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Resumo

PAIXAO, D. A. Sintese, caracterizacio e estudos biolégicos envolvendo complexos
de cobre(Il) contendo hidrazidas e ligantes N,N-doadores. 2017. 207 f. Tese
(Doutorado em Quimica) — Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Instituto de

Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2017.

O cancer e a doenga de chagas sdo enfermidades que acometem a populagdo. Os
efeitos colaterais indesejaveis causados pelo uso dos quimioterdpicos, associados a
capacidade das células tumorais de desenvolverem resisténcia intrinseca ou adquirida aos
medicamentos disponiveis no mercado, impulsionam a busca por novos farmacos que
sejam mais ativos e seletivos e, consequentemente menos agressivos ao organismo. No
que se refere ao tratamento da doenca de chagas, apenas os farmacos nifurtimox e
benzonidazol estdo disponiveis no mercado. Com a baixa quantidade e efetividade desses
farmacos, fica evidente que a busca por novos agentes anti-Trypanosoma cruzi €
necessdria para aumentar o arsenal de drogas atualmente disponiveis para tratar essa
doenca. Assim, diversas pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de obter novos
agentes antitumorais e tripanocidas que possuam um potencial farmacoldgico mais
satisfatorio do que os medicamentos disponiveis na clinica médica. O presente trabalho
descreve a sintese de vinte novos complexos terndrios de cobre(Il) com hidrazidas (4-
fluoro-fenoxiacético-hidrazida (4-FH), 4-nitro-benzil-hidrazida (4-NH), benzil-hidrazida
(BH), 2-cloro-benzil-hidrazida (2-CH), 4-cloro-benzil-hidrazida (4-CH), 2-met6xi-benzil-
hidrazida (2-MH) ou 4-met6xi-benzil-hidrazida (4-MH)) e ligantes N,N-doadores (1,10-
fenantrolina (phen), 2,2 -bipiridina (bipy) ou 4-4'-dimetoxi-2-2'-bipiridina (dmb)). Os
complexos foram caracterizados por andlise elementar, medidas de condutividade,
espectrometria de massa em alta resolucdo com ionizacao por electrospray (HRESIMS) e
por espectroscopia de UV-Vis e IV. As estruturas cristalinas dos complexo 1 e 9 foram
determinadas por difracdo de raios X por monocristais. Em todos os complexos, o fon
cobre(Il) € coordenado de modo bidentado pela hidrazida através dos &atomos de
nitrogénio terminal e do oxigénio da carbonila, e as bases heterociclicas através dos seus
dois atomos de nitrogénio. A labilizacao dos ligantes axiais em solucao (4nion perclorato)
resulta na producdo de compostos do tipo [Cu(N—O)(N-N )1**. A atividade citotéxica dos
compostos foi investigada em trés linhagens tumorais (K562, MDA-MB-231 e MCF-7).

No que diz respeito a linhagem celular K562, os complexos de cobre(Il) com 1,10-



fenantrolina exibem expressiva atividade citotéxica e sd3o mais ativos do que
carboplatina, os ligantes livres e [Cu(phen)2]2+. Considerando estes resultados, estudos
adicionais foram realizados para os compostos Cu(4-FH)(phen)(ClOs), e Cu(4-
NH)(phen)(ClO4),-H,0O. A andlise de citometria de fluxo revelou que esses complexos
induzem a morte celular por apoptose na linhagem celular MDA-MB-231 e se ligam ao
DNA com valores de K de 4,38 x 10* e 2,62 x 104, respectivamente. Posteriormente,
foram avaliados treze complexos de cobre quanto as suas atividades tripanocidas e
citotoxicas. Vérios complexos foram mais ativos que os ligantes livres e o benzonidazol,
um fiarmaco utilizado no tratamento da doenca de Chagas. O indice de seletividade
calculado para os complexos 9 e 20 foi maior que o recomendado para testes
subseqiientes, sugerindo que estes compostos sdo bons candidatos para estudos pré-

clinicos in vitro € in vivo.

Palavras-chave: complexos de cobre(Il), hidrazidas, bases heterociclicas, atividade

tripanocida e antitumoral.



Abstract

This work describes the synthesis of twenty novel ternary copper(Il) complexes
with hydrazides (4-fluorophenoxyacetic acid hydrazide (4-FH), 4-nitrobenzoic hydrazide
(4-NH), benzhydrazide (BH), 2-chlorobenzhydrazide (2-CH), 4-chlorobenzhydrazide (4-
CH), 2-methoxybenzhydrazide (2-MH) or 4-methoxybenzhydrazide (4-MH)) and N,N-
donor ligands (1,10-phenanthroline (phen), 2,2-bipyridine (bipy) or 4-4’-dimethoxy-2-2'-
bipyridine (dmb)). These complexes were characterized by elemental analysis (CHN),
conductivity measurements, FT-IR, UV-Vis and high-resolution electrospray ionization
mass spectrometry (HRESIMS). The structures of two coordination compounds were
elucidated by single crystal X-ray analysis. In all the complexes, the copper is bound in a
bidentate manner to hydrazide via the terminal nitrogen and the carbonyl oxygen, and to
heterocyclic bases via their two nitrogen atoms. The labilization of the axial ligands in
solution (perchlorate anions) result in the generation of compounds of type [Cu(N-O)(N—
N)1*. Regarding the clinical utility of these complexes, the cytotoxic activity of
compounds was investigated in three tumor cell lines (K562, MDA-MB-231 and MCF-
7). Concerning K562 cell line, the complexes with 1,10-phenanthroline exhibit high
cytotoxic activity and are more active than carboplatin, free ligands and [Cu(phen),]**.
Considering the cytotoxicity results, further investigations for the compounds Cu(4-
FH)(phen)(ClO4), and Cu(4-NH)(phen)(ClO4),'H,O were performed. Flow cytometric
analysis revealed that these complexes induce apoptotic cell death in MDA-MB-231 cell
line and bind to DNA with K values of 4.38 x 10* and 2.62 x 10* respectively.
Thereafter, thirteen copper complexes were evaluated for their trypanocidal and cytotoxic
activities. Several complexes were more active than free ligands and benznidazole, a drug
used in the treatment of Chagas disease. The selectivity index calculated for two copper
complexes was higher than recommended for subsequent tests. These findings are very
important and make these compounds candidates for preclinical studies in vitro and in

vivo.

Palavras-chave: copper(Il) complexes, hydrazide, heterocyclic bases, trypanocidal and

antitumor activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O cancer é um termo genérico utilizado para classificar um conjunto de mais de 200
doencas que apresentam em comum um crescimento celular anormal e descontrolado. Este
comportamento de proliferacdo anormal é conhecido como neoplasia e pode levar a formagao
de tumores malignos (INCA, 2016; WHO, 2016; ALMEIDA et al, 2005; RAKOFF-
NAHOUM, 2007; STRATTON, CAMPBELL, FUTREAL, 2009). Entende-se por tumores
malignos o acimulo de células que sofreram alteragdes nas fungdes do DNA e apresentam um
crescimento acelerado, expansivo e infiltrativo, podendo recidivar apés o tratamento. Em
contrapartida, o acimulo de células semelhantes ao tecido normal que possuem um
crescimento lento, expansivo e localizado, € definido como tumor benigno e na maioria dos
casos ndo volta a aparecer apds a sua remog¢do, pois a proliferacdo celular é baixa e
geralmente ndo se espalha pelo corpo, assim raramente constitui um risco a vida do paciente

(BABA, CATOL 2007; SUDHAKAR, 2009).

Os tumores malignos apresentam cinco estagios de desenvolvimento (0, I, IL, III e IV)
que classificam o grau de espalhamento das células cancerosas, sendo que o ultimo estagio
(IV) € o mais perigoso, pois € irreversivel, devido ao seu elevado grau de disseminagdo. Neste
estdgio, as células cancerosas entram na corrente sanguinea ou no sistema linfatico e
costumam se espalhar para uma nova regido do corpo, onde comecam a crescer e langar as
bases para formagdo de tumores secundarios (CHAMBERS, GROOM, MACDONALD,
2002; INCA, 2016). A Figura 1 ilustra esse processo de disseminacdo, que € denominado
metastase, bem como suas respectivas etapas, a saber: derramamento de células do tumor
primdrio para o sistema circulatorio, sobrevivéncia das células no novo ambiente, adesdo das
células em um novo 6rgdo, extravasamento no tecido circundante, iniciagdo e manutengdo do
crescimento e vascularizacdo do tumor metastitico (CHAMBERS, GROOM,
MACDONALD, 2002; SU et al., 2015).
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Figura 1: Disseminacdo da célula tumoral e formagdo de tumores secunddrios a partir do

processo de metastase.
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Fonte: Adaptado de CHAMBERS, GROOM, MACDONALD (2002).

Como mencionado anteriormente, o cancer ¢ um conjunto de doengas associadas as
diferentes células do corpo e suas respectivas velocidades de multiplicacdo e capacidade
inerente de invadir tecidos e 6rgdos vizinhos ou distantes. Ressalta-se que em alguns casos
ocorre actimulo de células tumorais que levam a formagdo de tumores malignos, mas em
outros casos, como a leucemia, as células cancerosas acometem o sangue e Orgaos
hematopoiéticos e circulam por tecidos onde elas se desenvolvem e raramente formam

tumores (SUDHAKAR, 2009; CHIZUKA et al., 2006).

Embora o surgimento de alguns tumores, particularmente aqueles que ocorrem durante
processos infecciosos, ainda seja de natureza desconhecida, existem alguns agentes ja
estabelecidos, bem como seus fatores de risco. Esses fatores podem ser internos, tais como,
mutacdes genéticas hereditdrias, desordem hormonal e condi¢cdes imunes ou externos, como,
por exemplo, o consumo de dlcool, o tabagismo, alto indice de massa corporal, sedentarismo,
alimentacio inadequada, exposicao as radiacOes ou agentes quimicos mutagénicos (ANAND
et al., 2008; PARSA, 2012; WHO, 2016). Desta forma, estes fatores de risco podem atuar
simultaneamente ou em seqiiéncia para iniciar e/ou promover o crescimento das células
tumorais, favorecendo o aumento das taxas de incidéncia desta doenca (ANAND et al., 2008;

PARSA, 2012; WHO, 2016).



1.1.1. Incidéncia e mortalidade do cincer

O cancer € uma das principais causas de morte em todo o mundo e de acordo com o
relatério da Global Burden of Disease Cancer Collaboration, que compreende o periodo entre
2005 e 2015, a incidéncia da doenga aumentou em 33%, devido principalmente as taxas de
envelhecimento (16%) e crescimento populacional (13%) (GBD, 2015; GBD, 2016). Em um
panorama global e considerando ambos os sexos, no ano de 2015 houve aproximadamente
17,5 milhdes de novos casos ¢ 8,7 milhdes de mortes. De fato, no ano de 2015, o céncer foi a
segunda causa de morte no mundo, ficando atrds apenas das doencas cardiovasculares e os
tipos de cincer que apresentaram maior taxa de incidéncia foram os canceres de mama (2,4
milhdes), traqueal, bronquico e pulmonar (2,0 milhdes), colorretal (1,7 milhdes), dentre
outros. A Figura 2 ilustra as taxas de incidéncia, bem como suas respectivas taxas de

mortalidade para os tipos de canceres mais prevalentes (GBD, 2015; GBD, 2016).

E importante salientar que o nimero de mortes em decorréncia do cancer, pode ser
reduzido por intermédio da prevengdo e deteccdo precoce, além da utilizagdo de um

tratamento adequado e eficiente (WHO, 2016).

Figura 2: Taxas de incidéncia e mortalidade dos principais tipos de cancer.
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Fonte: Adaptado de GBD (2016).



1.1.2. Tratamento do cancer

As formas mais comuns de tratar o cancer sdo a remog¢do cirdrgica do tumor, o
emprego de radioterapia, imunoterapia ou quimioterapia (SUDHAKAR, 2009). Geralmente
mais de uma forma é empregada visando garantir a cura do paciente. Dentre as intervengdes
mencionadas, a quimioterapia € a mais utilizada e representa o tratamento sistémico do cancer
através da administracdo, em intervalos regulares, de um ou mais medicamentos, que sao
denominados quimioterdpicos ou antineopldsicos que visam a inibicdo, controle e/ou a
destruicdo das células tumorais (SUDHAKAR, 2009). A administracio destes
quimioterdpicos pode ser efetuada por via oral (na forma de comprimidos, cdpsulas ou
liquidos), intravenosa (injetados na corrente sanguinea), intramuscular (injetado no musculo),

subcutanea (sob a pele), intracraneal (injetado na espinha dorsal) ou uso tépico (INCA, 2016).

Os quimioterdpicos utilizados no tratamento do cancer incluem tanto compostos
organicos quanto inorganicos (ALMEIDA et al., 2005; NEVES, VARGAS, 2011; WARAD
et al., 2013; MEDICI et al., 2015). A Figura 3 apresenta uma gama de fairmacos empregados
na quimioterapia, sendo que o mais utilizado é a cis-diaminodicloroplatina(Il) (cisplatina).
Quando introduzido na clinica médica, a eficicia deste farmaco foi evidenciada em virtude do
aumento da taxa de cura dos tumores solidos, como por exemplo, ovario e testiculo que
atingiram indices proximos a 90% quando detectados precocemente (HAMBLEY, 2001;
DASARI, TCHOUNWOU 2014). Atualmente, a cisplatina € utilizada em aproximadamente
60% dos regimes quimioterdpicos, sendo eficaz no combate de diferentes tipos de neoplasias,
incluindo cabeca, pescocgo, testiculo, ovério, pulmdo, estdmago, esOfago, linfomas,
osteossarcoma, melanoma, leucemia, mama, cérebro, rim e cérvix (RIOS; ANTUNES;
BIANCHI, 2009; BENITE, MACHADO, BARREIRO, 2007; DASARI, TCHOUNWOU
2014; CHEFF, HALL, 2017). Além da cisplatina, dois outros complexos de platina nomeados
diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platina(II) (carboplatina) e trans-1,2-
diaminocicloexanooxaloplatina(Il) (oxaliplatina) também sdo empregados, pois sdo0 menos
nefrot6xicos permitindo o uso de doses maiores. Entretanto, quanto ao espectro de atividade,
estes sdo um pouco menos eficientes que a cisplatina (NEVES, VARGAS, 2011; WARAD et
al., 2013; MEDICI et al., 2015). O taxol e a vimblastina sdo farmacos antineopldsicos com
propriedades antimitéticas que atuam estimulando e inibindo a polimerizagdo dos

microtibulos, respectivamente. O taxol pode ser empregado no tratamento de cancer de
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mama, ovario, pulmao e sarcoma de Kaposi e a vimblastina pode ser utilizada no tratamento
de linfoma de Hodgkin, leucemia linfobldstica aguda infantil, sarcoma de Kaposi, cancer de

ovidrio e testiculos (WEAVER, 2014; BRANDAO et al., 2010).

Figura 3: Compostos orginicos e inorganicos que sao utilizados como quimioterdpicos.
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o Wan,
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Fonte: A autora.

1.1.3. Cisplatina

Devido a sua baixa solubilidade em dagua (2,5 mg mL™" a 25°C) a cisplatina é
administrada por via intravenosa. Uma vez na corrente sanguinea, a cisplatina tende a
permanecer na sua forma neutra, devido a elevada concentragdo de ions cloreto (= 100 mmol
L") que impedem o processo de hidrélise. Para atingir o interior da célula e exercer a sua
atividade antitumoral, a molécula atravessa a membrana plasmética por difusdo passiva ou

transporte ativo, que € mediado pelo transportador de cobre (Ctrl), como mostra a Figura 4


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weaver%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25213191
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(NEVES, VARGAS, 2011; DASARI, TCHOUNWOU 2014). Uma vez dentro da célula,
onde a concentracdo de fons cloreto é menor (4—20 mmol L™), a cisplatina sofre hidrdlise.
Neste caso, um ou dois fons cloretos (bom grupo abandonador) sio substituidos por moléculas
de dgua. As espécies ativas que sdo geradas neste processo, consistem de eletr6filos muito
potentes (ver Figura 4) que podem interagir com os nucledfilos, incluindo os grupos tiéis em
proteinas e os d&tomos de nitrogénio em acidos nucléicos. Assim os ligantes aqua presentes nas
espécies ativas sdo substituidos pelas bases nitrogenadas do DNA, em geral guanina (G) ou
adenina (A), de modo que cada dtomo de Pt(II) liga-se a uma ou duas bases nitrogenadas
levando a formacao de adutos (cisplatina-DNA) mono e bifuncionais, respectivamente, como
mostra a Figura 5 (NEVES, VARGAS, 2011; DHAR, LIPPARD, 2011; DASARI,
TCHOUNWOU 2014; PRANCZK et al., 2014, DILRUBA, KALAYDA, 2016).

As ligacdes que formam estes adutos ocorrem na mesma fita do DNA (intrafita), em
fitas diferentes (interfitas) ou em ligacdes cruzadas que envolvem o DNA e uma proteina. O
aduto mais importante ocorre quando a cisplatina liga-se ao dtomo de nitrogénio N7 da
guanina causando distor¢des na hélice do DNA que sdo dificeis de serem reparadas, e
promovendo a inibi¢do dos processos de replicacdo e transcri¢do, e posteriormente induzido a
morte celular por apoptose ou necrose (GONZALEZ et al., 2001; NEVES, VARGAS, 2011;
DHAR, LIPPARD, 2011; DASARI, TCHOUNWOU 2014; PRANCZK et al., 2014;
DILRUBA, KALAYDA, 2016). A apoptose € um tipo de morte celular programada que
ocorre em resposta aos estimulos externos ou inerentes a célula, sendo caracterizada por
alteracdes morfologicas especificas, tais como retracdo celular, fragmentacio nuclear, perda
de aderéncia com a matriz, condensacdo da cromatina e fragmentacio do DNA
cromossdmico, além da formagdo de bolhas citoplasméticas e corpos apoptéticos, sem sinais
de inflamagdo. Em contrapartida, a necrose é um processo degradativo que ocorre apds a
morte celular, mediado por estimulos externos, sendo caracterizado por expansdo celular,
caridlise, perda da homeostasia idnica intracelular, além da formacgao de bolhas citoplasmatica
que quando se rompem geram uma resposta inflamatéria (GONZALEZ et al., 2001;

ELMORE, 2007; SU et al., 2015).

Mais especificamente, dentre os adutos formados, os mais notdveis em termos de
alteracdoes no DNA sdo aqueles com a ligacdo 1,2- intrafita, onde a platina(Il) liga-se a duas
bases adjacentes (G-G 90% ou A-G 10%), pois promovem lesdes de dificil reparo, sendo que

este aduto € o mais estdvel e o responsdvel mais provavel pela citotoxicidade da cisplatina,
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garantindo a sua aplicabilidade como um quimioterdpico. (GREEN, GARDEN, ORTON,
1992; GONZALEZ et al., 2001; ALBERTO, BUTERA, RUSSO, 2011; PRANCZK et al.,
2014; DILRUBA, KALAYDA, 2016).

Figura 4: Representacdo esquemdtica da entrada da cisplatina na célula.
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Fonte: A autora.

Figura S: Representacio esquemadtica dos adutos formados entre a cisplatina e o DNA.
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Os quimioterdpicos de um modo geral atuam de forma ndo especifica, ou seja,

causam lesdes tanto nas células tumorais quanto nas normais, acarretando diversos efeitos
colaterais, como por exemplo, nduseas, vomitos, perda de cabelo e maior susceptibilidade as
infeccoes (BARRY, SADLER, 2013; MEDICI er al., 2015; CHEFF, HALL, 2017).
Especificamente a cisplatina, por exemplo, apresenta danos colaterais graves, tais como
aumento da pressdo sanguinea, toxicidade gastrointestinal, nefrotoxicidade (reducdo e perda
da funcdo renal), ototoxicidade (problemas de audicdo), neurotoxicidade (danos no sistema
nervoso) e mielossupressdao (redugdo na atividade da medula dssea), entre outros (CHEFF,
HALL, 2017). Estes efeitos indesejaveis associados a capacidade das células tumorais de
desenvolverem resisténcia intrinseca ou adquirida a cisplatina e aos demais quimioterapicos
disponiveis no mercado, impulsionam a busca por novos farmacos que sejam mais ativos e
seletivos e, consequentemente menos agressivos ao organismo, proporcionando uma melhor

qualidade de vida ao paciente (DILRUBA, KALAYDA, 2016).

1.2. Doenca de Chagas (Tripanossomiase americana)

A Tripanossomiase Americana € uma parasitose causada pelo protozodrio
hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T.cruzi). Esta enfermidade € popularmente conhecida
como doenca de chagas, em homenagem ao médico e pesquisador Dr. Carlos Ribeiro
Justiniano das Chagas que descreveu pela primeira vez em 1909 a presenca de um novo
parasito flagelado do género Trypanosoma, ao qual denominou Trypanosoma cruzi
(CHAGAS, 1911; WHO, 2016). Na época este parasito foi encontrado na corrente sanguinea
de uma crianga febril de dois anos e no intestino de um inseto hematéfago comumente
chamado de barbeiro. (CHAGAS, 1911). Apds esta descoberta vdrios estudos foram
realizados a fim de estabelecerem os aspectos referentes a morfologia e ciclo evolutivo do
protozodrio nos diferentes hospedeiros, bem como o método de diagndstico, 0s principais
reservatorios domésticos e silvestres e a patogenia desta doengca (CHAGAS, 1911; LOPES,
CHAPADEIRO, 1997; RASSI ef al., 2010; CHATELAIN, 2015; ALVAREZ-HERNANDEZ

et al., 2016). As informagdes pertinentes, em relagdo a esta doenca, serdo descritas a seguir:



1.2.1. Agente etiolégico

O Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de chagas é um protozodrio
flagelado que pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Trypanosoma (ALVAREZ-HERNANDEZ er al, 2016). Este parasito se distingue em
diferentes estdgios morfoldgicos no decorrer de seu ciclo evolutivo, sendo que as formas
tripomastigota, amastigota e epimastigota sdo as principais (NEVES et al., 2012; BELLINI et
al., 2012; CHATELAIN, 2015; ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2016). Esses diferentes
estidgios apresentam caracteristicas morfoldgicas peculiares e especificas que sdo baseadas no
formato da célula (alongada, piriforme ou arredondada), na posicao relativa entre o nicleo e o
cinetoplasto (anterior, lateral ou posterior) e no ponto de emergéncia do flagelo (NEVES et
al., 2012). Vale ressaltar que a forma tripomastigota se divide em duas formas infectivas que
podem ser encontradas na regido posterior do tubo digestivo do inseto triatomineo
(tripomastigotas metaciclicas) e na corrente sanguinea ou espaco intercelular do hospedeiro
vertebrado (tripomastigotas sanguineas) (NEVES et al., 2012; VERONESI, 2015). Desta
forma o protozodrio T. cruzi pode circular indiferentemente entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados, podendo infectar diferentes espécies, inclusive humanos (NEVES et al., 2012;

VERONESI, 2015; ALVAREZ-HERNANDEZ, 2016).

