente atua

ligando-se aos sulcos do ADN.

N&o houve o aparecimento de ponto isosbéstico na analise, ou seja, ndo existe um
comprimento de onda onde a absorvancia das medidas teve o0 mesmo valor, este fato indica que

ndo existem espécies distintas em equilibrio.
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7 Conclusoes

A partir dos dados obtidos pelas analises conclui-se que o composto preparado possui
uma geometria piramidal de base quadrada e também trata-se de um polimero de coordenacéo
unidimensional onde sua extensao ocorre devido a formacao de uma coordenacdo fora do plano
de um grupo carboxilato que ja se encontra coordenado. Pelas analises foi possivel concluir que
a estrutura polimérica é rompida quando o [Cu(ndx)(8-hqgl)]. encontra-se em solu¢édo, formando
espéecies monomeéricas possivelmente de geometria quadratica planar podendo ou ndo conter

moléculas de solventes ocupando as posi¢oes axiais.

Os resultados da ressonancia paramagnética eletrénica demonstraram parametros
consistentes com uma geometria de quadradatica planar, para o qual as distancias dos ligantes
no plano sdo de cerca 1,91-1,99 A, sendo a distancia entre plano de 2,54 A. As analises das
propriedades magnéticas do composto [Cu(ndx)(8-hgl)]n demonstraram um acoplamento
antiferromagnético fraco entre os ions cobre(ll), este fato é reforcado pela analise de RPE onde
observa-se um valor coerente com o fato de existir uma interacao antiferromagnética fraca. Este
tipo de comportamento € esperado de acordo com a conformacéo anti-anti da ponte carboxilato

e interagOes dos orbitais d na simetria observada.

O [Cu(ndx)(8-hqgl)]n demostrou uma atividade antineoplasica promissora. As analises
titulométrica e de viscosidade com o ADN mostraram que possivelmente o [Cu(ndx)(8-hgl)]n
se liga aos sulcos de ADN interagindo com essa biomolécula de forma nao-intercalativa,
podendo esta ser a explicagdo para a atividade antitumoral. Estudos biol6gicos podem ser
realizados futuramente para explorar em maior profundidade a atividade do composto
preparado frente a bactérias resistentes aos antibioticos quinol6nicos ja existentes e tumores em

modelos in vivo.
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