1.2.2. Mecanismos de transmissio e ciclo evolutivo do 7. cruzi

A principal via de transmissdo da doenca de chagas € a vetorial, que ocorre através da
picada do inseto triatomineo hematéfago (barbeiro), contaminado com o 7. cruzi. Estes
insetos pertencem a ordem Hemiptera, familia Reduviidae, sendo os géneros Panstrongylus,
Rhodnius e Triatoma os mais importantes (CHAGAS, 1911; BELLINI ez al., 2012; SOSA-
ESTANI, SEGURA, 2015). Alguns insetos triatomineos, com maior contribui¢do
epidemiolégica, podem ser observados na Figura 6, que também ilustra a forma
tripomastigota sendo transmitida através da picada do inseto. Deste modo, temos um ciclo
bioldgico do tipo heteroxénico com alternincia entre uma fase de multiplicacdo intracelular
no hospedeiro vertebrado (homem) e extracelular no inseto triatomineo (barbeiro) (RASSI et
al., 2010; NEVES er al., 2012; VERONESI, 2015; CHATELAIN, 2015; ALVAREZ-
HERNANDEZ et al., 2016).
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Figura 6: Insetos triatomineos, com maior contribui¢do epidemioldgica e representacdo

esquematica do ciclo biolégico do T. cruzi.
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Fonte: Adaptado de CDC (2016) e RASSI (2010).

O hospedeiro vertebrado (humano) € contaminado através da picada do inseto

infectado com as formas tripomastigotas metaciclicas do 7. cruzi. Durante ou apds o repasto
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sanguineo, o inseto defeca e urina, eliminando e depositando as formas tripomastigotas
metaciclicas sobre a pele ou mucosa. Como a picada causa uma irritacdo local, a vitima
apresenta uma tendéncia natural de cocar a regido, gerando lesdes na pele que facilitam a
penetracdo do parasito. Se a picada for préxima dos olhos ou da boca, o parasito pode
penetrar diretamente pelas mucosas. Apds a penetracdo, as formas tripomastigotas atingem a
corrente sanguinea, o que permite que estas formas do parasito possam aderir e invadir
diferentes células nucleadas. Em seguida, a forma tripomastigotas € fagocitada pelo
macréfago levando a formagdo de um vactolo parasitéforo, local onde se diferenciam em
amastigotas e posteriormente causam a ruptura da membrana do vacdolo. Uma vez dentro do
citoplasma, as formas amastigotas se multiplicam por fissdes bindrias sucessivas e em seguida
se diferenciam em tripomastigotas, antes da célula hospedeira se romper, devido ao excesso
de parasitos. A lise da célula hospedeira pode ocorrer antes de completar a diferenciacdo de
todos os parasitos, sendo possivel encontrar as duas formas no meio externo. Com a ruptura
da célula, as formas tripomastigotas e amastigotas caem na corrente sanguinea e podem
infectar novas células de qualquer tecido ou 6rgdo comecando um novo ciclo intracelular, ou
iniciando um ciclo extracelular dentro do inseto vetor através da picada (RASSI et al., 2010;
SERAFIM et al., 2011; NEVES et al., 2012; VERONESI, 2015; CHATELAIN, 2015;
ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2016).

No ciclo extracelular, o hospedeiro contaminado é picado por um novo inseto
triatomineo (inicialmente nao infectado) e as formas tripomastigotas sanguineas do parasito
(presentes na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado) sdo ingeridas pelo inseto e quando
atingem o estdmago se diferenciam em esferomastigotas (formas arredondadas com flagelo
circundando o corpo). As esferomastigotas podem se transformar em tripomastigotas
metaciclicas ou em epimastigota. Quando as formas epimastigotas alcangcam o limen do tubo
intestinal, se multiplicam por divisdo bindria longitudinal e, em seguida, quando atingem a
por¢do posterior do intestino, inicia-se o processo de diferenciacdo em tripomastigotas
metaciclicas (a forma infectiva do parasita no inseto vetor). As formas tripomastigotas
metaciclicas aderem a cuticula que reveste o epitélio do reto e ampola retal do triatomineo e
sdo liberadas nas fezes ou urina do inseto vetor durante o repasse sanguineo contaminando
outro hospedeiro vertebrado e reiniciando o ciclo (RASSI et al., 2010; SERAFIM et al., 2011;
NEVES et al., 2012; VERONESI, 2015; CHATELAIN, 2015; ALVAREZ-HERNANDEZ et
al., 2016).
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Apesar do método de transmissdo cldssico da doenga de chagas em humanos
acontecer através da picada do inseto vetor (transmissao vetorial), existem outros mecanismos
alternativos que apresentam uma menor taxa de contamina¢do, como transfusdo sanguinea,
transmissao congénita, transplante de 6rgios, transmissdo oral, acidentes de laboratério entre
outros (VERONESI, 2015; CHATELAIN, 2015; ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2016;
CHATELAIN, 2017).

1.2.3. Patogénese da doenca de chagas

ApOs a contaminagdo vetorial, o parasito passa por um periodo de incubacdo que varia
de 4 a 14 dias, mas em outros mecanismos de transmissdo este periodo pode ser prolongado
por 40 dias ou mais (ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2016). A transmissio vetorial produz
sinais de porta de entrada que aparecem dentro de 4 a 10 dias apds a picada e diferem de
acordo com a regido que o parasito usa para penetrar o hospedeiro humano. Quando o parasito
T. cruzi penetra na conjuntiva (sinal de Romaiia) e na pele (chagoma de inoculacdo), como
ilustrados na Figura 6. Estas manifestacdes locais marcam o inicio da fase aguda da doenca de
chagas e acometem cerca de 50% dos casos (CAMBRONERO-CORTINAS, 2016;
ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2016).

Na fase aguda a parasitemia é elevada, ou seja, ha quantidades expressivas do parasito
na corrente sanguinea desempenhando um papel importante na patogénese da resposta
inflamatoria. Esta fase tem duracdo de 2 a 4 meses e pode ser assintomadtica (inaparente) em
95% dos casos ou sintomatica (aparente) com manifestacdes gerais, como febre (que podem
persistir por até 12 semanas), mal-estar, mialgias, astenia, anorexia, cefaleia, edema
subcutaneo (generalizado ou localizado), poliadenia, hepatomegalia, esplenomegalia e as
vezes, insuficiéncia cardiaca e perturbacdes neuroldgicas (LOPES, CHAPADEIRO, 1997;
RASSI et al., 2010; CAMBRONERO-CORTINAS, 2016; ALVAREZ-HERNANDEZ et al.,
2016; CHATELAIN, 2017).

A fase cronica € caracterizada pela baixa parasitemia e elevados teores de anticorpos
da classe IgG, mas os anticorpos tipo IgM praticamente ndo sao detectados. Geralmente, a

fase cronica se inicia por meio da forma indeterminada (latente) onde os pacientes passam por
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um longo periodo assintomdtico (10 a 30 anos) e sem sinais de comprometimento
circulatério (clinica, eletrocardiograma e radiografia de térax normais) e do aparelho
digestivo (avaliacdo clinica e radiolégica normais de esofago e célon). Vale ressaltar que
durante esse periodo o paciente apresenta resultados positivos nos exames soroldgicos e
parasitolégicos. Esse quadro poderd perdurar por toda a vida da pessoa infectada ou pode
evoluir para uma fase cronica sintomdtica apés muitos anos do curso da infec¢ao (LOPES,
CHAPADEIRO, 1997; RASSI et al., 2010, CAMBRONERO-CORTINAS, 2016;
CHATELAIN, 2017).

A fase crdnica sintomatica (formas determinadas) evolui insidiosamente a partir da
forma indeterminada, apresentando sintomas relacionados com o sistema cardiocirculatério
(forma cardiaca), digestivo (forma digestiva), ou ambos (forma cardiodigestiva ou mista).
Nesta fase, cerca de 5 a 10% dos pacientes evoluem para as formas graves e progressivas da
forma cardiaca causando a morte subita (LOPES, CHAPADEIRO, 1997; RASSI et al., 2010;
COURA, BORGES-PEREIRA, 2011; CAMBRONERO-CORTINAS, 2016; CHATELAIN,
2017).

7z

A forma cardiaca é a forma mais grave e frequente da fase cronica sintomética
atingindo cerca de 10 a 30% dos pacientes, sendo a maior responsdvel pelas taxas de
morbidade e mortalidade na fase cronica da doenga. Nesta etapa, a principal mudanca
morfoldgica tem como fundamento a miocardite cronica progressiva e fibrosante, que provoca
uma grande variedade de perturbacdes e/ou deficiéncias na formacdo e propagacdo dos
estimulos de contracdo cardiaca. Quando os mecanismos de compensacdo cardiaca ndo
conseguem superar estas deficiéncias, manifesta-se um quadro de insuficiéncia cardiaca
congestiva, que € decorrente da diminui¢do da massa muscular em funcao da degeneracdo das
fibras e fasciculos e sua posterior substituicao por areas de fibrose (lesdes cardiacas). Estas
lesdes levam a uma série de complicacdes como a perda da funcio contrétil, cardiomiopatia,
insuficiéncia cardiaca, arritmias, cardiomegalia dentre outros (LOPES, CHAPADEIRO, 1997;
RASSI et al., 2010; COURA, BORGES-PEREIRA, 2011; CAMBRONERO-CORTINAS,
2016).

A forma digestiva afeta 15-20% dos pacientes cronicos e € caracterizada por alteragdes
morfolégicas e funcionais do trato digestivo, como por exemplo, mudancas na secre¢ao,

absor¢do, motilidade e dilatacao das visceras (megas). Esses distirbios afetam especialmente



14
o esofago (esofagopatia chagdsica) e o colo (colopatia chagésica), os quais podem ser
acometidos ou ndo pelos megas (megaesdfago e megacdlon, respectivamente). A forma
cardiodigestiva (mista) apresenta simultaneamente complicacdes relacionadas com as formas
cardiacas e digestivas (LOPES, CHAPADEIRO, 1997; RASSI et al., 2010; COURA,
BORGES-PEREIRA, 2011; STANAWAY, ROTH, 2015; CHATELAIN, 2017).

1.2.4. Prevaléncia, incidéncia e mortalidade

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a doencga de chagas faz parte de um
grupo de 18 enfermidades que sdo classificadas como doencgas tropicais negligenciadas
(DTNs) e afetam especialmente as populagdes vulnerdveis e financeiramente desfavorecidas
da Africa, Asia e América Latina. Estas enfermidades representam um problema global de
saude publica, sendo um reflexo da falta de politicas publicas e investimentos em pesquisas

para aprimorar e/ou desenvolver um tratamento eficiente (WHO, 2016).

De acordo com a OMS estima-se que aproximadamente 7 milhdes de pessoas em todo
o mundo estdo infectadas com o parasito 7. cruzi e mais de 25 milhdes de pessoas vivem em
areas de risco. Esta enfermidade continua sendo um dos maiores problemas de saude publica
na América Latina, causando mais de 7.000 mil mortes por ano, bem como elevadas taxas de
morbidade e invalidez ao longo da vida do paciente chagisico. A maioria dos casos de
infeccdo sdo reportados em regides endémicas da América Latina como, por exemplo,
Argentina, Brasil e México, mas também sao registrados casos em regides ndo endémicas, tais
como Australia, Canadd, Espanha, Estados Unidos e partes da Europa, como resultado do
processo de globalizacio (WHO, 2015; STANAWAY, ROTH, 2015; CAMBRONERO-
CORTINAS, 2016). A Figura 7 exibe a distribuicdo geogréfica dos casos de doencas de

chagas que foram reportados entre 2010 e 2013.

Embora esta enfermidade tenha se alastrado para outras regides do mundo, ela ainda
recebe pouca atencdo. Assim, desde a década de 1970, apenas duas drogas foram
disponibilizadas para o tratamento etiolégico da doenca de Chagas: 3-metil-4-(5"-

nitrofurfurilidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-di6xido (Nifurtimox) e o N-benzyl-2-
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nitroimidazol acetamida (Benzonidazol) (BERN, 2016; CAMBRONERO-CORTINAS,
2016).

Figura 7: Distribuicdo geografica dos casos de doengas de chagas reportados entre 2010 e

2013.
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Fonte: WHO (2015).

1.2.5. Tratamento da Doenca de Chagas

No que se refere ao tratamento desta doenga, apenas os farmacos nifurtimox (Lampit®,
da Bayer) e benzonidazol (Rochagan®, da Roche) estdo disponiveis, Figura 8. Estes dois
farmacos, que nao foram aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration), sao
facilmente absorvidos pelo trato gastrointestinal do paciente e quando utilizados na fase aguda
da doenca de chagas, ambos apresentam uma taxa de cura parasitolégica, contra todas as
formas do parasita, que varia entre 60 e 80%. Contudo, ambos possuem eficacia limitada
quando o enfermo encontra-se na fase cronica da doencga, na qual as chances de cura sdo
inferiores a 20% (DIAS et al., 2009; BERN, 2016; CAMBRONERO-CORTINAS, 2016).
Além disso, a eficicia destes farmacos € diretamente afetada pela idade, pelo tempo de
duracdo do tratamento e a distribui¢do geografica dos pacientes, devido a susceptibilidade das

diferentes cepas do 7. cruzi (SANCHEZ—SANCHO et al., 2010).
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Figura 8: Estruturas dos farmacos nifurtimox e benzonidazol.
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A aplicabilidade farmacoldgica do nifurtimox e do benzonidazol € proveniente da
formacdo de radicais livres e/ou metabdlitos eletrofilicos, como mostra a Figura 9. Estes
radicais sdo formados devido a reducdo do grupo nitro (NO;) a amino (NH,) através da acdo
de enzimas nitroredutases. Inicialmente é formado o intermedidrio nitro radicalar (R-NO, ") e
em seguida a hidroxilamina (R-NHOH) através da reagdo catalisada pelo NADPH citocromo

P450 redutase.

Figura 9: Mecanismo de acdo proposto para os fairmacos Benzonidazol e Nifurtimox.
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Fonte: Adaptado de DIAS (2009).

No caso do benzonidazol, o radical nitro € o responsdvel por seu efeito tripanocida,
pois esta espécie € capaz de formar ligacdes covalentes com as macromoléculas do parasito,
tais como DNA e citocromo P450. Ja no caso do nifurtimox, os radicais que sdo produzidos
reduzem o oxigénio molecular (O,) levando a formacio do ion superéxido (O, °) que através
do ciclo redox regeneram o grupo nitro. Em seguida o fon superdxido € captado pela enzima

superoxido dismutase resultando na producdo do peroxido de hidrogénio (H,O;) que
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posteriormente se transforma no radical hidroxila (OH) através da rea¢do de Haber-Weiss.
Este radical hidroxila € a espécie responsavel pelo efeito tripanocida do nifurtimox, uma vez
que por mecanismos complexos inibe a sintese do acido pirdvico e interrompe o metabolismo
de carboidrato do parasito, causando danos em sua estrutura (DIAS et al., 2009; ALVAREZ-
HERNANDEZ et al., 2016). Assim como estes farmacos, alguns complexos metdlicos, dentre
eles os de cobre, quando submetidos a presenca de oxigénio ou perdxido de hidrogénio
também sdo capazes de promover a formacgdo de radicais livres via reacdo de Haber-Weiss,
gerando espécies reativas de oxigénio que t€ém potencialidade para degradarem o anel ribose

do DNA (JUNGWIRTH et al., 2011).

Os metabdlitos (eletrofilicos) que sdo formados durante os mecanismos de acdo dos
farmacos benzonidazol e nifurtimox sdo altamente reativos e de baixa especificidade, sendo
capazes de afetar também alguns sistemas do paciente, contribuindo para o surgimento de
diversos efeitos colaterais que levam a interrup¢do do tratamento em 20,0 — 30,0% dos casos.
Os efeitos mais comuns observados em 30 — 70% dos pacientes durante o tratamento com
nifurtimox sdo as manifestacdes gastrointestinais, tais como, dores abdominais, nduseas,
vOmitos e anorexia que induz a perda de peso. J4 os efeitos mais comuns observados durante
o tratamento com benzonidazol sdo as dermatites com erupcdo cutdnea (ocorre
preferencialmente entre o 7° e 10° dia de tratamento), polineuropatia periférica, angiodemas e

depressao da medula 6ssea (DIAS et al., 2009; BERN, 2016).

Considerando a gravidade da situacdo, a baixa quantidade e efetividade dos farmacos
disponiveis, fica evidente que a busca por novos agentes anti-7rypanosoma cruzi é necessaria
para aumentar o arsenal de drogas atualmente disponiveis para tratar a doenca de chagas
(DIAS et al., 2009; COURA, BORGES-PEREIRA, 2011; BERN, 2016; CHATELAIN,
2017). Assim, diversas pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de obter novos agentes
tripanocidas que possuam um potencial farmacoldgico mais satisfatério do que o
benzonidazol e o nifurtimox, ou seja, que apresentam maior eficidcia na fase cronica da
doenca, menor toxicidade e maior seletividade, além de serem ativos contra as cepas mais
resistentes (DIAS et al., 2009; URBINA, 2010; CERECETTO, GONZALEZ, 2010; COURA,
BORGES-PEREIRA, 2011; URBINA, 2015; BERN, 2016; CHATELAIN, 2017;
CHATELAIN, 2017; FIELD et al., 2017).
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Desde a elucidag@o do genoma e o conhecimento do metabolismo do 7. cruzi, varias

pesquisas estdo sendo conduzidas com o intuito de identificar alvos especificos em vias
metabdlicas que sdo importantes para o parasito, como por exemplo, a inibi¢do das enzimas
da via glicolitica (MELOS, ENCHERRAVIA, 2012), inibidores da biossintese de ergosterol
(URBINA, 2010; BERN, 2016) e inibidores da cisteino-protease cruzipaina (DU e al., 2002).
Por exemplo, a Figura 10 ilustra os compostos posaconazol € o fosravuconazol (também
conhecido como E1224; um pré-farmaco de ravuconazol) que estdo em fase II de testes
clinicos, devido ao seu potencial em inibir a biossintese de ergosterol (URBINA, 2010;
BERN, 2016). Entretanto, os resultados clinicos evidenciaram que apesar do posaconazol
apresentar perfil favordvel de seguranga e toxicidade, ele falhou em induzir cura

parasitolégica em cerca de 90% dos pacientes tratados (MOLINA ez al., 2014).

A Figura 10 também ilustra outros dois compostos em ensaios clinicos que sdo o
flexinidazol (fase II- NCT02498782) e o carvedilol (fase IV- NTC01557140), avaliados na
forma crénica indeterminada e na cardiomiopatia chagdsica, respectivamente (FIELD et al.,

2017; BOTONI, 2007).

Figura 10: Compostos em fase de estudo clinicos para o tratamento da doenca de chagas.
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1.3. Metais na medicina

1.3.1. Complexos metélicos na clinica médica

No organismo humano, existem {ons metdlicos que sdo essenciais ao seu
funcionamento, tais como Ca**, Na*, K*, Mg**, Fe**, Cu® e Zn** que desempenham fungdes
importantes em muitos processos biolégicos. Como exemplo, o ferro presente na
hemoglobina é parte fundamental para o transporte de oxigénio. Além disso, o uso de ions
metalicos e seus compostos na clinica médica é agora bem estabelecido e podemos citar os
complexos de ouro, platina, ferro, antimonio e prata que sdo utilizados no tratamento da artrite
reumatoide, cancer, hipertensdo, leishmaniose e infeccdes da pele devido a queimaduras,

respectivamente (BERALDO, 2005; BENITE, MACHADO, BARREIRO, 2007).

Além destes, os compostos de bismuto funcionam como antidcido, antidiarreico,
antiulceroso e na erradicacdo do Helicobacter pylori, e o carbonato de lantanio atua no
controle da hiperfosfatemia em pacientes com doenca renal cronica. Ressalta-se também que
0s compostos inorganicos sao empregados na clinica médica como agentes de diagndstico e
imagem, como por exemplo, os complexos de gadolinio e manganés que sdo utilizados como
agentes de contraste em ressonancia magnética e os compostos de bario e iodo usados na
obtencdo de imagens de raios X, além disso, tem-se os radiofarmacos para diagnéstico (**™Tc)
e terapia ('°°Re) na medicina nuclear. A Figura 11 ilustra alguns compostos inorginicos

utilizados como farmacos terapéuticos ou agentes de diagndstico.

Considerando o grande potencial farmacoldgico dos compostos de coordenagdo, ha
uma grande variedade de pesquisas sendo conduzidas ou que ja foram concluidas, dentre as
quais se destacam os complexos de platina, palddio, ruténio, rénio, cobalto, zinco, vandadio,
gélio e cobre (ORVIG, ABRAMS, 1999; FARREL, 2002; BERGAMO, 2002; THOMSON,
ORVIG, 2003; ZANG, LIPPARD, 2003; FONTES, CESAR, BERALDO, 2005;
DEMICHELE, FREZARD, 2005; FRICKER, 2006; FRICKER, 2007; GAROUIS,
HADJIKAKOU, HADIJILIADIS, 2009; RODRIGUES, RUGGIERO, GUERRA, 2009; CHE,
SIU, 2010; BERGAMO, 2012; NEVES, VARGAS, 2011; CHITAMBAR, 2012; BARRY,
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SADLER, 2013; WARAD et al., 2013; HUANG et al., 2014; MEDICI et al., 2015;
DILRRUBA, KALAYDA, 2016; CHEFF, HALL, 2017).

Figura 11: Complexos utilizados como farmacos terapéuticos ou agentes de diagndstico.
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Fonte: A autora

1.3.2. Complexos metélicos promissores para o cancer e a doenca chagas

Aqui pretende-se relatar alguns compostos promissores para serem utilizados contra o
cancer e a doenga de chagas. Com relacdo aos novos farmacos, € desejavel que apresentem
maior eficdcia, menor toxicidade, além de serem ativos frente as células ou cepas resistentes.
Ressalta-se também que em alguns casos hd uma necessidade de repor o arsenal de drogas que

foi perdido. Neste sentido, varios complexos com diferentes centros metalicos estdo em fase
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de testes clinicos como, por exemplo, os complexos de palddio [TOOKAD® soldvel], gdlio

[KP46] e ruténio [NAMI-A], ilustrados na Figura 12.

Figura 12: Compostos metalicos em fase de testes clinicos.
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Fonte: A autora.

O complexo de paladio (TOOKAD® soliivel) progrediu para a fase III de ensaios
clinicos, visando o tratamento fotodindmico do cancer de prostata (AZZOUZI et al., 2015). J&
o complexo de gélio (KP46), apresenta formulagdo oral e estd na fase I/II para o tratamento de
tumores solidos (renal, ovdrio, estbmago e glandula pardtida) ndo apresentando até o
momento efeito colateral grave (CHITAMBAR, 2012; DABROWIAK, 2017). O NAMI-A foi
o primeiro complexo de ruténio a participar de ensaios clinicos e completou fase II
demonstrando eficicia em inibir o processo metastitico (BERGAMO, 2002; BERGAMO,
2012; IRACE et al., 2017).

A Figura 13 ilustra complexos de ouro(IlI) contendo ligantes N,N- doadores derivados
da 2,2-bipiridina, que foram sintetizados e avaliados contra células tumorais de cincer de
ovario (A2780) e sua linhagem resistente a cisplatina (A2780cisR). Os resultados obtidos
mostraram valores de ICsy bons a moderados, sendo que o complexo com o substituinte metil
foi o mais ativo na linhagem resistente e a auséncia de resisténcia cruzada sugere que o

mecanismo de acdo e captacdo ndo ocorre através do DNA (CASINI e al., 2010).

A atividade antitumoral in vivo dos complexos ilustrados na Figura 14 foi avaliada
contra células de carcinoma Hep3B e os estudos mostraram uma inibi¢do significativa do
crescimento tumoral, sendo que a diminui¢do do tumor pelo complexo de platina e palddio foi

cerca de 9 e 3 vezes mais eficiente que o grupo de controle (WHANG et al., 2016)


https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22James+C.+Dabrowiak%22
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Figura 13: Complexos de ouro(IIl) com potencial antitumoral.
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Figura 14: Complexos de palddio e platina com potencial antitumoral

Fonte: A autora

Estudos envolvendo o mecanismo de interacdo com o DNA foram realizados para os
complexos de Ruténio exibidos na Figura 15, e os dados obtidos sugerem que esse
mecanismo ocorre via intercalagdo, além de possiveis interagcdes eletrostdticas em alguns
casos. Estes complexos também foram efetivos na inibi¢do de duas proteases (catepsinas B e
S) que estao diretamente relacionadas com o desenvolvimento e progressao do cancer, além
disso, estes compostos apresentaram atividade citotéxica moderada em células tumorais

(HeLa) (KLJUN et al., 2013).

Complexos de platina(Il) contendo derivados de tiosemicarbazona (Figura 16) foram
avaliados contra as formas epimastigota e tripomastigota do 7. cruzi e os dados obtidos

revelam que estes compostos apresentaram atividade similiar ou superior aos farmacos



benzonidazol e nifurtimox (VIEITES er al., 2009). Desta forma, os complexos de palddio

andlogos também exibiram resultados promissores (OTERO et al., 2006).

Figura 15: Complexos de ruténio com potencial antitumoral.
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Figura 16: Complexos de platina com potencial anti-Trypanosoma.

Fonte: A autora.
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Outro exemplo bem relevante sd@o os complexos de ouro da Figura 17, que foram
avaliados in vitro contra a forma amastigota do 7. cruzi, e exibiram resultados interessantes,

sendo um candidato promissor para outros estudos (MAIA et al., 2017).

A atividade tripanocida dos complexos de palddio ilustrados na Figura 18 foi avaliada
contra as formas epimastigota e amastigota do 7. cruzi e os estudos in vitro mostraram que
estes compostos foram mais ativos do que benzonidazol na forma intracelular e exibiram um
indice de seletividade maior do que 10, indicando que os mesmos sio candidatos promissores

para estudos in vivo (VELASQUEZ et al., 2016).

Figura 17: Complexos de ouro com potencial anti-Trypanosoma.

GYYVW CYYV /YV

\*Q@ WJQ 2@

R'=CH; R*= C,Hg; Rl =R’=(CH,)s; R'=R’= (CHZ)G; R'=R%*=CHj3; R‘ = R2 = n-propil.
: prop

Fonte: A autora.

Figura 18: Complexos de palddio com promissora atividade tripanocida.
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O ligante clotrimazol apresenta atividade inibidora da enzima citocromo P450 e
quando complexado com ruténio(Il), como mostra a Figura 19, apresenta resultado

tripanocida bastante promissor. O complexo (a) foi avaliado contra a forma epimastigota do 7.
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cruzi e os estudos in vitro mostraram que este composto apresenta elevada atividade
tripanocida, sendo 58 vezes mais ativo do que o ligante clotrimazol (MARTfNEZ et al.,
2012). O complexo (b) foi avaliado contra a forma epimastigota do 7. cruzi e apresentou valor
de ICsy igual a 0,25 pmol L', sendo cerca de seis vezes mais ativo do que o ligante
clotrimazol. Além disso, o complexo (b) apresentou um indice de seletividade igual a 31 e

uma atividade tripanocida cerca de trinta vezes maior do que o farmaco de referéncia

nifurtimox (ARCE et al., 2015).

Figura 19: Complexos de ruténio com promissora atividade tripanocida.
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Fonte: A autora.

1.4. O cobre como recurso na luta contra o cancer e a doenga de chagas

O cobre é um micronutriente essencial para todos os organismos aerdbios, sendo
vastamente empregado como um cofator catalitico ou como um componente estrutural de
proteinas, além de possuir a homeostase fortemente regulada e estar envolvido em varias
fungdes bioldgicas, tais como o metabolismo de energia, transporte de oxigénio, atividade
enzimadtica, sinalizacao celular e sintese do DNA (SANTINI et al., 2014; LOPES et al., 2013
e TISATO et al., 2010). O cobre € o terceiro elemento de transicdo mais abundante no corpo
humano e por ser um metal endégeno essencial, ¢ um bom candidato para a sintese de

compostos de coordenacgdo, assim quando combinado com outros elementos e/ou compostos
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organicos, apresenta trés estados de oxidacdo (1+, 2+ e 3+), sendo que o mais comum € o

2+ (TISATO et al., 2010).

O ion cobre(Il) apresenta configuragdo eletrOnica [Ar]3d°, com um elétron
desemparelhado que permite transi¢des eletronicas internas d-d. Os complexos de cobre(Il)
sdo paramagnéticos e normalmente coloridos, azuis ou verdes, em funcdo destas transicdes. A
camada d incompleta possibilita a hibridizagdao e, por isso, os complexos de cobre(Il)
apresentam geometrias bastante variadas. O nimero de coordenagdo do cobre(Il) varia entre 4
e 8, sendo que os mais predominantes sdao 4 (quadrado planar), 5 (bipiramide trigonal ou

pirdmide de base quadrada) e 6 (octaédrica distorcida ou tetragonal) (SANTINI et al., 2014).

Os complexos metalicos com geometria octaédrica de {ons & ed (spin alto) sdo
frequentemente distorcidos, de modo que o comprimento das duas ligacdes axiais podem ser
mais curtas (octaedro comprimido) ou mais longas (octaedro alongado), do que aquelas
encontradas no plano equatorial. Este comportamento é conhecido como distor¢des de Jahn-
Teller ou tetragonais e sdo acompanhadas de uma variacao na simetria (Oy para Dy4y) € de um
desdobramento dos conjuntos de orbitais #,, (menor energia) e e, (maior energia). Quando as
ligacdes axiais estdo alongadas os orbitais d que possuem componente no €ixo z sao
estabilizados, enquanto os demais sdo desestabilizados. Devido ao efeito Jahn-Teller, os
complexos de cobre(Il) com numero de coordenacdo 6, sdo apreciavelmente distorcidos,
provocando o aparecimento de mais de uma banda de absor¢do que se sobrepdem, gerando
uma banda d-d assimétrica. Os sais metdlicos de Cu’* sdo extremamente versateis,
apresentando elevada reatividade, alta disponibilidade, baixo custo e alta solubilidade, além

de serem facilmente manipulados (SILVA et al., 2011; SILVA, 2009).

Considerando as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do metal, varios complexos
de cobre(Il) tém sido delineados com o intuito de avaliar seu potencial bioldgico e propor
novos farmacos para diversas enfermidades (CODITA et al, 2010; GRASS, RENSING,
SOLIOZ, 2011; LI et al., 2011; TIAN, 2012; PRAMANIK et al., 2012; CHATTERIJEE et al.,
2012; TABASSUM et al., 2012; MARTINS et al., 2012; SOUSA et al., 2012; THEKKAE
PADIL, CERNIK, 2013; USMAN et al., 2013; BAGCHI et al., 2013; OUYANG et al., 2013;
STAROSTA et al., 2013; CHUDZIK et al., 2013; PATEL et al., 2013; GZIUT et al., 2013;
BARRY, SADLER, 2013; LOPES e al, 2013; BARRY, SADLER, 2014; WARAD et al,
2013; HUANG et al., 2014; FERNANDES et al., 2014; KHARADI, 2014; GIANNOUSI et
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al., 2014; MEDICI et al., 2015; ALMEIDA et al., 2015; DILRRUBA, KALAYDA, 2016;
CHEFF, HALL, 2017).

Mais especificamente, a possivel aplicacio de complexos de cobre como
quimioterdpicos € tema de grande interesse, principalmente os complexos de cobre contendo
ligantes N,N-doadores que sdo reconhecidos como nucleases sintéticas que facilitam o
processo de intercalacdo ao DNA (CHEN, SIGMAN, 1986; GALLAGHER et al., 1996). Por
exemplo, o complexo [Cu(phen),]" é capaz de clivar o DNA, uma vez que sua espécie
reduzida liga-se a por¢do do sulco menor do DNA e quando combinado com o oxigénio
molecular induz a cisdo da cadeia por oxidacdo do esqueleto ribose, inibindo o crescimento
das células tumorais (ZHANG et al., 2012; SILVA et al, 2011). Estudos demonstraram que a
presenca do ligante 1,10-fenantrolina nos complexos metalicos, pode aumentar a taxa de
entrada do mesmo nas células tumorais e induzir o processo de apoptose através da inibi¢ao
da atividade do proteassoma, assim os complexos terndrios contendo 1,10-fenantrolina podem
ser bons agentes antitumorais, além de atuarem no sistema de clivagem do DNA (ZHANG et
al., 2012). Nesse aspecto, um grande nimero de complexos de cobre foram sintetizados e
avaliados perante o seu potencial antitumoral, sendo que muitos destes complexos tém
demonstrado resultados promissores na inibi¢io do crescimento das células tumorais (RUIZ
et al., 2007; GARCIA-GIMENEZ et al., 2009; PATRA et al., 2009; MARZANO et al., 2009;
TISATO et al, 2010; SILVA et al., 2011; BORTOLOTTO et al, 2011; SERMENT-
GUERREIRO et al., 2011; SANTINI et al., 2014; IGLESIAS et al., 2014; CORREIA et al.,
2015; KIRAN et al, 2015; MA et al, 2015; GURUMOORTHY et al, 2015;
ABDOLMALEKI et al., 2016; CASTILLO et al., 2016).

Por exemplo, complexos de cobre(Il) com derivados de terpiridina apresentaram baixa
toxicidade em células normais e boa atividade citotoxica contra células tumorais de
adenocarcinomas de pulmdo e cancer de mama (RAJALAKSHMI er al, 2011;
MANIKANDAMATHAVAN et al., 2012; RAJALAKSHMI et al., 2012).

Uma classe promissora sdo as Casiopeinas®, que sdo uma mistura de complexos
ternarios de cobre(Il) contendo ligantes N, N-doadores (1,10-fenantrolina, 2,2-bipiridina e seus
derivados) e ligantes do tipo N,0- ou O,0O-doadores, tais como aminoacidos, peptideos,
acetilacetonato ou salicilaldeidato (BRAVO-GOMEZ et al., 2013). Estes complexos exibem

atividade citostdtica, citotoxica e anti-neopldsicas com resultados promissores para a
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aplicacdo como drogas antitumorais (RUIZ-AZUARA, BRAVO-GOMEZ, 2010;
KACHADOURIAN et al., 2010). A Figura 20 ilustra uma série de Casiopeinas® que foram
avaliadas in vitro e in vivo e apresentaram resultados antitumorais promissores. Os resultados
confirmaram que as Casiopeinas clivam o DNA, por um mecanismo de radicais livres e
também  produzem  fortes mudancas na  estrutura protéica da  tubulina,
integrina e fibronectina (BECCO, 2012). Além disso, como os farmacos antitumorais
interagem de forma eficiente com o DNA, as Casiopeinas® também exibem atividade

tripanocida (in vitro) com valores de ICsg similares ao Nifurtimox (BECCO, 2012).

Figura 20: Complexos de cobre(Il), Casiopeinas, com potencial antitumoral e tripanocida.
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Fonte: A autora.

Os complexos de cobre(Il) contendo 1,10-fenantrolina (phen) e derivados
nitroaromaticos de bases Schiff, ilustrados na Figura 21, foram avaliados contra sete
linhagens de células tumorais U251 (melanoma), MCF7 (cancer de mama), NCI / ADR-RES
(cancer de ovdrio resistente), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmao), PC-3 (préstata), HT29
(colorretal) e uma linhagem celular normal (HaCaT). Os resultados mostraram que ambos
complexos apresentaram atividade citostatica em todas as linhagens, como também atividade
citotoxica em alguns casos. Além disso, os complexos foram mais ativos do que suas
respectivas bases Schiff, com valores de ICs variando entre 0,2 e 1,9 pmol L. Embora esses
valores sejam superiores ao farmaco de referéncia (doxorrubicina), os ensaios realizados na
célula normal mostraram que estes complexos sdo mais seletivos na maioria das linhagens,
indicando que estes compostos sdo promissores agentes antitumorais € bons candidatos para
estudos in vivo (MARTINS, 2017). Adicionalmente, a atividade tripanocida destes compostos
foi avaliada, porém apenas o complexo (a) apresentou resultados promissores, com valor de

ICsp 1gual a 0,94 pmol L', sendo mais ativo do que benzonidazol e seus respectivos ligantes
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livres, mais especificamente cerca de treze vezes mais ativos do que o benzonidazol e a sua

respectiva base Schiff.

A Figura 22 ilustra outros exemplos bem interessantes, que sdo os complexos de
cobre(Il) com norfloxacina e 1,10-fenantrolina ou 2,2-bipiridina, que apresentaram um bom
indice de seletividade e atividade tripanocida semelhante ou superior ao benzonidazol

(MARTINS et al., 2016).

Figura 21: Complexos terndrios de cobre(Il) que apresentam potencial antitumoral e

tripanocida.
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Figura 22: Complexos de cobre(Il) com norfloxacina e N,N-doadores que apresentaram

promissora atividade anti-7rypanosoma cruzi.
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De fato, os complexos terndrios de cobre contendo 1,10-fenantrolina ou derivados tém

sido amplamente investigados como agentes quimioterdpicos, variando-se o segundo ligante
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na tentativa de aperfeicoar a sua atividade e reduzir a sua toxicidade. Neste aspecto, as
hidrazidas (R-CO-NH-NH,) representam uma boa op¢do como segundo ligante, devido ao seu
amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo antimicobacteriana, antifingica,
antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatdria, tripanocida e antitumoral, dentre outras

(ROLLAS, KUCUKGUZEL, 2007; NARANG, et al., 2012; BINGUL, 2016).

Assim, complexos terndrios de Cu(Il) contendo hidrazidas e 1,10-fenantrolina,
ilustrados na Figura 23, foram avaliados contra uma linhagem celular tumoral de leucemia
mieldide cronica (K562). Os resultados mostraram que estes complexos sdo ativos, com
valores de ICsy variando entre 1,5 e 4,2 pumol L, dependendo do periodo de incubacgao
(SILVA et al., 2014). Estes complexos sdo capazes de entrar nas células e inibir crescimento
celular de forma dependente da concentracdo, com uma atividade superior aos seus
respectivos ligantes livres. A substitui¢cdo da hidrazida do 4cido 2-tiofenocarboxilico (Shyd)
pela hidrazida do acido 2-furdico (Ohyd) aumenta a atividade, mas a substitui¢do da phen pela
bipy diminui os valores de ICsy, evidenciando a potencialidade dos complexos ternérios de
cobre com phen (SILVA et al., 2014). Estudos envolvendo DNA também foram realizados, a
fim de correlacionar com os dados de atividade citotdxica, € os resultados mostraram
simultaneamente a induc¢do do efeito hipocromico com leve deslocamento batocrOmico
indicando que ocorre a interacdo com o DNA (SILVA et al., 2014). Além disso, foi relatado
um aumento na atividade de clivagem do DNA, quando estes complexos sdo expostos a luz

UV, sugerindo que ambos tém um grande potencial farmacolégico (SILVA et al., 2014).

Figura 23: Complexos terndrios de cobre(Il) contendo hidrazidas.
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Considerando a atividade antitumoral de complexos de cobre e os estudos

envolvendo hidrazidas, acreditamos que a associacdo entre a sintese e a avaliacdo bioldgica de
novos compostos pode conduzir a descoberta de potenciais firmacos e neste aspecto, as
hidrazidas sdo bastante interessantes para serem utilizadas como ligantes na obtencdo de
metalofarmacos. Hidrazidas (R-CO-NH-NH;) e derivados t€ém despertado grande interesse,
pois apresentam uma ampla variedade de propriedades bioldgicas, incluindo
antimicobacteriana, antifiingica, antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatdria, tripanocida e
antitumoral, dentre outras (ROLLAS, KUCUKGUZEL, 2007; NARANG, et al, 2012;
BINGUL, 2016). Estudos publicados pelo nosso grupo de pesquisa relataram que os
complexos metélicos contendo hidrazidas apresentam um potencial antitumoral, sendo que os
ensaios conduzidos in vitro mostraram que os mesmos sa0 mais ativos que os farmacos
empregados na clinica médica para o tratamento do cancer (FONTES et al., 2004; SOUZA et
al., 2013; RODRIGUES et al., 2015).

Curiosamente, parece haver uma correlacdo entre as atividades antitumoral e anti-
trypanosoma, uma vez que as vias metabdlicas destes parasitas cinetoplastideos sdo
supostamente semelhantes as aquelas presentes em células tumorais, além disso, sabe-se que
os compostos que interagem eficientemente com o DNA podem ser ativos contra
Trypanosoma cruzi (BECCO et al., 2012; GAMBINO, 2011; FARRELL, WILLIAMSON,
MCLAREN, 1984; KINNAMON, STECK, RANE, 1979). Apesar de alguns complexos de
cobre apresentarem resultados tripanocida promissores, ainda existem poucos relatos na
literatura e até onde sabemos a atividade anti-trypanosoma de complexos de cobre com
hidrazidas ainda ndo foi investigada. Assim, na tentativa de ampliar o potencial farmacoldgico
dos complexos contendo hidrazidas e N,N-doadores, este trabalho relata a sintese,

caracterizacdo e avaliacdo bioldgica de complexos ternérios de cobre(1l).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Tendo em vista o potencial farmacoldgico de complexos de cobre(Il) com hidrazidas e
bases heterociclicas, este trabalho tem como finalidade, sintetizar, caracterizar e avaliar o

potencial antitumoral e anti-chagdsico de novos complexos ternérios de cobre(Il).

2.2. Objetivos especificos

1) Sintetizar novos complexos terndrios de cobre(1l) contendo hidrazidas e ligantes N, N-

doadores.

i1) Caracterizar os complexos sintetizados por andlise elementar, medidas de
condutividade, difracdo de raios X por monocristal, espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletronica (RPE), espectrometria de massas em alta resolu¢do com
ionizacdo por electrospray (HRESIMS), espectroscopia de UV-Vis e

infravermelho.

iii) Avaliar a estabilidade, por espectroscopia de UV-Vis, de alguns complexos

selecionados.

iv) Determinar os valores de ICsy destes complexos e de seus respectivos ligantes, em

c€lulas tumorais.

v) Determinar o mecanismo de morte celular e realizar estudos de interacdo com o DNA,

para alguns compostos selecionados.

vi) Avaliar a atividade tripanocida destes complexos, bem como a de seus respectivos

ligantes.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solventes

Os sais metdlicos e ligantes empregados neste trabalho foram obtidos comercialmente
(Sigma-Aldrich) e utilizados como adquiridos. Os solventes foram obtidos comercialmente,
com grau de pureza analitico, de procedéncia Sigma-Aldrich/Vetec e foram utilizados sem
tratamento prévio. A Tabela 1 apresenta informagdes sobre os reagentes e solventes utilizados

neste trabalho.

Tabela 1: Informacdes sobre os reagentes e solventes utilizados durante a sintese e

caracterizacdo dos complexos em estudo.

Nome do reagente ou solvente Férmula Massa Procedéncia
Molecular molar
(g mol ™)
Perclorato de cobre(Il) hexaidratado CuOCl,-6H,O0 370,53 Sigma-Aldrich

1,10-fenantrolina monohidratada (phen) C;,HsN,-H,O 198,24 Sigma-Aldrich

2,2’-bipiridina (bipy) C,0HgN> 156,19 Sigma-Aldrich
4-4’-dimet6xi-2,2’-bipiridina (dmb) C2H N> O, 216,24 Sigma-Aldrich
benzil-hidrazida (BH) C;HgN>,O 136,15 Sigma-Aldrich
2-cloro-benzil-hidrazida (2-CH) C,H,CIN,O 170,60 Sigma-Aldrich
2-metoxi-benzil-hidrazida (2-MH) CsH1oN>O, 166,18 Sigma-Aldrich
4-cloro-benzil-hidrazida (4-CH) C;H;CIN,O 170,60 Sigma-Aldrich
4-metoxi-benzil-hidrazida (4-MH) CsHoN>O, 166,18 Sigma-Aldrich
4-nitro-benzil-hidrazida (4-NH) C;H7N503 181,15 Sigma-Aldrich

4-fluoro-fendxiacetico-hidrazida (4-FH) CgHoFN,0, 184,17 Sigma-Aldrich

Metanol CH;0H 32,04 Sigma-Aldrich/Vetec
Acetonitrila CH;CN 41,05 Sigma-Aldrich/Vetec
Dimetilsulf6xido (CH3),SO 78,13 Sigma-Aldrich/Vetec

Eter etilico C4H,00 74,12 Sigma-Aldrich/Vetec
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3.2. Instrumentagao
3.2.1. Analise elementar (CHN)

A andlise quantitativa dos teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio foi realizada no
laboratério Multiusudrio do IQ-UFU utilizando um analisador elementar CHNS/O, modelo

2400 (serie 2) da Perkin-Elmer.
3.2.2. Analise condutimétrica

As medidas de condutividade molar dos complexos foram efetuadas a temperatura
ambiente, utilizando-se um condutivimetro modelo Tec-4MP da Tecnal com constante de
célula de 1,03 cm ™ As medidas foram realizadas em solucdes de concentragdo 1 x 10~ mol
L previamente preparadas em metanol ou acetonitrila de grau espectroscopico (Sigma-
Aldrich). A condutividade dos solventes foi de 2,13 uS cm ' para o metanol e 4,08 uS cm

para a acetonitrila.

3.2.3. Difracao de raios X

A coleta de dados dos feixes de raios X difratados, para os complexos 1 e 9, foi
realizada a temperatura ambiente (296 K) usando a radiacio MoKa (A = 0,71073A) em um
difratobmetro Bruker APEX II Duo, instalado no Instituto de Quimica de Sao Carlos da
Universidade de Sao Paulo, em colaboracdo com o Prof. Dr. Victor M. Deflon e o Prof. Dr.
Pedro Ivo da Silva Maia do Instituto de Ciéncias Naturais, Exatas e Educacio da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro. Procedimentos padronizados foram aplicados
para a redugdo dos dados e corre¢do por absorc@o. As estruturas foram resolvidas utilizando
Métodos Diretos com o programa SHELXS-97 (SHELDRICK, 1997). Apés a resolugdo
estrutural, obteve-se o mapa de densidade eletronica com a posicdo dos datomos nao
hidrogendides dos compostos em estudo. Os modelos foram refinados pelo método dos
Minimos Quadrados, usando matriz completa, através do programa SHELXL-2014
(SHELDRICK, 2014). No complexo 1 foi observado durante o refinamento a presenca de
desordem ocupacional dos dtomos de oxigénio dos grupos percloratos, cujas coordenadas
atdmicas foram refinadas em duas posicoes diferentes. Os dtomos de hidrogénio foram
posicionados estereoquimicamente de acordo com modelo rigido e foram refinados

isotropicamente com um parametro térmico 20% maior do que o parametro de deslocamento
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isotrépico equivalente do d&tomo ao qual estdo ligados. Esta porcentagem foi marcada como
50% para os dtomos de hidrogénio dos grupos metil e hidroxila. Os demais dtomos foram
refinados anisotropicamente. O programa MERCURY 2.4 (MACRAE et al., 2006) foi
utilizado para andlise e elaboracao das representacdes graficas das estruturas. A representacdo
MERCURY ¢ uma visualizagdo alternativa do empacotamento cristalino que permite a

identificacdo e representacao das interacdes intermoleculares e contados préximos.

3.2.4. Espectroscopia de ressonincia paramagnética eletronica (RPE)

Os espectros de RPE foram registrados no espectrometro da Bruker, modelo EMX,
operando na banda X (v = 9,50 GHz) com poténcia de 20 mW e modulacdo de frequéncia de
100 kHz a baixa temperatura (77K). As medidas foram feitas no estado solido e em solugdes
metandlicas congeladas em tubos de quartzo da marca Wilmad. DPPH (o,0’'—difenil-f-
picrilhidrazil; g = 2,0036) foi usado como calibrador de freqiiéncia para todas as amostras.
Estas analises foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, em

parceria com a Prof* Dr". Ana Maria da Costa Ferreira.

3.2.5. Espectrofotometria de absor¢do na regidao do UV-Vis e reflectancia difusa

Os espectros de absorbancia na regido do UV-Vis e reflectancia difusa foram obtidos
utilizando-se um espectrofotometro Shimadzu UV-2501 PC. As andlises no estado sdlido
foram realizadas utilizando o acessorio de reflectancia difusa e o sulfato de bario como
referéncia. Os espectros em solucio foram realizados em concentragdes 1 x 10~ mol L™ e por
volta de 1 x 102 mol L™'. O comportamento em solucio aquosa, para alguns complexos
selecionados, foi avaliado utilizando o solvente DMSO e uma solugdo tampao fosfato de
sédio 0,10 mol L™ (Na,HPO, 0,061 mol L™, NaH,PO, 0,039 mol L") pH 7,3. As amostras
foram preparadas utilizando uma mistura de tampao fosfato / DMSO 0,1% e os espectros

foram registrados em diferentes intervalos de tempo até 6 ou 24 horas.
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3.2.6. Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais no infravermelho para os complexos e ligantes livres foram
obtidos utilizando-se um espectrofotdometro FT-IR Frontier Single Range — MIR da Perkin-
Elmer. As analises das amostras foram realizadas no estado solido, utilizando o acessério de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, na regido compreendida entre

4000 e 220 cm ' com resolugdo de 4 cm .

3.2.7. Espectrometria de massas em alta resolucdo com ionizagdo por electrospray

(HRESIMS)

Os espectros de massas (EM) foram obtidos utilizando um espectrometro de massas de
alta resolu¢do micrOTOF-Q II (Bruker Daltonics), com ionizac¢do por electrospray (ESI), em
colaboracdo com o Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto - USP) e o Prof. Dr. Marcos Pivatto (IQ-UFU). As amostras foram
solubilizadas em metanol/dgua (9:1 ou 7:3, v/v) e introduzidas utilizando seringa (100 uL),
adaptada a uma bomba de infusdo direta com fluxo de 5 uL min . Os dados foram adquiridos
no modo positivo. Os valores tedricos para os complexos carregados foram calculados

utilizando o software ChemDraw Ultra 12.0.

3.3. Sintese dos complexos

Os complexos terndrios de cobre(Il) foram preparados em duas etapas. Na primeira
etapa o perclorato de cobre(Il) hexaidratado ou Cu(ClOy),* 6H,0 (0,125 mmol, 0,0463g) foi
dissolvido em 2 mL de metanol, sob agitacdo. Posteriormente, adicionou-se a esta solucao
0,125 mmol da respectiva hidrazida, previamente dissolvidos em uma quantidade minima de
metanol. A mistura foi mantida a temperatura ambiente e sob agitacdo constante por duas
horas. Na segunda etapa foi adicionado in situ (gota a gota) 2 mL de uma solucio
metanolica do ligante N,N-doador (0,125 mmol) e a mistura foi mantida a temperatura
ambiente e sob agitacdo constante por dois dias. Apds 48 horas, observou-se a formagao de
sOlidos azuis que foram isolados, lavados com metanol e éter etilico e secos sob pressao

reduzida. Os ligantes 4-NH (hidrazida) e dmb (N,N-doador) foram suspensos em 3 mL de
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metanol e posteriormente adicionados. O esquema 1 ilustra a representacdo da rota de

sintese do complexo 1.

Esquema 1: Representacdo da rota de sintese do complexo 1.

phen

F 0CIO;

o 0| = Lo
Cu(ClOy), . 6 HyO 1 e . Toiereligin e N j\ /C\ (]
i 5 5 + —_— nermediarilgp ————» =

u(ClOy); . 6 Hy oﬁ) ta/2h MeOH/ t.a./ 48 h [ - @
#

NH D/ OCIO,

HZN/ o 7
4-FH Complexo 1

Complexo 1 ou Cu(4-FH)(phen)(ClOy4),

M.M.: 626,82 g mol!. Rendimento: 75%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (CyoH;7Cl,CuFN4Oy0): C, 38,32; H, 2,73; N, 8,94%; Encontrado: C, 38,68; H, 2,77; N,
8,90%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 426,0555 [M — 2ClO, — H]" (calculado para
[CaoH 16CuFN,O,]", 426,0548 (A 1,6 ppm)). IR (ATR) v (cm™'): 3258, 3201, 3166, 3125,
3089, 3070, 3023, 2972, 2953, 2916, 2899, 2850, 1741, 1656, 1592, 1544, 1530, 1511, 1432,
1370, 1323, 1293, 1254, 1223, 1159, 1140, 1100, 1087, 1038, 1006, 967, 925, 875, 851, 827,
795,781, 745,715, 653, 611, 581, 553, 505, 467, 439, 413, 369, 343, 307, 271, 245, 223. UV-
Vis (metanol), Amg (€) = 293 (1,1 x 10* mol™' L em™), 272 (3,5 x 10* mol ' L em™), 220 (3,7
x 10* mol' L cmﬁl), 640 (2,9 x 10" mol™' L cmﬁl), 610 (estado sdlido) nm. Condutividade
molar, Ay (metanol) = 188,45 S cm’ mol™'. ParAmetros de RPE (solu¢do congelada de

metanol): g, 2,063; g, 2,255; Ay, 185 x 10*em ™.

Complexo 2 ou Cu(4-FH)(dmb)(CIO4),*H,O

M.M.: 680,86 g mol '. Rendimento: 51%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C,oH23Cl,CuFN4O13): C, 35,28; H, 3,40; N, 8,23%. Encontrado: C, 34,85; H, 3,56; N,
7,81%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 462,0760 [M — 2ClO4 — H]" (calculado para
[CaoH20CuFN,O4]", 462,0759 (A 0,2 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3600, 3525, 3245, 3206,
3129, 3095, 3075, 3000, 2948, 2849, 1668, 1610, 1553, 1506, 1472, 1444, 1423, 1370, 1338,
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1321, 1287, 1265, 1242, 1227, 1216, 1066, 1045, 1026, 1009, 969, 920, 885, 858, 831, 777,

741, 624, 581, 564, 515, 477, 435, 411, 356, 275, 232. UV-Vis (metanol), s (€) = 299 (1,4
x 10* mol ' L cm™), 286 (1,7 x 10* mol ' L em™), 277 (1,8 x 10* mol ' L cm™), 229 (6,4 x
10*mol ' L em™), 635 (2,6 x 10" mol ' L cm ™), 607 (estado s6lido) nm. Condutividade molar,
Aw (metanol) = 176,01 S cm” mol'. Pardmetros de RPE (solug¢do congelada de metanol): g;

2,058; g, 2,244; A, 188 x 10 *em™.

Complexo 3 ou Cu(4-NH)(phen)(ClO4),*H,O

M.M.: 641,81 g mol '. Rendimento: 54%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C;9H7Cl,CuNsOy,): C, 35,56; H, 2,67; N, 10,91%. Encontrado: C, 35,95; H, 2,68; N,
10,92%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 423,0399 [M — 2ClO, -H]" (calculado para
[C1oH,4CuNs03]", 423,0387 (A 2,8 ppm)). IR (ATR) v (cm™): 3506, 3463, 3233, 3167, 3092,
3066, 3009, 2908, 1653, 1616, 1607, 1575, 1523, 1489, 1431, 1375, 1348, 1321, 1238, 1226,
1159, 1130, 1099, 1085, 1049, 1010, 980, 927, 908, 875, 869, 853, 738, 723, 705, 650, 615,
586, 489, 458, 434, 374, 312, 292, 250. UV-Vis (metanol), Amg (€) = 293 (2,2 x 10* mol ' L
cm'), 272 (5,6 x 10* mol ' L em ™), 224 (4,8 x 10*mol ' L em™), 632 (3.5 x 10" mol ' L cm™
1), 608 (estado sélido) nm. Condutividade molar, Ay (metanol) = 168,19 S cm” mol .

Parametros de RPE (solucdo congelada de metanol): g, 2,062; g/, 2,254; A, 183 x 10 *cm™!

Complexo 4 ou Cu(4-NH)(bipy)(ClO4),*H,0O

M.M.: 617,79 g mol '. Rendimento: 60%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C;7H;7Cl,CuNsOy,): C, 33,05; H, 2,77; N, 11,34%. Encontrado: C, 32,72; H, 2,36; N,
10,96%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 399,0393 [M — 2ClO4 — H]" (calculado para
[C17H14CuNs03]", 399,0387 (A 1,5 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3531, 3468, 3231, 3164, 3121,
3086, 3038, 2897, 2863, 1653, 1619, 1612, 1603, 1572, 1522, 1497, 1474, 1450, 1346, 1323,
1247, 1226, 1177, 1129, 1110, 1083, 1053, 1035, 1012, 970, 932, 906, 863, 851, 827, 781,
765, 730, 716, 665, 648, 617, 587, 411, 369, 343, 297, 280, 255, 226. UV-Vis (metanol), Amax
(€) =310 (2,4 x 10° mol ' L em ™), 298 (2,7 x 10* mol ' L cm™), 249 (3,0 x 10*mol ' L cm ™),
625 (1,3 x 10' mol™' L cm*]), 605 (estado sélido) nm. Condutividade molar, Ay (metanol) =
191,75 S cm” mol .
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Complexo 5 ou Cu(4-NH)(dmb)(ClO4), *H,O

M.M.: 677,84 g mol~!. Rendimento: 73%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C;9H,;Cl,CuNsOy4): C, 33,67; H, 3,12; N, 10,33%. Encontrado: C, 33,40; H, 2,97; N,
10,00%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 459,0606 [M — 2ClO4 — H]* (calculado para
[C19H 3CuNsOs]*, 459,0598 (A 1,7 ppm)). IR (ATR) v (cm '): 3600, 3520, 3243, 3178, 3128,
3082, 2998, 2963, 2898, 1653, 1608, 1570, 1557, 1525, 1495, 1472, 1441, 1417, 1344, 1321,
1285, 1255, 1227, 1122, 1087, 1061, 1040, 1013, 972, 930, 906, 871, 848, 839, 711, 655, 610,
586, 534, 482, 467, 428, 370, 348, 291, 244. UV-Vis (metanol), Amg, (€) = 299 (2,7 x 10" mol”
"Lem™), 287 (3,2 x 10° mol ' L em™), 229 (8,4 x 10°mol ' L em ™), 622 (7,1 mol ' L cm™),

604 (estado solido) nm. Condutividade molar, Ay (metanol) = 214,60 S cm? mol .

Complexo 6 ou Cu(BH)(phen)(ClO4),*H,0

M.M.: 596,82 g mol '. Rendimento: 32%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C9H;3CI,CuN4Oy): C, 38,24; H, 3,04; N, 9,39%. Encontrado: C, 38,33; H, 3,08; N,
9,34%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 378,0535 [M — 2ClO4 — H]" (calculado para
[C1oH,5CuN,4O]*, 378,0536 (A - 0,26 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3573, 3495, 3242, 3155,
3076, 2978, 2891, 1646, 1603, 1553,1522, 1490, 1433, 1367, 1349, 1320, 1222, 1145, 1088,
1062, 1022, 998, 930, 904, 877, 848, 799, 744, 720, 704, 692, 654, 623, 581, 489, 434, 350,
310, 278, 261, 237. UV-Vis (metanol), Ang (€) = 292 (9,0 x 10° mol ' L em ™), 271 (2,9 x 10*
mol 'L em™), 223 (3,7 x 10*mol ' L cm™), 606 (3,8 x 10" mol™' L em™), 593 (estado sélido)

nm. Condutividade molar, Ay; (metanol) = 147,97 S cm? mol .

Complexo 7 ou Cu(BH)(bipy)(ClO4),*H,0O

M.M.: 572,80 g mol!. Rendimento: 50%. Cor: Azul. Dados de anélise elementar calculado
para (C;7H;3C1,CuN4Oyo): C, 35,65; H, 3,17; N, 9,78%. Encontrado: C, 35,43; H, 3,34; N,
9,53%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 354,0534 [M — 2ClO4 — H]" (calculado para
[C17H,5CuN,4O]*, 354,0536 (A - 0,56 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3577, 3255, 3208, 3175,
3125, 3079, 2986, 2886, 1645, 1605, 1555, 1502, 1490, 1477, 1447, 1357, 1322, 1251, 1214,
1189, 1177, 1164, 1126, 1088, 1053, 1034, 1022, 999, 980, 930, 903, 894, 802, 769, 727, 702,
691, 666, 648, 613, 575, 463, 441, 411, 376, 302, 269, 259, 254, 245. UV-Vis (metanol), Amsx
(€) =310 (8,7 x 10° mol ' L em ™), 299 (9,7 x 10° mol ' L cm™), 238 (1,6 x 10*mol ' L cm ™),
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622 (2,6 x 10" mol™' L cmfl), 592 (estado solido) nm. Condutividade molar, Ay; (metanol)
= 154,05 S cm® mol .

Complexo 8 ou Cu(BH)(dmb)(ClO4),*2H,0

M.M.: 650,86 g mol!. Rendimento: 40%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C9H»4CI,CuN4Oy3): C, 35,06; H, 3,72; N, 8,61%. Encontrado: C, 35,39; H, 4,03; N,
8,55%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 414,0752 [M — 2ClO,; -H]" (calculado para
[C1oHoCuN,4O5]*, 414,0748 (A 0,96 ppm)). IR (ATR) v (cm): 3560, 3230, 3194, 3130,
3083, 3041, 2950, 2889, 1653, 1609, 1557, 1496, 1469, 1438, 1417, 1339, 1316, 1285, 1272,
1256, 1225, 1194, 1151, 1066, 1043, 1026, 932, 918, 908, 886, 872, 844, 834, 797, 742, 704,
692, 621, 590, 577, 534, 475, 444, 428, 392, 279, 242, 232. UV-Vis (metanol), Amsx (€) = 299
(9.2 x 10 mol 'L em ™), 287 (1,0 x 10* mol ' L em™), 277 (1,1 x 10* mol ' L em ™), 229 (5,8
x 10* mol ' L cmﬁl), 623 (4,0 x 10" mol' L cm*l), 612 (estado sdlido) nm. Condutividade

molar, Ay (metanol) = 158,26 S cm? mol .

Complexo 9 ou Cu(2-CH)(phen)(ClOy4),

M.M.: 613,25 g mol '. Rendimento: 21%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C9H;5sCl3CuN4Oy): C, 37,21; H, 2,47; N, 9,14%. Encontrado: C, 37,48; H, 3,05; N,
8,59%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 412,0148 [M — 2ClO, — H]" (calculado para
[C1oH4CICuN,O]*, 412,0147 (A 0,24 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3625, 3578, 3546, 3374,
3246, 3173, 3104, 3073, 2964, 2857, 1653, 1609, 1589, 1577, 1549, 1521, 1497, 1467, 1431,
1415, 1366, 1343, 1319, 1264, 1214, 1152, 1115, 1092, 1069, 1045, 1033, 1003, 960, 932,
905, 877, 855, 844,789, 745, 734, 720, 691, 654, 620, 602, 584, 511, 488, 462, 435, 373, 356,
311, 304, 275, 260, 248, 243, 231. UV-Vis (acetonitrila), Amgx (€) = 295 (1,7 x 10* mol' L
cm'), 272 (4,4 x 10* mol ' L em™), 224 (6,6 x 10*mol ' L ecm ™), 645 (2,8 x 10' mol ' L cm™

1), 622 (estado sdlido) nm. Condutividade molar, Ay (acetonitrila) = 298,86 S cm? mol .

Complexo 10 ou Cu(2-CH)(bipy)(ClOy4),

M.M.: 589,23 ¢ mol ', Rendimento: 24%. Cor: Azul. Dados de anlise elementar calculado
para (C;7H;sCl3CuN4Oy): C, 34,65; H, 2,57; N, 9,51%. Encontrado: C, 34,79; H, 2,43; N,
9,44%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 388,0150 [M — 2CIO4 — H]" (calculado para
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[C17H14CICuN,0]*, 388,0147 (A 0,77 ppm)). IR (ATR) v (cm ™ ): 3576, 3505, 3335, 3219,

3125, 3091, 2980, 1651, 1605, 1586, 1550, 1530, 1502, 1477, 1465, 1448, 1321, 1249, 1181,
1162, 1135, 1112, 1059, 1019, 978, 967, 929, 903, 891, 788, 767, 744, 728, 670, 650, 620,
583, 483, 465, 433, 410, 376, 358, 308, 285, 271, 255, 244. UV-Vis (acetonitrila), Angy (€) =
309 (7,8 x 10 mol ' L ecm™), 297 (9,4 x 10° mol ' L ecm™), 236 (1,9 x 10* mol ' L cm™), 196
(7,1 x 10*mol ' L ecm™), 626 (3,1 x 10" mol' L cm™), 586 (estado sélido) nm. Condutividade

molar, Ay (acetonitrila) = 313,26 S cm? mol .

Compexo 11 ou Cu(2-CH)(dmb)(ClOy4),

M.M.: 649,28 ¢ mol !, Rendimento: 45%. Cor: Azul. Dados de anélise elementar calculado
para (C9oH9CI3CuN4Oy,): C, 35,15; H, 2,95; N, 8,63%. Encontrado: C, 34,72; H, 3,10; N,
8,32%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 448,0356 [M — 2ClO; — H]" (calculado para
[C1oH,5CICuN,O5]*, 448,0358 (A - 0,44 ppm)). IR (ATR) v (cm™): 3576, 3502, 3335, 3222,
3127, 3086, 3049, 2988, 2947, 2841, 1654, 1614, 1585, 1553, 1538, 1496, 1470, 1439, 1415,
1342, 1318, 1287, 1263, 1230, 1136, 1120, 1064, 1044, 1023, 999, 967, 930, 916, 904, 881,
841, 832, 790, 748, 732, 620, 588, 578, 533, 486, 472, 428, 416, 375, 363, 304, 278, 256. UV-
Vis (acetonitrila), Amax (€) = 317 (6,0 x 10> mol ' L cm™), 298 (6,1 x 10’ mol ' L cm™), 286
(7,1 x 10° mol 'L em™), 276 (7,8 x 10° mol ' L cm™), 228 (4,7 x 10*mol ' L em ™), 625 (3,1
x 10" mol' L cm ™), 613 (estado s6lido) nm. Condutividade molar, Ay (acetonitrila) = 310,55

2 -1
S cm” mol .

Complexo 12 ou Cu(4-CH)(phen)(ClO4),*H,0

M.M.: 631,26 g mol '. Rendimento: 55%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C;9H;7CI3CuN4Oyp): C, 36,15; H, 2,71; N, 8,88%. Encontrado: C, 35,90; H, 2,60; N,
8,59%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 412,0148 [M — 2ClO, — H]" (calculado para
[C1oH4CICuN,O]*, 412,0147 (A 0,24 ppm)). IR (ATR) v (cm™): 3527, 3481, 3241, 3167,
3094, 3072, 3004, 2908, 1646, 1599, 1558, 1525, 1486, 1430, 1366, 1345, 1234, 1189, 1149,
1129, 1090, 1042, 1009, 995, 977, 970, 926, 904, 877, 853, 839, 823, 783, 753, 742, 720, 650,
618, 593, 491, 477, 453, 434, 410, 385, 348, 313, 288, 254, 242. UV-Vis (metanol), Amsx (€) =
294 (1,0 x 10* mol ' L em™), 271 3,0 x 10* mol ' L em ™), 227 (4,2 x 10*mol ' L cm™), 633
(3,3 x 10" mol”' L cm™), 605 (estado s6lido) nm. Condutividade molar, Ay (metanol) =

162,19 S cm” mol .
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Complexo 13 ou Cu(4-CH)(bipy)(ClO4),°H,O

M.M.: 607,24 g mol~!. Rendimento: 34%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C7H7CI3CuN4Oy): C, 33,62; H, 2,82; N, 9,23%. Encontrado: C, 33,63; H, 2,72; N,
9,25%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 388,0148 [M — 2ClO; — H]" (calculado para
[C17H14CICuN,O]*, 388,0147 (A 0,25 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3544, 3494, 3241, 3164,
3117, 3084, 2894, 1644, 1602, 1555, 1498, 1487, 1476, 1446, 1359, 1321, 1249, 1226, 1177,
1141, 1124, 1109, 1092, 1052, 1033, 1011, 975, 927, 904, 846, 821, 774, 747, 727, 667, 649,
644, 618, 603, 479, 411, 342, 311, 291, 280, 254, 247, 243. UV-Vis (metanol), Aysx (€) = 310
(1,9 x 10* mol ' L em ™), 300 (1,9 x 10" mol ' L em ™), 243 (4,0 x 10*mol ' L ecm™), 616 (4,1
x 10" mol ' L cmﬁl), 595 (estado s6lido) nm. Condutividade molar, Ay (metanol) = 181,86 S

cm?® mol .

Complexo 14 ou Cu(4-CH)(dmb)(ClO4), *H,O

M.M.: 667,29 g mol '. Rendimento: 31%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (Ci9H;,;ClsCuN4Oy2): C, 34,20; H, 3,17; N, 8,40%. Encontrado: C, 34,46; H, 3,25; N,
8,25%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 448,0357 [M — 2ClO, — H]" (calculado para
[C1oH5CICuN,4O5]*, 448,0358 (A - 0,22 ppm)). IR (ATR) v (cm™): 3619, 3542, 3228, 3195,
3130, 3086, 3049, 2987, 2944, 2889, 2841, 1654, 1613, 1595, 1554, 1496, 1487, 1472, 1439,
1416, 1339, 1318, 1287, 1262, 1230, 1191, 1148, 1067, 1043, 1023, 1013, 918, 901, 850, 830,
746, 623, 590, 582, 533, 429, 416, 307, 287, 266, 257. UV-Vis (metanol), Amsx (€) = 299 (9,5
x 10° mol ' L em™), 286 (1,1 x 10* mol ' L em™), 276 (1,2 x 10* mol ' L em™), 229 (5,7 x
10* mol™' L cmfl), 640 (2,3 x 10" mol™ L cm’]), 607 (estado sélido) nm. Condutividade

molar, Ay (metanol) = 164,30 S cm? mol .

Complexo 15 ou Cu(2-MH)(phen)(Cl104),°H,0

M.M.: 626,84 g mol '. Rendimento: 76%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (CyoH0CI,CuN4Oy): C, 38,32; H, 3,22; N, 8,94%. Encontrado: C, 38,18; H, 2,86; N,
8,71%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 408,0641 [M — 2ClO, — H]" (calculado para
[CaoH7CuN4O,]*, 408,0642 (A - 0,24 ppm)). IR (ATR) v (cm '): 3595, 3473, 3248, 3195,
3153, 3104, 3079, 2953, 1633, 1584, 1527, 1480, 1468, 1433, 1315, 1297, 1246, 1218, 1179,
1166, 1147, 1092, 1054, 1030, 1007, 972, 966, 927, 905, 876, 844, 794, 764, 745, 717, 672,
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653, 618, 603, 559, 531, 510, 453, 437, 382, 312, 290, 252, 246. UV-Vis (acetonitrila), Amgx
(€) =294 (9,8 x 10° mol ' L em™), 269 (2,6 x 10* mol ' L cm ™), 225 (4,5 x 10*mol ' L cm ™),
626 (4,3 x 10" mol ' L cm™), 575 (estado s6lido) nm. Condutividade molar, Ay (acetonitrila)
=300,35 S cm® mol .

Complexo 16 ou Cu(2-MH)(bipy)(ClO4),*H,O

M.M.: 602,82 g mol '. Rendimento: 55%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (C;sH,oCI,CuN4Oy,): C, 35,86; H, 3,34; N, 9,29%. Encontrado: C, 35,98; H, 3,52; N,
9,18%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 384,0642 [M — 2ClO4 — HJ" (calculado para
[C1sH7CuN4O,]", 384,0642 (A 0,00 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3505, 3435, 3258, 3208,
3185, 3158, 3091, 3073, 1653, 1604, 1590, 1552, 1533, 1501, 1482, 1449, 1320, 1310, 1251,
1217, 1179, 1162, 1112, 1077, 1055, 1035, 1010, 976, 959, 931, 906, 774, 749, 729, 674, 665,
617, 608, 561, 525, 508, 458, 441, 416, 368, 306, 287, 256, 245. UV-Vis (acetonitrila), Amax
(€) =309 (1,9 x 10° mol 'L em ™), 297 (2,1 x 10* mol ' Lem ™), 233 (3,0 x 10*mol ' L em ™),
622 (3,2 x 10" mol 'L cmﬁl), 610 (estado sélido) nm. Condutividade molar, Ay (acetonitrila)
= 187,20 S cm” mol .

Complexo 17 ou Cu(2-MH)(dmb)(Cl104),*2H,0

M.M.: 680,89 g mol ', Rendimento: 77%. Cor: Azul. Dados de anlise elementar calculado
para (CyoHycCl,CuN4O14): C, 35,28; H, 3,85; N, 8,23%. Encontrado: C, 35,16; H, 3,78; N,
8,18%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 444,0854 [M — 2ClO, — H]" (calculado para
[CaoH, CuN4O4]", 444,0853 (A 0,22 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3619, 3547, 3341, 3234,
3123, 3092, 2998, 2953, 2844, 1652, 1607, 1590, 1555, 1524, 1498, 1485, 1469, 1436, 1417,
1347, 1286, 1248, 1224, 1183, 1166, 1068, 1040, 1010, 930, 908, 872, 840, 831, 796, 767,
738, 673, 619, 599, 577, 558, 534, 513, 482, 442, 430, 372, 346, 321, 280. UV-Vis
(acetonitrila), Amsx (€) = 298 (1,0 x 10* mol ' L em™), 287 (1,1 x 10" mol ' L em™), 278 (1,1 x
10* mol™' L ecm™), 228 (5,5 x 10* mol ' L em™), 615 (5,1 x 10" mol”' L em™), 574 (estado

solido) nm. Condutividade molar, Ay (acetonitrila) = 308,30 S cm” mol .
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Complexo 18 ou Cu(4-MH)(phen)(C104),+2H,0

M.M.: 644,86 ¢ mol!. Rendimento: 68%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (Cy0H2CI,CuN4Oyy): C, 37,25; H, 3,44; N, 8,69%. Encontrado: C, 37,28; H, 3,34; N,
8,57%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 408,0643 [M — 2ClO, — H]" (calculado para
[CaoH17CuN4O5]", 408,0642 (A 0,24 ppm)). IR (ATR) v (cm'): 3578, 3516, 3246, 3200,
3169, 3092, 3076, 3041, 2980, 2906, 2868, 2848, 1647, 1607, 1551, 1523, 1508, 1431, 1366,
1345, 1326, 1311, 1265, 1240, 1185, 1151, 1117, 1092, 1058, 1018, 957, 932, 907, 876, 853,
842,811, 757,743,721, 687, 656, 642, 625, 611, 574, 501, 473, 436, 368, 349, 330, 306, 284,
258, 247. UV-Vis (metanol), Amg (€) = 293 (8,5 x 10° mol ' L em™), 272 (3,2 x 10" mol ' L
cm '), 266 (3,3 x 10*mol ' L em ™), 230 (3,0 x 10*mol ' L em ™), 225 (3,3 x 10* mol ' L cm™
1), 626 (3,9 x 10" mol''L cmﬁl), 588 (estado solido) nm. Condutividade molar, Ay (metanol)
=174,00 S cm” mol

Complexo 19 ou Cu(4-MH)(bipy)(ClO4),

M.M.: 584,81 g mol!. Rendimento: 56%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (Ci3H;3ClL,CuN4Oyp): C, 36,97; H, 3,10; N, 9,58%. Encontrado: C, 36,62; H, 3,42; N,
9,28%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 384,0648 [M — 2ClO; — H]" (calculado para
[C1sH,7CuN,4O,]*, 384,0648 (A 0,00 ppm)). IR (ATR) v (cm™): 3607, 3542, 3517, 3233,
3203, 3156, 3117, 3087, 3069, 3040, 2960, 2930, 2900, 2844, 1652, 1638, 1614, 1603, 1592,
1549, 1505, 1476, 1447, 1357, 1322, 1267, 1247, 1217, 1179, 1118, 1059, 1034, 1019, 971,
932, 905, 841, 773,758, 727, 686, 666, 650, 619, 582, 517, 490, 468, 446, 415, 372, 353, 330,
290. UV-Vis (metanol), Amgx (€) = 309 (8,7 x 10’ mol ' L em ™), 299 (1,1 x 10" mol ' L cm ™),
250 (1,8 x 10* mol”' L em™), 610 (5,2 x 10" mol"' L cm™), 622 (estado sélido) nm.

Condutividade molar, Ay (metanol) = 172,32 S cm? mol .

Complexo 20 ou Cu(4-MH)(dmb)(Cl0O4),*2H,0

M.M.: 680,89 g mol'. Rendimento: 75%. Cor: Azul. Dados de andlise elementar calculado
para (CpoHycCl,CuN4Oy4): C, 35,28; H, 3,85; N, 8,23%. Encontrado: C, 35,41; H, 3,87; N,
8,21%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 444,0851 [M — 2ClO, — H]" (calculado para
[CaoH2 CuN4Oy4]", 444,0853 (A - 0,45 ppm)). IR (ATR) v (cm '): 3604, 3541, 3246, 3199,
3160, 3126, 3106, 3088, 3043, 3005, 2969, 2916, 2846, 1651, 1606, 1564, 1545, 1507, 1496,
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1471, 1437, 1422, 1348, 1312, 1287, 1259, 1228, 1196, 1149, 1070, 1042, 1027, 975, 921,

880, 867, 843, 798, 760, 740, 645, 625, 619, 574, 534, 433, 415, 371, 277, 250. UV-Vis
(metanol), Amgx (€) = 299 (5,3 x 10* mol ' L em™), 286 (7,0 x 10* mol ' L cm ™), 268 (8,4 x
10* mol' L em™), 220 (1,8 x 10° mol ' L em ™), 616 (4,1 x 10' mol' L em™), 583 (estado

s6lido) nm. Condutividade molar, Ay (metanol) = 156,88 S cm? mol .

3.4. Estudos bioldgicos
3.4.1. Células K562, MDA-MB-231 e MCF-7

Os testes para a célula K562 foram realizados no Departamento de Quimica da UFMG,
em colabora¢do com a Prof* Dr®. Elene Cristina Pereira Maia. A atividade citotéxica (ICs)
foi realizada frente a uma linhagem celular K562, que foi adquirida em um Banco de Células
do Rio de Janeiro (nimero CR083 do acervo do BCRI). Para realizar este teste as células
foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (CULTILAB, Sao Paulo, Brasil) a 37 °C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO,. As culturas cresceram exponencialmente de 10° células mL™ para
cerca de 8 x 10° células mL ™' em trés dias. A viabilidade celular foi verificada por exclusio,
utilizando corante azul de tripan (que cora somente as células mortas), € o nimero de células
vidveis foram determinadas em um contador de particulas (modelo 22, série AK32252 da
BECKMAN COULTER). Para o estudo citotoxico, 1 x 10° células mL~' foram incubadas
por 72h na auséncia e presenca de diferentes concentracdes dos compostos testados
(complexos e ligantes livres). A sensibilidade para os compostos foi avaliada pela
concentragdo necessaria para inibir o crescimento celular em 50%, (ICsp). Solugdes estoque
foram preparadas em DMSO e diluidas com o intuito de obter a concentracdo ideal para ser
utilizada nos ensaios citotoxicos. A concentragdo final de DMSO nos experimentos foi
inferior a 0,5% e foi verificado que nessas condigdes o solvente ndo tem nenhum efeito sobre

a viabilidade ou o crescimento celular.

Os testes para célula MDA-MB-231 e MCF-7 foram realizados no Instituto de
Genética e Bioquimica da UFU, em colabora¢do com a Prof* Dr". Frangoise Vasconcelos
Botelho. A atividade citotoxica (ICsg) foi realizada da seguinte forma: células MDA-MB-231

(cancer de mama) e MCF-7 (cancer de mama) que foram adquiridas em um Banco de
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Células do Rio de Janeiro. Para realizar o teste as células de MDA-MB-231 e MCF-7
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100
unidades mL ™' de penicilina, 100 mg mL ' de estreptomicina, a 37 °C e pH=7,4 com
atmosfera umidificada contendo 5% de CO, até atingir 80% de confluéncia para realizar os
ensaios. O descolamento das células para efetuar a subcultura ou plaqueamento foi realizado
utilizando uma solug¢ao de tripsina:EDTA para células MCF-7 e uma solu¢do de EDTA para
células MDA-MB-231, durante 5 minutos. Em seguida, a tripsina foi inativada aplicando-se
o meio de cultura e as células foram lavadas trés vezes com este meio de cultivo. A
determinagao do nimero de células vidveis foi efetuada em uma camara de Neubauer. Para o
estudo citotéxico, 5 x 10* células mL™ foram incubadas por 36 h na auséncia e presenca de
diferentes concentracdes dos compostos testados (complexos e ligantes livres). A
sensibilidade para os compostos foi avaliada pela concentracdo necessdria para inibir o
crescimento celular em 50%, (ICsp). Solucdes estoque dos compostos em estudo foram

preparadas em DMSO.

3.4.2. Determinagdo do tipo de morte celular

Os testes para determinagdo do tipo de morte celular foram realizados no Instituto de
Genética e Bioquimica da UFU, em colaboragdo com a Prof* Dr". Francoise Vasconcelos
Botelho. Para o ensaio de morte celular foi utilizado o kit Annexin V/Dead Cell (Thermo
Fisher scientific) que contém o corante Isotiocianato de fluoresceina (FITC) conjugado com a
Anexina-V que é capaz de detectar a fosfatidilserina na membrana externa de células
apoptoticas e um corante 7-AAD que proporciona informagdo sobre a integridade da
membrana ou da morte celular. O corante 7-AAD € excluido de células vivas sauddveis, bem
como células apoptdticas precoces. Para realizar este teste as células MDA-MB-231 foram
semeadas em uma placa de cultura de 24 pocos com uma densidade de 3 x 10° células/poco e
foram cultivadas durante a noite em meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino.
No dia seguinte, as células foram incubadas na presenca de 50 pmol L' dos complexos 1 e 3.
Ap6s 24 horas de tratamento com os complexos de cobre(Il), as células MDA-MB-231 foram
colhidas pelo processo de tripsinizacdo e em seguida foram acrescentados os marcadores
presentes no kit Annexin V/Dead Cell. As células foram entdo incubadas no escuro e em
temperatura ambiente durante 15 min, e posteriormente foi feito a aquisi¢do dos dados em um

citdmetro de fluxo (FACSCallibur, BD Biosciences).
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3.4.3. Interagdo com DNA

Os ensaios para determinar o tipo de interacdo dos complexos com o DNA foram
realizados por espectroscopia na regido do UV-Vis e por dicroismo circular. As amostras
foram preparadas em tampdo HEPES, pH = 7,3 ¢ I = 1x10~ mol L™'. Para realizar estes
estudos, uma solug¢ao de DNA de timo de vitelo (CT-ADN) foi preparada em tampao Hepes e
a sua concentragao foi determinada através dos dados de absorbancia obtidos no espectro de
UV-Vis, pois a absortividade molar para o CT-DNA é 6600 mol ' L cm ' em 260 nm
(RAHBAN et al., 2010). Os célculos foram feitos através da lei de Lambert-Beer. Os
espectros de absorbincia na regido do UV-Vis foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro Caryl00 Varian. As solugdes dos complexos foram preparadas na
concentracdo 2,5 x 10~ mol L™ e a concentracio de DNA adicionada a estas soluc¢des variou
de0a3x10*mol L. Os espectros de dicroismo circular (CD) foram obtidos utilizando-se
um espectropolarimetro Jasco J-815. As solucdes de DNA foram preparadas na concentragdo
1,0x10*mol L' ea concentracdo dos complexos adicionados a esta solugdo variou de 0 a

32%x10%mol L',

3.4.4. Avaliacdo da atividade tripanocida in vitro

Os testes para atividade tripanocida foram realizados no Departamento de Anélises
Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatolédgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo, em colabora¢do com a pesquisadora Dr’. Zumira A.
Carneiro e o Prof. Dr. Sérgio de Albuquerque. A atividade tripanocida in vitro dos compostos
em estudo foi avaliada contra a forma amastigota da estirpe infecciosa CL Brener
(BUCKNER et al., 1996). Resumidamente, as células L929 (2,5 x 10* células mL™") foram
ressuspendidas em meio RPMI sem vermelho de fenol, suplementado com 5% de soro fetal
bovino e posteriormente foram semeadas em placas de 96 pocos. Apds 3 horas, as células
foram infectadas com 5,0 x 10° tripomastigotas da estirpe CL Brener do T. cruzi, expressando
de forma estavel o gene da B-galactosidase da Escherichia coli (clone BS5 da estirpe CL
Brener), e em seguida foram incubadas por 48 horas. Apds 48 horas de infec¢do, as placas
foram lavadas sucessivamente para retirar a forma tripomastigota do 7. cruzi presente no
sobrenadante, assim permaneceram apenas as células contendo a forma amastigota (forma

intracelular do parasito). As células infectadas com as formas intracelulares do parasito
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(amastigota) foram incubadas com os compostos testados, em concentragdes seriadas
variando de 500 pmol L™ a 3,9 umol L™'. O benzonidazol foi utilizado como controle positivo
e os meios de cultura como controle negativo. Ap6s 72 horas, adicionou-se 50 uL. de PBS
(solugdo salina tamponada com fosfato) contendo 0,3% de Triton X-100, para lise das células
e 400 umol L' de CPRG (do inglés Chlorophenol Red-p-D-galactoside), como substrato para
a PB-galactosidase. As placas foram incubadas a 37 °C durante 6 h e absorbancia foi lida em
570 nm. Quanto maior a quantidade de parasitos nos pocos de cultura, maior serd a conversao
da CPRG pela [-galactosidase e, consequentemente, maior a absorbancia no

espectrofotometro.

3.4.5. Avaliacdo in vitro da citotoxicidade em células normais

Os estudos de citotoxicidade em células normais foram realizados no Departamento de
Anadlises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatologicas da Universidade de Sdo Paulo, em
colaboragio com a pesquisadora Dr. Zumira A. Carneiro e o Prof. Dr. Sérgio de
Albuquerque. A dosagem letal necessdria pra matar 50% das células (DLsg) foi realizada
perante a linhagem de células normais de fibroblastos L.929. A viabilidade das células L.929
(fibroblastos) foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico classico [3 - (4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5-difenil tetrazélio brometo] (IMTT) (MOSMANN,1993). Para o estudo citotéxico, 2,5 x
10* células foram incubadas durante 24 horas em placas de 96 pocos. Apds este periodo, o
benzonidazol ou os compostos em estudo foram adicionados em concentra¢des variando de
500 a 3,95 umol L' (dilui¢do em série), com um volume final de 200 uL. As solugdes foram
previamente preparadas em 0,5% de DMSO (v/v). As células foram incubadas a 37 °C
durante 72 horas. Apds o periodo de incubacdo com os ligantes e 0s seus respectivos
complexos, o meio de cultura foi removido e adicionou-se 50 pL do corante MTT (5,0
mg/mL) previamente diluido em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). O corante
MTT forma um precipitado azul-violeta (formazan) que foi entdo dissolvido em 50 pL de
DMSO e posteriormente foi realizada a leitura de absorbancia em 570 nm utilizando um leitor
de microplacas. A viabilidade celular foi expressa como a percentagem dos valores de

absor¢ao em células tratadas comparados com as células ndo tratadas (controle).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram sintetizados vinte complexos ternérios de cobre(Il) utilizando duas
classes de ligantes, hidrazidas e bases heterociclicas. As siglas N-O e N-N representam estas
duas classes de ligantes, respectivamente. A Figura 24 ilustra os ligantes utilizados, bem
como os seus respectivos cddigos. Estas classes de ligantes foram cuidadosamente
selecionadas devido ao seu potencial bioldgico. As hidrazidas apresentam um amplo espectro
de atividades bioldgicas e estudos envolvendo complexos, mostraram que a coordenacido ao
centro metdlico aumenta a atividade antitumoral desta classe de ligantes (SILVA et al. 2014;
MOHANRALJ et al. 2016). As bases heterociclicas pertencem a uma familia de intercaladores
cléassicos, transferindo a seus complexos este mesmo comportamento. Os metalointercaladores
tém despertado grande interesse na clinica médica, uma vez que o mecanismo de acdo destes
complexos € diferente daquele observado para a cisplatina e seus andlogos (BARRA,
NETTO, 2015). Deste modo os metalointercaladores representam uma boa op¢io para os
casos de resisténcia celular aos complexos tradicionais. E importante salientar que as
hidrazidas (2-CH, 4-CH, 2-MH e 4-MH) utilizadas neste estudo, diferem em relacdo a posi¢ao
dos grupos substituintes cloro ou metdxi que alternam entre as posi¢des orto e para do anel
benzénico, sendo entdo possivel avaliar os efeitos causados pela mudanga do substituinte na

atividade tripanocida.

Os complexos foram sintetizados a partir do precursor CuClO4.6H,0. Apds a adicdo
dos respectivos ligantes e agitacdo por 48 horas, solidos amorfos foram isolados e
devidamente secos sob pressao reduzida durante 4-7 dias. Os rendimentos variaram entre 21
e 77%. Os compostos de cobre(Il) sdo de cor azul, estdveis ao ar, a luz e soldveis em
solventes organicos como metanol, acetonitrila e dimetilsulféxido. Os complexos foram
caracterizados por andlise elementar, medidas de condutividade, espectrometria de massas
em alta resolug@o com ionizagado por electrospray e por técnicas espectroscopicas, UV-Vis e
infravermelho. Além disso, a estrutura cristalina dos compostos 1 e 9 foi determinada por
difracdo de raios X e os complexos 1, 2 e 3 também foram caracterizados por espectroscopia
de ressonancia paramagnética. A figura 25 ilustra as estruturas inicialmente propostas para

os complexos sintetizados.



Figura 24: Estrutura dos ligantes utilizados neste estudo.
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Figura 25: Estruturas inicialmente propostas para os complexos sintetizados.
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4.1. Analise elementar (CHN)
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Os dados de andlise elementar (CHN) obtidos para os complexos sintetizados, ilustrados

na Tabela 2, corroboram com as formulagdes propostas (ver secdo experimental) e refletem o

grau de pureza dos sélidos isolados.

Tabela 2: Dados de anélise elementar (CHN) para os complexos deste trabalho.

Complexo DoCiesr.  DCexp.  YHiesr. PoHexp.  %Niesr.  PoNexp.
1 ou Cu(4-FH)(phen)(ClOy), 38,32 38,68 2,73 2,77 8,94 8,90
2 ou Cu(4-FH)(dmb)(ClO4),*H,0 35,28 3485 3,40 3,56 8,23 7,81
3 ou Cu(4-NH)(phen)(ClO4),°H,O 35,56 3595 2,67 2,68 10,91 10,92
4 ou Cu(4-NH)(bipy)(ClO4),*H,0O 33,05 32,72 2,77 2,36 11,34 10,96
5 ou Cu(4-NH)(dmb)(ClO4),*H,O 33,67 33,40 3,12 2,97 10,33 10,00
6 ou Cu(BH)(phen)(ClO4),°H,0 38,24 3833 3,04 3,08 9,39 9,34
7 ou Cu(BH)(bipy)(ClO4),*H,O 35,65 3543 3,17 3,34 9,78 9,53
8 ou Cu(BH)(dmb)(ClO4),+2H,0 35,06 3539 3,72 4,03 8,61 8,55
9 ou Cu(2-CH)(phen)(ClO4), 37,21 37,48 2,47 3,05 9,14 8,59
10 ou Cu(2-CH)(bipy)(ClO4), 34,65 34779 2,57 2,43 9,51 9,44
11 ou Cu(2-CH)(dmb)(Cl1O4), 35,15 34,772 2,95 3,10 8,63 8,32
12 ou Cu(4-CH)(phen)(ClO4),*H,O 36,15 35,90 2,71 2,60 8,88 8,59
13 ou Cu(4-CH)(bipy)(ClO4),*H,O 33,62 33,63 2,82 2,72 9,23 9,25
14 ou Cu(4-CH)(dmb)(C104),*H,O 3420 3446 3,17 3,25 8,40 8,25
15 ou Cu(2-MH)(phen)(ClO4),*H,O 38,32 38,18 3,22 2,86 8,94 8,71
16 ou Cu(2-MH)(bipy)(ClO4),°H,O 35,86 35,98 3,34 3,52 9,29 9,18
17 ou Cu(2-MH)(dmb)(ClO4),*2H,O 35,28 35,16 3,85 3,78 8,23 8,18
18 ou Cu(4-MH)(phen)(Cl04),*2H,O 37,25 37,28 3,44 3,34 8,69 8,57
19 ou Cu(4-MH)(bipy)(ClO4), 36,97 36,62 3,10 3,42 9,58 9,28
20 ou Cu(4-MH)(dmb)(C104),*2H,O 35,28 35,41 3,85 3,87 8,23 8,21

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.2. Analise condutimétrica

Medidas de condutividade molar dos complexos foram realizadas a temperatura
ambiente (T~25 °C) logo ap6s o preparo das solugdes (1,0 x 10~ mol L™), utilizando metanol
ou acetonitrila como solventes. Para classificar o tipo de eletrélito formado (em solugdo), os
resultados obtidos neste trabalho foram comparados com os valores reportados na literatura

(GEARY, 1971; VELHO, 2006) de acordo com a Tabela 3.

Os valores de condutividade molar obtidos para os complexos em estudo estdo
compreendidos entre 147,97 e 214,60 S cm? mol ™! para solu¢des metandlicas e entre 187,20 e
310,55 S cm® mol™ para solugdes preparadas utilizando acetonitrila (Tabela 4). Assim,
comparando os resultados obtidos (Tabela 4) com os dados reportados na literatura (Tabela
3), é possivel classificar os complexos analisados como eletrélitos do tipo 2:1. Estes dados
indicam que em solucdo ocorre a labilizacdo dos anions percloratos, que leva a formacao de
complexos do tipo [Cu(N—O)(N—N)]2+, como observado em compostos correlatos (SILVA et

al. 2014; ALMEIDA et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016).

Tabela 3: Parametros de condutividade molar para diferentes tipos de eletrélito proposto por

Geary em comparacao com as faixas reportadas por Velho.

Solvente Eletrolito Faixa proposta por Geary Faixa proposta por Velho
(S cm’ molﬁl) (S cm? molfl)

Metanol 1:1 80-115 62—-123

Metanol 2:1 160-220 87204

Metanol 3:1 290-350 260-300

Acetonitrila 1:1 100-160 57-204

Acetonitrila 2:1 220-300 162-345

Acetonitrila 3:1 340420 330-518

Fonte: GEARY (1971) e VELHO (2006).
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Tabela 4: Valores de condutividade molar para os complexos em estudo, bem como o
respectivo solvente utilizado no preparo da solu¢do. As medidas foram realizadas a

temperatura ambiente (T~25 °C).

Complexo Am (S cm” molﬁl) Solvente
1 ou Cu(4-FH)(phen)(ClO4), 188,45 Metanol
2 ou Cu(4-FH)(dmb)(ClO4),*H,0 176,01 Metanol
3 ou Cu(4-NH)(phen)(ClO4),°H,0O 168,19 Metanol
4 ou Cu(4-NH)(bipy)(ClO4),*H,0O 191,75 Metanol
5 ou Cu(4-NH)(dmb)(Cl10O4),°H,0O 214,60 Metanol
6 ou Cu(BH)(phen)(ClO4),*H,0O 147,97 Metanol
7 ou Cu(BH)(bipy)(ClO4),°H,0 154,05 Metanol
8 ou Cu(BH)(dmb)(ClIO4),*2H,O 158,26 Metanol
9 ou Cu(2-CH)(phen)(ClOy); 298,86 Acetonitrila
10 ou Cu(2-CH)(bipy)(ClO4), 313,26 Acetonitrila
11 ou Cu(2-CH)(dmb)(CIO4), 310,55 Acetonitrila
12 ou Cu(4-CH)(phen)(Cl10O4),°H,0 162,19 Metanol
13 ou Cu(4-CH)(bipy)(ClO4),*H,O 181,86 Metanol
14 ou Cu(4-CH)(dmb)(Cl104),*H,O 164,30 Metanol
15 ou Cu(2-MH)(phen)(CIO4),°H,0 300,35 Acetonitrila
16 ou Cu(2-MH)(bipy)(ClO4),°H,0 187,20 Acetonitrila
17 ou Cu(2-MH)(dmb)(ClO4),*2H,0 308,30 Acetonitrila
18 ou Cu(4-MH)(phen)(ClO4),°2H,0 174,00 Metanol
19 ou Cu(4-MH)(bipy)(ClOy); 172,32 Metanol
20 ou Cu(4-MH)(dmb)(C104),*2H,0 156,88 Metanol

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3. Difragdo de Raios X

Monocristais de tamanhos adequados a técnica de difracdo de raios X foram obtidos a

partir da recristalizacdo dos s6lidos dos complexos 1 e 9, sintetizados conforme descrito na
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secdo experimental deste trabalho. O complexo 1 foi recristalizado em uma mistura de
metanol/tolueno na propor¢ao 1:1(v/v) e o complexo 9 apenas em metanol. Apds a
evaporacdo lenta destes solventes, a temperatura ambiente, os cristais formados foram

recolhidos, lavados com 4dgua e secos sob pressao reduzida.

A estrutura cristalina foi resolvida com um indice de discordiancia (R) entre o modelo
proposto e os dados experimentais de 4,01% (complexo 1) e 5,03% (complexo 9). A andlise
dos dados de raios X demonstrou que os complexos 1 e 9 cristalizam no grupo espacial P2,/c
do sistema monoclinico. Os dados cristalogréaficos para estes complexos sdo reportados na

Tabela 5.

A unidade assimétrica do complexo 1, ilustrada na Figura 26, apresenta um fon Cu(Il),
dois ligantes bidentados (phen e 4-FH) e dois ions percloratos, em concordancia com a
formulacdo proposta na se¢do experimental. A unidade assimétrica do complexo 9, ilustrada
na Figura 27, contém um fon Cu(Il), dois ligantes bidentados (phen e 2-CH), dois ions
percloratos e uma molécula de metanol, e difere da formulacdo proposta na secao

experimental devido a presenca do solvente na rede cristalina.

Os complexos 1 e 9 apresentam geometria octaédrica distorcida em torno do ion
Cu(II). O plano basal € ocupado por dois ligantes coordenados de modo bidentado, sendo
dois atomos de nitrogénio da phen (N1 e N2) e dois dtomos (Ol e N3) das respectivas

hidrazidas 4-FH e 2-CH.

No complexo 1 as posi¢des axiais sdo ocupadas por dois dtomos de oxigénio (O2 e
06) fracamente ligados, que pertencem a dois percloratos distintos. Os dtomos de oxigénio
destes fons estdo desordenados em duas posicoes, sendo 54,7% para os 4tomos com maior

fator de ocupacdo e 45,3% para as espécies com menor ocupagao.

No complexo 9 as ligacdes Cu—O,yia sd0 fracas e os dtomos de oxigénio pertencem a
fons percloratos (CI1) relacionados por simetria [Cu—O2 e Cu—O3i (cddigo de simetria:
(1) 1 + x,y, Z + 1/2)]. Neste caso, o outro ion perclorato (Cl2) da unidade assimétrica e a

molécula de metanol ndo interagem com o metal, como ilustrado na Figura 27.



Tabela 5: Dados cristalograficos dos complexos 1 e 9.
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Formula

C20H17C12CUFN401()

{[C20H15C1,CuN4O5]C104CH40 },,

Massa Molar (g mol™)
Temperatura de coleta (K)
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
da unitdria

Parametros cela

(A, °)

Volume da cela (A”)

Z

Densidade Calculada (mg m™)
Coeficiente de absorcao (mm'l)
F(000)

Tamanho do cristal (mm”)

Intervalo de hkl

Reflexdes coletadas

Reflexdes unicas; R
Reflexdes observadas [[>20(1)]
Parametros Refinados

S

R[>26(D)]; Wr

R (todos os dados); Wr

Apmaix 5 Apmin (C A—3)

626,82

296(2)
Monoclinico
P2,/c (n° 14)

a = 18,6542 (6)

b =13,7070 (4)
¢=9,2529 (2)

S =96,4240 (10)
2351,05 (13)

4

1,771

1,230

1268

0,80 x 0,12 x 0,09
h=-23 =23
k=-17=17
[=-11=11
42766

4816; 0,0274
4816

381

1,043

R = 0,0401; wR
0,1082
R =
0,1138
0,687 ; -0,547

0,0473;wR

645,28
296(2)
Monoclinico
P2//c (n° 14)
a=13,4187(3)A
b=14.2830(4) A
c=13,8928(3) A

B =109,0290(10)°
2517,18(11)

4

1,703

1,249

1308

0,58 x 0,29 x 0,19
h=-16 = 16
k=-17=16
[=-16=16
17205

4589; 0,0187
4589

339

1,156

R =0,0503; wR = 0,1276

R =0,0535;:wR =0,1293

1,260 ; -0,766

int T ZF(’Z)M

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 26: Representacio da unidade assimétrica do complexo 1.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 27: Representacdo da esfera de coordenagcdao do complexo 9. (i) Denota a operacao

de simetria equivalente: 1+x, y, z+1/2.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os parametros geométricos estdo dentro dos valores esperados para esta classe de
compostos (ALLEN et al., 1987) e concordam com os observados para estruturas similares
descritas na literatura (SILVA er al, 2014; KAABI et al., 2010; PIVETA et al., 2014,
ZHANG et al., 2012; ALBADA et al., 2007; MOHANRAJ et al., 2016). Os comprimentos e
angulos de ligacdo relevantes para a esfera de coordenacio do fon cobre(Il) sdao apresentados

na Tabela 6.

Tabela 6: Comprimentos e angulos de ligacdo selecionados para os complexos 1 e 9.

Complexo 1 9
Comprimentos de ligagdo

Cu-Ol1 1,970(2) 1,937(3)
Cu-N1 1,976(2) 1,979(3)
Cu—N2 1,994(2) 1,982(3)
Cu-N3 2,025(2) 2,011(3)
Cu-02 2,489(7) 2,665(3)
Cu-06 2,601(7) -—--
Cu-03' 2,524(3)
Angulos de ligagdo

N1-Cu—-N2 83,23(9) 83,61(13)
O1-Cu—N3 82,49(8) 82,20(12)
N3-Cu—N1 174,52(9) 165,87(14)
O1-Cu—N2 173,2009) 176,94(12)
O1-Cu—N1 93,04(8) 93,39(12)
N3-Cu—-N2 100,89(9) 100,57(13)

Fonte: Dados da pesquisa.

Nos dois complexos, os comprimentos referentes as ligacdes Cu—QO,xia, variam de 2,4 a
2,8 A. Estes valores sdo consideravelmente mais longos do que a distancia Cu—O1 [1,970 (2)
parale 1,937(3)1& para 9] no plano basal, devido ao efeito Jahn-Teller (JAHN, TELLER,
1937; HALCROW, 2013) e concordam com os dados reportados para complexos correlatos
(SILVA et al, 2014; PIVETA et al., 2014). As distancias Cu—N1e Cu-N2 [1,976 (2) e 1,994
) A para1le 1,979(3) (19) e 1,982(3) A para 9, respectivamente] sao menores do que Cu—
N3 (2,025 (2) A para 1 e 2,011(3) A para 9) e estdo dentro dos valores encontrados para
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compostos similares (SILVA et al., 2014; KAABI et al., 2010; PIVETA et al., 2014;
ZHANG et al., 2012; ALBADA et al., 2007; MOHANRAI et al., 2016).

A geometria basal € consideravelmente distorcida do plano quadrado perfeito devido
ao cardter bidentado dos ligantes phen e hidrazidas. Os angulos N1-Cu—N2 sdo de 83,23(9) e
83,61(13)° e O1-Cu-N3 sao de 82,49(8) e 82,20(12)° para os complexos 1 e 9,
respectivamente. Os angulos trans (N1-Cu-N3 e O1-Cu—-N2) sdo de 174,52 (9) e 173,20
(9)° para o complexo 1 e de 165,97(14) e 176,94(12)° para o complexo 9.

A quelagdo bidentada do ligante phen e hidrazidas (4-FH e 2-CH) ao centro metélico
leva a formacdo de dois anéis planares de cinco membros (Cu/N1/C3/C4/N2 e
Cu/O1/C13/N4/N3) com raiz quadrada do desvio quadratico médio (r.m.s) do melhor plano
tracado por todos os dtomos, exceto os hidrogénios, de 0,0154 e 0,0124 A para o complexo 1
e de 0,0163 ¢ 0,0127 A para o complexo 9. O angulo entre os planos tracados por esses anéis
€ de 7,27 (13)° para o complexo 1 e 18,91(9)° para o complexo 9. No ligante 2-CH, o angulo
entre o anel quelante e o anel fenil € de 34,3 (1)°. Em ambos complexos, o ligante phen é
aproximadamente planar com r.m.s. de 0,025 1A (complexo 1) e 0,0165 A (complexo 9),
sendo que o dtomo de Cu encontra-se a 0,050 A (complexo 1) e 0,203 (3) A (complexo 9)

acima deste plano.

Analisando o empacotamento cristalino do complexo 1 foi possivel constatar a
existéncia de ligacdes de hidrogénio cldssicas do tipo N-H:-O e interagdes do tipo m—m
stacking, que s@o contatos hidrofobicos que ocorrem entre a nuvem eletronica de dois anéis.
Também foram observadas interagdes intramoleculares do tipo N—H:-O, envolvendo os
atomos doadores do ligante 4-FH e os dtomos de oxigénio aceptores do perclorato (N3---O7
=2,987(8) A e N3-+05 = 3,164(12) A) como mostra a Tabela 7. O 4tomo de nitrogénio N4
do ligante 4-FH participa de duas ligacdes de hidrogénio classicas do tipo N-H:-O,
envolvendo os atomos de oxigénio O7 e O8 dos grupos perclorato, resultando em cadeias
que se estendem ao longo da direcdo [001] como ilustra a Figura 28 e a Tabela 7. Estas
cadeias sdao conectadas em um arranjo tridimensional, Figura 29, através de intera¢des do
tipo 7-m com distancia centréide-centréide (Cgl-Cg2) de 3,770 (1) A, sendo Cgl a nuvem
eletronica gerada pelo anel N1/C3/C11/C12/C1/C2 e Cg2 a nuvem gerada pelo anel
C3/C4/C8/C9/C10/C11.
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Tabela 7: Interagdes intra e intermoleculares presentes no cristal do complexo 1.

Interacdo D-H---A Distﬁnci.? Distﬁnciao Dist?mcialo Angulo (DHA) (°)
(D-H) (A) (H---A) (A) (D--A)(A)

N4-H4---07" 0,86 2,38 2,846(7) 114,3

N4-H4.--08" 0,86 2,38 3,212(11) 163,7

N3-H3a---O7 0,89 2,18 2,987(8) 150,2

N3-H3b---05 0,89 2,40 3,164(12) 143.8

ii=x,-y+1/2,z-1/2

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 28: Representacio MERCURY das interagdes N4—H4---O7 e N4—-H4---O8 presentes

no cristal do complexo 1.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 29: Representacio MERCURY das interagdes do tipo m-m stacking entre as redes

presentes no cristal do complexo 1.

Fonte: Dados da pesquisa.

Analisando o empacotamento cristalino do complexo 9, observamos que o anion
perclorato (CI1) exibe um modo de coordenacdo exobidentada, atuando simultaneamente
como ligante bidentado e em ponte, no qual os dtomos de oxigénio (O2 e O3i), que
pertencem a fons percloratos (Cl1) relacionados por simetria, ligam-se a dois centros
metdlicos formando uma rede polimérica ao longo do eixo c (Figura 30). Nessa direcao,
também foi possivel constatar a existéncia de duas interagdes N—-H---O, envolvendo os
atomos doadores do ligante 2-CH e os dtomos de oxigé€nio aceptores dos ions percloratos
(N3--05 =2,953(5) A e N3--04 = 2,999(5) A) como mostra a Tabela 8 e a Figura 30. Entre
as redes poliméricas, existem trés interacdes intermoleculares envolvendo o metanol e o
perclorato ndo coordenado. O dtomo de nitrogénio N4 do ligante 2-CH, que pertence a uma

rede polimérica participa de uma interacdo do tipo N4-H4---Ols, envolvendo o dtomo de
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oxigénio (Ols) da molécula de metanol. O d&tomo de oxigénio do solvente (O1ls) também
atua como 4atomo doador interagindo com o dtomo de oxigénio (O6) do ion perclorato nio
coordenado, através de uma interacdo do tipo Ols—HIs---O6. Este anion por sua vez
participa de uma ligacdo de hidrogénio ndo cldssica (C5-H5---O8), envolvendo o atomo de
carbono C5 do ligante phen, que pertence a outra rede polimérica, como ilustra a Figura 31 e
a Tabela 8. Também foram observadas interagdes intramoleculares (N—H---Cl) envolvendo

os dtomos de nitrogénio e cloro do ligante 2-CH, como mostra a Tabela 8.

Tabela 8: Interacdes intra e intermoleculares presentes no cristal do complexo 9.

Interacdo D-H---A Distﬁncig Distﬁnciao Disténciao Angulo (DHA) (°)
(D-H) (A) (H---A) (A) (D---A)(A)
O1S-H1S+06" 0,82 2,21 2,854(9) 135,8
N4-H4--01S 0,86 2,00 2,786(6) 151,8
C5-H5--08 0,93 2,50 3,410(?) 167,0
N3-H3A--05 0,89 2,12 2,953(5) 155,8
N3-H3B:04' 0,89 2,23 2,999(5) 144,5
N4-H4--C13 0,86 2,61 3,042(3) 112,0

i 14X, y, Yotz ; iii: -x, -1/2+y, 1/2-z.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 30: Representagio MERCURY da rede polimérica e das interagdes N3-H3A--O5 e

N3-H3B--0O4, presentes no cristal do complexo 9, ao longo do eixo c.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 31: Representacio MERCURY das interacdes N4-H4---O1S, O1S-H1S---06 e

C5-H5---O8 presentes no cristal do complexo 9.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4. Espectroscopia de ressondncia paramagnética eletronica (RPE)

Os complexos 1, 2 e 3 foram caracterizados por Espectroscopia de ressonancia
paramagnética (RPE) no estado sdlido e em solu¢des metandlicas congeladas (77 K). Esta
técnica é empregada no estudo de complexos paramagnéticos, com um ou mais elétrons
desemparelhados, oferecendo informagdes sobre a estrutura e a esfera de coordenacdo em
torno do centro metélico, ou para indicar a presenca de multiplas espécies paramagnéticas
(GARRIBBA, MICERA, 2006). O ion Cu** (d°) possui um elétron desemparelhado, com
nimero quantico de spin total S=Y2, apresentando dois estados de spin possiveis (M= +%2 e —
1%). Esses estados sdo degenerados na auséncia de um campo magnético (). Quando o campo

magnético € aplicado ocorre uma interagcao entre o elétron desemparelhado e o préprio campo
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magnético provocando um desdobramento destes estados em diferentes niveis de energia
(GARRIBBA, MICERA, 2006). A diferenca de energia (AE) entre estes estados corresponde
a regido de micro-ondas do espectro eletromagnético e pode ser calculada pela equagio:
AE=guf, onde g € a constante giromagnética que depende da identidade da particula e p € o
momento magnético (KNOWLES et al., 1976). Para um elétron livre g = 2,0023. Para um ion
de metal o valor de g é diferente daquele observado para o elétron livre, devido ao
acoplamento spin-6rbita. No espectro de RPE sdo registradas as transicdes de spin entre os
diferentes estados de energia que ocorrem devido ao suprimento da radiagdo de micro-ondas,
assim o sistema permanece em ressonancia (HOUSECROFT, SHARPE, 2013). No caso do
fon Cu**, o elétron desemparelhado acopla-se ao préprio nicleo, **Cu e ®Cu, originando dois
padrdes hiperfinos de quatro linhas sobrepostas, devido ao seu spin nuclear [=3/2. Desta
forma, o espectro de RPE de um complexo de cobre(Il) é composto por quatro linhas largas
{el + 1) = 2312) + 1 = 4} (ROMANOWSKI et al., 2001). Estas linhas podem ser
desdobradas pela interacdo do spin eletronico com o spin nuclear de atomos vizinhos que
apresentem momento magnético. Em {fons metdlicos paramagnéticos, o desdobramento
dominante vem do préprio fon metdlico chamado estrutura hiperfina (A) (HOUSECROFT,
SHARPE, 2013).

A Figura 32 apresenta os espectros de RPE dos complexos 1, 2 e 3 que foram
realizados no estado sélido (a) e em solugdes metandlicas congeladas a 77 K (b). Os
complexos exibem parametros espectroscopicos similares, Tabela 9, uma vez que o ambiente

quimico ao redor do fon Cu(Il) € muito semelhante para os trés compostos.

Tabela 9: Parametros de RPE para os complexos 1, 2 e 3 no estado sélido e em solugdes

metandlicas congeladas (77 K).

Complexo Ziso' g Qi Ar(G)  Aj(10Fem ™) g /An (cm)
1 2,065 2,063 2,255 176 185 122
2 2,065 2,058 2,244 179 188 119
3 2,071 2,062 2,254 174 183 123

*Estado sélido; ¥ Ay (em 10* cm™) = gy B Ay (em G) = 0,46686 x 10 gy Ay (em G); B = 1,39969 MHz/G.

Fonte: Dados da pesquisa.



Figura 32: Espectros de RPE para os complexos 1, 2 e 3 no estado sélido (a) e em solugdes

metandlicas congeladas, 77 K (b).
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No estado solido, todos os compostos exibiram apenas um valor de gj, variando de

2,065 a 2,071. Em solugdo, a auséncia de sinais na regido em torno de 1500G indica que ndo

ocorrem interagdes magnéticas entre atomos de cobre (Cu---Cu), o que sugere a presenca de

espécies monoméricas (GARRIBBA, MICERA, 2006).

A presenca de quatro linhas no

espectro de RPE € caracteristica do ion Cu(Il), pois o sinal hiperfino sofre um desdobramento

em n=4, (n= 21 +1), devido ao momento nuclear I = 3/2. O desdobramento hiperfino pode ser

observado nos espectros RPE dos complexos 1, 2 e 3 e os valores de A sd@o de 176, 179 e 174

G, respectivamente.
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Os sistemas que sdo anisotropicos, mas tem simetria axial, apresentam dois eixos

equivalentes (x e y) que sdo diferentes do eixo principal (z), este fato d4 origem a dois valores
de g, denominados gj e g, dependendo do alinhamento do eixo principal molecular com o
campo magnético. Nos espectros de RPE para os complexos 1, 2 e 3 observamos que valores
de g seguem a ordem gy > g; > 2,0023 que sdo consistentes com a geometria octaédrica
alongada segundo o eixo z (GARRIBBA, MICERA, 2006). Este comportamento ¢&
caracteristico de uma simetria axial, tipica de uma configuracdo d’ no estado fundamental,
onde o elétron desemparelhado ocupa o orbital dxz—y2 (GARRIBBA, MICERA, 2006).
Comparando o valor de g dos complexos 1 e 2, que possuem a mesma hidrazida, pode-se
observar que o valor de g igual a 2,255 para o composto 1 € maior do que para o composto 2
(gn = 2,244), o que sugere uma diminui¢do na for¢a do campo ligante no plano equatorial do

composto 1.

Nos complexos de cobre(Il), a razdo empirica g /A é frequentemente utilizada para
avaliar a extensao da distor¢do tetraédrica em compostos com o ambiente tetragonal ao redor
do metal. Os complexos exibem uma razio gj /A com valores em torno de 120 cm, indicando
um arranjo tetragonal dos ligantes em torno do fon Cu(Il), com uma pequena distor¢ao
tetraédrica, como observado para compostos correlatos (SILVA et al., 2011; SILVA et al.,

2014; ALMEIDA et al., 2016)

4.5. Espectrofotometria de absor¢do na regido do UV-Vis e reflectancia difusa

Os espectros eletronicos na regido do UV-Visivel dos complexos e seus respectivos
ligantes foram analisados no intervalo entre 200 e 800 nm, utilizando-se os solventes metanol
ou acetonitrila de grau espectroscépico. Os comprimentos de onda de absor¢ao maxima (Amax)
e absortividade molar (emsx) para todos os compostos organicos sio apresentados na Tabela 10
e de acordo com esta, os ligantes phen, bipy e dmb possuem bandas com altos coeficientes de
absortividade molar (¢ > 10 mol' L cm™) entre 214 e 281 nm, que podem ser atribuidas as
transigdes 1 — w* ¢ n — w* que sdo permitidas pelas regras de selecdo (SHRIVER;
ATKINS, 2008; INAMDAR, SHEELA, 2016, LOPES et al., 2013; ALMEIDA et al., 2015).
Por sua vez, os ligantes hidrazidas apresentam duas bandas com valores de absortividade

. 4 -1 -1 . .
molar variando entre 10° ¢ 10* mol ' L cm™, sendo que a banda de maior energia pode ser
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atribuida a transicdo m—n* envolvendo o grupo carbonila (MOHANRAIJ et al., 2016;
SILVA et al., 2014), enquanto que a banda de menor energia corresponde a transicado m—m*
do anel aromético (SOUZA et al., 2012; MAHALINGAM et al., 2009). Uma excec¢do foi o
ligante 2-CH que apresentou apenas uma banda em 215 nm, provavelmente, devido a

combinacdo das duas transi¢des mencionadas anteriormente.

Tabela 10: Atribuicdo das bandas observadas (Aysx) € valores de absortividade (&nsx) dos

ligantes utilizados neste estudo.

Composto Amax (NM) £ (molf1 L cmﬁl) Transicao
phen 229 7,9 x 10"

263 5,1 x 10* momren—
bipy 235 8,0 x 10°

281 1,2 x 10* momen
dmb 214 7,7 x 10

253 (ombro) | 1,8 x 10" n—m*en— m

275 1,6 x 10*
4-FH 213 7,0 x 10° n—1* (C=0)

277 2,6 x 10° n — ©* (anel aromatico)
4-NH 209 2,2 x 10 1—1* (C=0)

262 2,2 x 10* n — * (anel aromatico)
BH 224 2,7 x 10" n1—1* (C=0)

271 (ombro) 4,0 x 10° n — 7* (anel aromatico)
2-CH 215 9,8 x 10° n—7* (C=0 e anel aromatico)
4-CH 225 1,6 x 10 n1—1* (C=0)

239 (ombro) 1,1 x 10* n — 7* (anel aromatico)
2-MH 230 8,6 x 10° n1—1* (C=0)

286 3,9 x 10° 1 — m* (anel aroméatico)
4-MH 249 3,5 x 10" n1—1* (C=0)

298 (ombro) 5,0 x 10° n — 7* (anel aromatico)

Fonte: Dados da pesquisa.
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As bandas de absor¢@o observadas no espectro eletronico de complexos metélicos na

regido do UV-Vis, sdo decorrentes de transicdes envolvendo elétrons entre niveis de energia

diferentes, tais como, transicdes n — w*, m1 — w* (intraligante), d-d ou de bandas de

transferéncia de carga. A Tabela 11 ilustra as bandas de absor¢do observadas (Amsx) € 0S

respectivos valores de absortividade molar (&n4x) obtidos para os complexos sintetizados neste

estudo.

Tabela 11: Atribuicdo das bandas observadas (Aysx) € valores de absortividade (ensx) dos

complexos sintetizados neste estudo.

Complexo Amax (nM) € (mol_1 L | Transicao
cm*l)
1ou 220 3,7 x 10°* n—1* (C=0)
Cu(4-FH)(phen)(C10,), 272 3,5% 10" n—7* e n—* (intra-ligante)
293 1,1 x 10* n—7* e n—7n* (intra-ligante)
479 TCML
640 29%x10" | d-d
2 0u 229 6,4x 10" | non* (C=0)
Cu(4-FH)(dmb)(ClO4),*H,0O 277 1,8 x 10* n—1* e n—7n* (intra-ligante)
286 1,7 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
299 1.4 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
474 TCML
635 2,6x10" | d-d
3ou 224 4,8 x 10" 1—1* (C=0)
Cu(4-NH)(phen)(ClO4),°H,O | 272 5,6 x 10 n—n* e n—n* (intra-ligante)
293 2,2 x 10* n—7n* e n—7n* (intra-ligante)
471 TCML
632 3,5% 10’ d-d
4 ou 249 3,0 x 10°* 1—1* (C=0)
Cu(4-NH)(bipy)(ClO4),°H,0O 298 2,7 x 10* n—71* e n—7n* (intra-ligante)
310 2,4 x 10* n—7n* e n—n* (intra-ligante)
474 TCML
625 1,3x10" | d-d
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50u 229 84x10" | non* (C=0)

Cu(4-NH)(dmb)(ClO4),*H,O 287 3,2 x 10* n—1* e n—7n* (intra-ligante)
299 2,7 % 10* n—1* e n—7n* (intra-ligante)
476 TCML
622 7,1 x 10 d-d

6 ou 223 3,7 x 10 n—* (C=0)

Cu(BH)(phen)(ClO4),*H,O 271 2,9 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
292 (ombro) | 9,0 x 10° n—n* e n—n* (intra-ligante)
606 3,8 x 10’ d-d

7 ou 238 1,6 x 10" n—n* (C=0)

Cu(BH)(bipy)(ClO4),*H,O 299 9,7 x 10° n—n* e n—n* (intra-ligante)
310 (ombro) | 8,7 x 10° n—n* e n—n* (intra-ligante)
622 2,6 x 10’ d-d

8 ou 229 5,8x 10* 1—1* (C=0)

Cu(BH)(dmb)(Cl104),°2H,0 277 (ombro) | 1,1 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
287 (ombro) | 1,0 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
299 9,2 x 10° n—7* e n—7n* (intra-ligante)
475 TCML
623 4,0 x 10’ d-d

9 ou 224 6,6 x 10 1—1* (C=0)

Cu(2-CH)(phen)(ClO4), 272 4.4 % 10* n—7n* e n—n* (intra-ligante)
295 (ombro) | 1,7 x 10* n—7n* e n—n* (intra-ligante)
645 2,8 x 10 d-d

10 ou 236 (ombro) | 1,9 x 10* 1—1* (C=0)

Cu(2-CH)(bipy)(ClOy4), 297 9.4 x 10° n—7n* e n—n* (intra-ligante)
309 7,8 x 10° n—7n* e n—n* (intra-ligante)
626 3,1 x 10 d-d

11 ou 228 4,7 x 10* 1—1* (C=0)

Cu(2-CH)(dmb)(Cl1Oy4), 276 (ombro) | 7,8% 10° n—71* e n—7n* (intra-ligante)
286 (ombro) | 7,1 x 10° n—n* e n—n* (intra-ligante)
298 6,1 x 10° n—n* e n—7n* (intra-ligante)
476 TCML
625 3,1 x 10’ d-d




70

12 ou 227 4,2 x 10* 1—1* (C=0)

Cu(4-CH)(phen)(ClO4),*H,O | 271 3,0 x 10* n—1* e n—7n* (intra-ligante)
294 (ombro) | 1,1 x 10* n—1* e n—7n* (intra-ligante)
633 3,3 x 10’ d-d

13 ou 243 4,0 x 10* 1—1* (C=0)

Cu(4-CH)(bipy)(ClO4),*H,0O 300 1,9 x 10* n—7* e n—7n* (intra-ligante)
310 1,9 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
616 4,1 %10’ d-d

14 ou 229 5,7 x 10° n—* (C=0)

Cu(4-CH)(dmb)(Cl1O4),*H,0 286 (ombro) | 1,1 x 10* n—1* e n—7n* (intra-ligante)
299 9,5 x 10° n—n* e n—n* (intra-ligante)
640 2,3 % 10 d-d

15 ou 225 4,5 x 10" 1—1* (C=0)

Cu(2-MH)(phen)(Cl04)>*H,O | 269 2,6 x 10* n—7* e n—* (intra-ligante)
294 (ombro) | 9,8 x 10° n—n* e n—n* (intra-ligante)
626 4,3 x 10 d-d

16 ou 233 (ombro) | 3,0 x 10 n—n* (C=0)

Cu(2-MH)(bipy)(ClO4),*H,O | 297 2,1 x 10* n—7* e n—7n* (intra-ligante)
309 (ombro) | 1,9 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
622 3,2 x 10" d-d

17 ou 228 5,5 x 10 1—1* (C=0)

Cu(2-MH)(dmb)(ClO4),*2H,0 | 287 (ombro) | 1,1 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
298 1,0 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
615 5,1 %10 d-d

18 ou 225 (ombro) | 3,3 x 10° n—n* (C=0)

Cu(4-MH)(phen)(ClO4)2°2H,0 | 266 3,3 x 10 n—n* e n—n* (intra-ligante)
272 3,2 x 10* n—n* e n—n* (intra-ligante)
293 (ombro) | 8,5 x 10* n—7n* e n—n* (intra-ligante)
626 3,9 x 10 d-d

19 ou 250 1,8 x 10* 1—1* (C=0)

Cu(4-MH)(bipy)(CIOy), 299 1,1 x 10* n—n* e n—7n* (intra-ligante)
309 (ombro) | 8,7 x 10° n—71* e n—7n* (intra-ligante)
610 52 %10 d-d
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20 ou 220 1,8 x 10° 1—1* (C=0)

Cu(4-MH)(dmb)(Cl04),*2H,0 | 286 (ombro) | 7,0 x 10* n—1* e n—7n* (intra-ligante)
299 5,3 % 10* n—1* e n—7n* (intra-ligante)
616 41x10"  |dd

Fonte: Dados da pesquisa.

Considerando os dados da Tabela 11, em concentragdes 1 x 10~ mol L_l, todos
complexos apresentaram trés ou quatro bandas na regido compreendida entre 220 e 310 nm.
As bandas observadas entre 220 e 310 nm sd@o atribuidas as transi¢des n—n* ¢ n—n* das
hidrazidas e bases heterociclicas, como discutido anteriormente. Em solucdes mais
concentradas (aproximadamente 1 x 10 mol L’l) todos os complexos exibem uma banda
assimétrica (efeito Jahn Teller), referente a transicao eletronica interna do tipo d-d, na regidao
entre 606-645 nm dependendo do complexo. No estado s6lido, essa banda ocorre no intervalo
entre 574-622 nm, e em alguns casos, observou-se também uma banda de transferéncia de

carga em torno de 480 nm.

Para melhor compreensdo, a Figura 33 ilustra os espectros de absorcdo do complexo 7
e seus respectivos ligantes, em concentragdes 1 x 10~ mol L™ utilizando o solvente metanol.
Como pode ser verificado, o espectro do complexo 7 apresentou bandas em 238, 299 e 310
nm. Quando correlacionamos este espectro com o de seus respectivos ligantes livres podemos
inferir que a banda em 281 nm (bipy), também foi observada no complexo 7, porém foi
deslocada para 299 nm. Por sua vez, as bandas em 224 e 271 nm (BH), também foram
observadas no complexo, porém deslocadas para 238 e 310 nm, respectivamente. Estes
deslocamentos confirmam a coordenacdo dos ligantes ao centro metédlico e sugere a

participacdo do grupo C=0 na esfera de coordenacio.

O ion cobre(Il) livre, configuragdo &, possui nove elétrons distribuidos em cinco
orbitais d degenerados. Quando estes orbitais sdo submetidos a influéncia de um campo
ligante, ocorre um desdobramento em diferentes niveis de energia. A Figura 34 ilustra o
diagrama de desdobramento dos orbitais d em diferentes niveis de energia, de acordo com as
diferentes geometrias. Este desdobramento favorece a ocorréncia das transi¢des d-d, que sao

caracteristicas de metais com subcamada d ndo totalmente preenchida. Estas transicdes sdao
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facilmente reconhecidas em um espectro eletronico, pois geram bandas largas e de baixa

intensidade (¢ ~ 10 a 10> mol' L cm™") (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Figura 33: Espectros de absor¢cdo do complexo 7 e seus respectivos ligantes, em

concentracdes 1 x 10~ mol L™ utilizando o solvente metanol.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Figura 34: Diagrama de desdobramento dos niveis de energia dos orbitais d, em diferentes
geometrias.
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A Figura 35 apresenta as transicoes do tipo d-d, no estado solido e em solucdo, que

foram observadas para o complexo 18. O espectro do complexo 18 em solu¢do metandlica
(5,5 % 10~ mol L_l) exibiu uma banda d-d assimétrica centrada em 626 nm, com € = 3,9 x 10"
mol ' L cm ™. No estado sélido (reflectancia difusa), esta banda encontra-se centrada em 588
nm. Com a mudanca do estado sélido para solucdo, observamos que a banda d-d desloca-se
para maiores comprimentos de onda, indicando que a geometria no estado sélido difere
daquela observada em solu¢d@o, como verificado por outras técnicas. Esse fato pode ser
explicado pela substituicdo do ligante axial (perclorato) por uma molécula solvente, pois o
perclorato € um ligante fraco (SHRIVER; ATKINS, 2008; ALMEIDA et al., 2015; LOPES et
al., 2013;). Além disso, com base nos valores de comprimento de onda préximos a 600 nm,
podemos inferir que no estado sélido o complexo esteja hexacoordenado, apresentando uma
geometria octaédrica tetragonalmente distorcida (HATHAWAY, TOMLINSON, 1970;
SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2014).

Figura 35: Espectros de absor¢do do complexo 18, no estado sélido e em solu¢do metandlica

(5,5% 10° mol L™).

Complexo 18 no estado solido

0.3 1 Complexo 18 em solugao

0,2
(%2}
Ke)
<

0,14

Tyt
0,0 T

T T T T T
500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Dados de pesquisa.

A energia associada ao desdobramento dos orbitais d, ilustrados na Figura 34, é

fortemente influenciada pela natureza do ligante (série espectroquimica), pelo estado de
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oxidagcdo do metal e pela geometria em torno do fon metdlico. Desse modo os complexos
contendo ligantes de campo forte apresentam bandas d-d com valores de comprimento de
onda menores do que aqueles contendo ligantes de campo fraco (SHRIVER; ATKINS, 2008).
Como os complexos em estudo apresentam a mesma geometria € o mesmo estado de oxidagdo
do metal € possivel avaliar a contribuicio de cada classe de ligante, presente no plano
equatorial, para a posi¢do da banda d-d. Para os complexos octaédricos a separacio de energia
entre os orbitais aumenta juntamente com a série espectroquimica de ligantes, assim ¢é
esperado que os complexos contendo o ligante phen (campo + forte) apresentem bandas d-d
com valores de comprimento de onda menores do que aqueles contendo os ligantes bipy ou
dmb (campo ligeiramente + fraco) (HOUSECROFT, SHARPE, 2013; MAQSOOD et al,
2013). De fato, este comportamento foi observado para os complexos 6, 7 e 8 indicando que o
efeito causado pela natureza do ligante hidrazida BH, é menos pronuncidvel do que o efeito
causado pelas bases heterociclicas. Para os demais complexos essa tendéncia nio foi
observada, indicando que as hidrazidas contribuem mais fortemente para a separagdo de
energia entre os orbitais e, consequentemente para a posicao da banda d-d, como previamente
reportado na literatura (SILVA et al., 2014). Por exemplo, para os complexos contendo as
hidrazidas 2-CH, 2-MH e 4-NH, o comprimento de onda das bandas d-d apresentou uma
tendéncia inversa em relacdo aos complexos com a BH, ou seja, phen > bipy > dmb. Este
comportamento pode ser explicado pela diminui¢do na forca do campo ligante no plano
equatorial, que € causado pela hidrazida. Isto corresponderia, entdo, a uma superposi¢do mais
fraca dos orbitais dos 4dtomos da hidrazida com os orbitais do fon Cu®*. Para os complexos
contendo phen, o comprimento de onda das bandas d-d apresentou a tendéncia 4-FH>4-
NH>2-CH>4-CH>2-MH~4-MH>BH, indicando que a forca do campo ligante das hidrazidas
aumenta de acordo com a seqiiéncia inversa. Este comportamento pode ser justificado pela
presenca dos substituintes no anel aromdtico, uma vez que os ligantes n-doadores, contribuem
para o aumento da doagdo 7 e a estabilizagdo do nivel f,, dessa forma diminui a separagdo de

energia entre os orbitais e conseqiientemente aumenta o comprimento de onda da banda d-d.

No estado sélido, também foram observas as bandas de transferéncia de carga em
alguns complexos. As bandas de transferéncia de carga do metal para o ligante (TCML)
geralmente acontece em complexos metdlicos que possuem um ligante com orbital n* de
baixa energia vazio, tais como os ligantes aromadticos heterociclicos phen e bipy
(HOUSECROFT, SHARPE, 2013; ALMEIDA et al., 2015; LOPES et al., 2013). Em alguns

complexos foi observada uma banda TCML na regiao compeendida entre 470-480 nm, como
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mostra a Tabela 11. No estado sélido, o espectro de absor¢do do complexo 4 (Figura 36)
apresentou uma banda TCML em torno de 474 nm. Este comportamento nao foi observado

para todos os complexos, pois a banda de TCML pode ser encoberta pela transigdo n—n* que

ocorre no ligante heterociclico (HOUSECROFT, SHARPE, 2013).

Figura 36: Espectros de absor¢ao do complexo 4 no estado sélido.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.6. Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

Os ligantes utilizados neste trabalho foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho para posterior comparacdo com os respectivos complexos isolados, na tentativa

de atribuir o modo de coordenacao.

Para as bases heterociclicas, as bandas mais energéticas presentes na regido entre 1647 e
1550 cm™' sdo caracteristicas do estiramento simétrico e assimétrico da ligagio C=C do anel
aromdtico, enquanto que as absor¢des encontradas proximas a 1430 cm ' sdo atribuidas ao
estiramento C—N. As bandas observadas na regido proxima a 3100 cm ' sdo provenientes dos
estiramentos da ligacio C—H, enquanto que as absor¢des encontradas nas proximidades de
3000, 1140 e 810 cm™' sdo atribuidas as deformagdes axiais e angulares dentro e fora do plano
do anel aromético, respectivamente. Para o ligante dmb, duas bandas encontradas em 1432 e

1025 cm ' sdo atribuidas aos estiramentos do grupo metoxi. Estas atribui¢des estdo
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condizentes com os dados da literatura (AWAD et al., 2010; FIRDAUS et al., 2008;
NAKAMOTO, 1997).

As hidrazidas t€m a capacidade de coordenar prontamente a muitos metais de transi¢ao,
pois apresentam trés dtomos doadores (C=0, NH; e NH), assim a ligacdo com os metais de
transicao pode ocorrer através de um tnico dtomo doador (forma monodentada) ou através de
dois atomos doadores simultaneamente (forma bidentada) (FONTES et al., 2004; ROTH et
al., 2014; SOUZA et al., 2013a; SOUZA et al., 2013b; SATHYADEVI et al., 2014;
RODRIGUES et al, 2015). Estes ligantes apresentam, em geral, duas absorcdes
caracteristicas no intervalo 3372-3200 cm™', que correspondem aos estiramentos (simétrico e
assimétrico) do grupo NH,. Absorcdes encontradas entre 1590-1550 cm™ sdo atribuidas a
deformacdo angular do grupo NH,. As bandas na regido compreendida entre 1668-1645 cm™
sdo atribuidas as frequéncias vibracionais do grupo C=0 (NAKAMOTO, 1997). Estas
atribuicdes sdo de grande relevincia para o entendimento do modo de coordenacdo das
hidrazidas, que pode ser mono ou bidentado, como mencionado anteriormente. A Tabela 12

ilustra as principais atribui¢cdes observadas.

Tabela 12: Atribuicdes de alguns modos vibracionais, infravermelho, para o ligante e os seus

respectivos complexos.

Composto OH vNH, vNH vC=0 vC—H,, | Outras bandas
em™ |(em) |(m) |(em) |(m) |(em)

phen — — — — 3057f

bipy — — — — 3105¢f

dmb — — — — 3103f

4-FH — 3306f 3205¢f 1665m 3081f v(C-0) 1223m

v(C-F) 1037m

1 — 3258f 3201f 1656m 3070f v(C-0) 1223m

v(C-F) 1038m
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2 3600f 3245¢f 3095f 1668m 3000f v(C-0)1227m
Vv(C-F) 1045m

4-NH — 3331f 3104f 1646m 3104f v(NO,)"1343 m
v(NO,)* 1317m

3 3506f 3233f 3167f 1653m 3092f v(NO,)"1348m
v(NO,)'1321m

4 3531f 3231f 3164f 1653m 3086f v(NO,)"1346m
v(NO,)*1323m

5 3600f 3243f 3178f 1653m 3082f v(NO,)"1344m
v(NO,)*1321m

BH — 3298m 3196m 1659m 3052f —

6 3573f 3242 3155¢ 1646m 3076f —

7 3577m 3255m 3175¢ 1645m 3079f —

8 3560m 3230m 3194f 16531 3083f —

2-CH — 32771 3185m 16411 3024f v(C-Cl) 6491

9 — 3246f 3173f 1653m 3073f v(C-Cl) 6541

10 — 3219m 3125f 1651m 3091f v(C-Cl) 6501

11 — 3222m 3127m 16541 3086f v(C-Cl) 6201

4-CH — 3311m 3191m 16601 3008f v(C-Cl) 672i

12 35271 3241m 3167m 16461 3094f v(C-Cl) 6501
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13 3544f 3241f 3164f 16441 3084f v(C-Cl) 6491

14 3619f 3228m 3195¢f 16541 3086f v(C-Cl) 6231

2-MH — 3372m 3217m 16531 2975f v(C-0) 12371
15 3595f 3248m 3195¢ 1633m 3079f v(C-0)1246m
16 3505m 3258m 3185f 1653m 3091f v(C-0)1251m
17 3619m 3234m 3123f 16521 3092f v(C-0)1248m
4-MH — 3314m 3191f 1650m 3059f v(C-0)1252i

18 3578m 3246m 3169f 16471 3092f v(C-0)1240m
19 — 3233m 3156f 16521 3087f v(C-0)1247m
20 3604f 3246m 31991 16511 3088f v(C-0)1259m

f=fraca; i=intensa; m=média; a= assimétrica; s=simétrica; ar=aromatico.

Fonte: Dados de pesquisa.

Em alguns complexos, bandas largas na regido proxima a 3550 cm ', indicam a
presenca de moléculas de d4gua. Comparando o espectro de um determinado complexo com os
espectros de seus respectivos ligantes, nota-se que as bandas atribuidas aos estiramentos do
grupo NH; sofrem um deslocamento significativo, o que indica a participa¢do do nitrogénio
(NH,) na coordenagdo ao ion metélico. As bandas referentes ao estiramento do grupo NH,
também sofrem um deslocamento, porém menos significativo. Estes deslocamentos podem
ser observados na Figura 37, que apresentam os espectros sobrepostos para o complexo 18 e o

ligante 4-MH.

Adicionalmente, as bandas referentes ao grupo C=0 também estdo deslocadas, Figura
38, mas com variacdes menos acentuadas. Assim podemos sugerir que esta mudanca é
consequéncia do envolvimento da carbonila na coordenacao, conforme observado nos dados
de difracdo de raios X. Desta forma, conclui-se que as hidrazidas apresentam um
comportamento bidentado perante o ion Cu(ll), de acordo com estudos prévios (FONTES et

al., 2004; ROTH et al., 2014).
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Figura 37: Espectros no infravermelho para o complexo 18 e o ligante 4-MH, na regido

préxima a 3300 cm™.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Figura 38: Espectros no infravermelho para o complexo 18 e seus respectivos ligantes, na

regido proxima a 1600 cm™.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Completando a esfera de coordenacdo, tem-se o perclorato. O ion perclorato livre

pertence ao grupo pontual tetraédrico (7,) e apresenta dois estados fundamentais ativos no
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infravermelho. Geralmente, este fon coordena ao metal quando a sintese do complexo &
realizada em solventes ndo aquosos. Apesar de ser um fraco coordenante, ele apresenta dois
modos de coordenagdo ao metal: mono ou bidentado. Quando coordenado ao centro metalico,
ocorre uma diminui¢do da simetria deste anion de Ty para C3, (monodentado) ou para C,
(bidentado). Como resultado do abaixamento de simetria as vibra¢des antes degeneradas sdo
agora desdobradas (NAKAMOTO, 1997). A Tabela 13 mostra que as bandas ativas no
espectro de infravermelho do perclorato nao coordenado exibem dois modos vibracionais de
T, (triplamente degenerado) que sdo encontrados em duas regides 1100 e 620 cm™. Quando
coordenado de modo monodentado (simetria C3,), cada um destes modos sdo desdobrados em
duas bandas ativas no infravermelho, A; e E. Na coordenagdo bidentada (simetria C»,) o modo
E é desdobrado em duas bandas, B; e B, sugerindo a presenca de trés bandas ativas no
infravermelho (LEWIS et al., 1975). Assim, o comportamento dos fons percloratos nos
complexos pode ser inferido pelas frequéncias dos estiramentos Cl-O, uma vez que oOs
complexos contendo perclorato coordenado podem ser distinguidos daqueles nao coordenados
pela presenca de uma segunda banda nas proximidades de 620 cm™ e duas ou trés bandas na
regido préxima a 1100 cm™. Os complexos em estudo apresentaram duas ou trés bandas
intensas entre 1120 e 1045 cm’™ que sdo atribuiveis a presenga de dois grupos perclorato
coordenados, também verificados nas estruturas de dois complexos (1 e 9) que tiveram suas
estruturas determinadas por difracdo de raios X. Em alguns complexos, bandas fracas
encontradas no intervalo de 500-400 cm’l, podem ser atribuidas aos estiramentos Cu—O e Cu—

N (NAKAMOTO, 1997).

Tabela 13: Consideragdes gerais para o espectro de infravermelho do grupo perclorato.

Simetria Tipo de interagdo  Regido (~ 1100 cm ') Regido (~ 620 cm ')
T, Nao coordenado 7> T,

C;, Monodentado A;+E A +E

Cy Bidentado A;+Bj+B; A; +B;+ B,

Fonte: Adaptado de LEWIS et al., 1975.

As Figuras 39 e 40 ilustram os espectros no infravermelho paras os complexos 1 e 9
(nas regides proximas a 1100 e 620 cm ), respectivamente. O complexo 1 apresenta duas

bandas na regido proxima a 1100 cm ' (1100 e 1087 cm ') e duas bandas na regido proxima a
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620 cm ™' (581 e 553 cm™) sugerindo um comportamento monodentado dos dois grupos
percloratos, como observado na estrutura cristalina deste composto. J4 o complexo 9
apresenta trés bandas na regido préxima a 1100 cm' (1120, 1107 e 1086 cm ') e trés bandas
na regido préxima a 620 cm ' ( 620, 602 ¢ 584 cm ') sugerindo um comportamento bidentado
do grupo perclorato, como verificado na estrutura cristalina deste composto. Os complexos 8
e 11 também apresentaram trés bandas na regido préxima a 620 cm ', como mostra a Tabela
14, dessa forma € possivel inferir que nestes compostos o grupo perclorato atua como ligante
bidentado, como observado para o complexo 9. Nessa mesma regido, os demais complexos
apresentaram duas bandas, Tabela 14, sugerindo um comportamento monodentado dos grupos

percloratos, como verificado para o complexo 1.

Figura 39: Espectros no infravermelho para o complexo 1, nas regides proximas a 1100 e 620
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Fonte: Dados de pesquisa.

Figura 40: Espectros no infravermelho para o complexo 9, nas regides préximas a 1100 e 620
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Tabela 14: Atribuicdo dos nimeros de onda referente ao vCl-O, na regido préxima a 620

cm ', para os complexos 1-20.

Complexo Vibragdo vCI-O (cm™)
1 ou Cu(4-FH)(phen)(ClOy), A +E 581 e 553

2 ou Cu(4-FH)(dmb)(Cl1O4),*H,0O A +E 581 e 564

3 ou Cu(4-NH)(phen)(ClO4),*H,0 A +E 615 e 586

4 ou Cu(4-NH)(bipy)(ClO4),*H,0 A +E 617 e 587

5 ou Cu(4-NH)(dmb)(ClO4),*H,O A +E 610 e 586

6 ou Cu(BH)(phen)(Cl104),°H,O A +E 623 e 581

7 ou Cu(BH)(bipy)(ClO4),*H,O A +E 613 e 575

8 ou Cu(BH)(dmb)(C10O4),*2H,0 A +B;+B; 621,590 e 577
9 ou Cu(2-CH)(phen)(ClO4), A; +B;+B; 620, 602 ¢ 584
10 ou Cu(2-CH)(bipy)(ClO4), A +E 620 e 583

11 ou Cu(2-CH)(dmb)(Cl104), A +B;+B; 588,578 ¢ 533
12 ou Cu(4-CH)(phen)(C104),*H,O A +E 618 e 593

13 ou Cu(4-CH)(bipy)(ClO4),*H,0O A +E 618 ¢ 603

14 ou Cu(4-CH)(dmb)(C104),*H,0 A +E 590 e 582

15 ou Cu(2-MH)(phen)(Cl04),*H,0O A/ +E 618 e 603

16 ou Cu(2-MH)(bipy)(ClO4),*H,0 A +E 617 e 608

17 ou Cu(2-MH)(dmb)(Cl0O4),*2H,0 A +E 619 e 599

18 ou Cu(4-MH)(phen)(ClO4),°2H,0 A+ E 625e 611

19 ou Cu(4-MH)(bipy)(ClO4), A +E 619 e 582

20 ou Cu(4-MH)(dmb)(C104),*2H,0 A +E 625¢e 619

Fonte: Dados de pesquisa.

4.7. Espectrometria de massas em alta resolu¢do com ionizagdo por electrospray

(HRESIMS)

Os complexos sintetizados foram analisados por espectrometria de massas em alta
resolugdo utilizando metanol e 4gua na propor¢cdo 9:1 ou 7:3, v/v. Os espectros foram
registrados no modo positivo e podem ser observados no anexo C. Durante o processo de
ionizacdo, as moléculas de dgua (sugeridas como de hidratagcdo), presentes originalmente na

maioria dos complexos, foram dissociadas e ndo foram, portanto consideradas para o cdlculo
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dos complexos carregados. Os valores de m/z listados na Tabela 15 sdo referentes ao
isétopo **Cu, que apresenta abundancia isotépica de 69,15%. Os espectros de massas (EMs)
registrados para todos os complexos estdo de acordo com as estruturas propostas, sendo
possivel observar a presenca dos sinais referentes as espécies [M — 2ClO4— H]*, o que indica
a perda dos ligantes percloratos. Este resultado corrobora com o fato de que a esfera de
coordenacgdo do fon cobre em solugao € diferente daquela encontrada no estado s6lido, devido
a labilizacdo dos ligantes axiais, como verificado pelos dados de condutimetria e RPE. Na
seqiiéncia sdo apresentados os EMs do complexo 6 (Figura 41), que permitiu observar o sinal
de m/z 378,0535 [M — 2ClO4 — H]", calculado para [CuCoH;5N4O]", 378,0536 (A — 0,26
ppm), e do complexo 9 (Figura 42), que permitiu observar o sinal de m/z 412,0148 [M —
2C104 — H]*, calculado para [CuC;oH4N4,OCI]*, 412,0147 (A 0,24 ppm). Na Tabela 15 estdo
descritos os sinais de m/z referentes aos complexos carregados observados nos EMs dos

complexos 1-20, assim como os seus respectivos valores de m/z tedrico.

Figura 41: Espectro de massas do complexo 6.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Figura 42: Espectro de massas do complexo 9.
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Tabela 15: Valores de m/z tedrico e experimental obtidos para os complexos carregados

observados nos EMs dos compostos 1-20.

Composto  Complexo carregado  m/z experimental  m/z tedrico Erro (ppm)
1 [M - 2C10,— H]* 426,0555 426,0548 1,60
2 [M —2ClO4— H]" 462,0760 462,0759 0,20
3 [M - 2Cl10,— H]* 423,0399 423,0387 2,80
4 [M - 2Cl10,— H]* 399,0393 399,0387 1,50
5 [M - 2Cl10,— H]* 459,0606 459,0598 1,70
6 [M - 2Cl10,— H]* 378,0535 378,0536 —0,26
7 [M —2ClO,— H]" 354,0534 354,0536 0,56
8 [M - 2C10,— H]* 414,0752 414,0748 0,96
9 [M - 2C10,— H]* 412,0148 412,0147 0,24
10 [M —2ClO,— H]" 388,0150 388,0147 0,77
11 [M —2ClO,— H]" 448,0356 448,0358 -0,44
12 [M - 2Cl10,— H]* 412,0148 412,0147 0,24
13 [M - 2C10,— H]* 388,0148 388,0147 0,25
14 M - 2C10,— H]* 448,0357 448,0358 -0,22
15 [M —2ClO,— H]" 408,0641 408,0642 -0,24
16 [M - 2Cl0,— H]* 384,0642 384,0642 0,00
17 [M —2Cl0O4— H]" 4440854 4440853 0,22
18 [M —2Cl0O4— H]" 408,0643 408,0642 0,24
19 [M —2ClO,— H]" 384,0648 384,0648 0,00
20 [M —2ClO,— H]" 4440851 444,0853 —0,45

Fonte: Dados de pesquisa.

4.8. Comportamento em solucio aquosa

A estabilidade € um parametro crucial para o desenvolvimento de novos

metalofarmacos, e até o momento este tipo de estudo ainda nao foi reportado para esta classe

de compostos. A importancia deste procedimento € baseada no fato da maioria dos

quimioterdpicos serem administrados em solucao por via intravenosa. Para os complexos em

estudo, a espécie encontrada em solucdo é diferente daquela observada no estado sélido,
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como esperado e relatado na discussdo de condutividade molar. Desta forma torna-se

necessario analisar a estabilidade dos complexos em estudo em solucdo aquosa.

Na tentativa de avaliar a estabilidade dos complexos sintetizados, 0 comportamento em
solucdo aquosa dos compostos 1, 9, 12 e 20 foi avaliado por espectroscopia UV-Vis em
diferentes intervalos de tempo utilizando uma mistura de tampao fosfato / DMSO 0,1%. A
mistura € justificada devido ao fato de o DMSO ter sido utilizado nos testes bioldgicos. Os
valores de absorbancia e comprimento de onda (Figuras 43-46) ndo foram afetados, mesmo
apds 6h, como observado para complexos de cobre(Il), descritos na literatura (ANNARAJ et
al., 2016; HOSSEINI-YAZDI et al., 2017, DEHKHODAEI et al., 2017). Estes resultados
indicam que as espécies [Cu(N-O)(N-N)]** permanecem intactas em solucdo sob as
condi¢des de ensaio, indicando que o potencial bioldgico observado € proveniente destas

espécies.

Figura 43: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis para o complexo 1, em diferentes

intervalos de tempo.
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Figura 44: Espectros de absor¢@o na regido do UV-Vis para o complexo 9, em diferentes

intervalos de tempo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 45: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis para o complexo 12, em diferentes

intervalos de tempo.
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Figura 46: Espectros de absor¢do na regidao do UV-Vis para o complexo 20, em diferentes

intervalos de tempo.
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4.9. Atividade citotdxica

A atividade citotéxica dos complexos 1-5, e seus respectivos ligantes foi avaliada
contra as células de leucemia mieloide cronica (K562). Adicionalmente, os complexos 1 ¢ 3
e seus respectivos ligantes, também foram avaliados contra duas linhagens de cancer de
mama (MDA-MB-231 e MCF-7). Os valores de 1Cs ilustrados na Tabela 16 sio referentes
a concentracdo minima necessaria capaz de inibir 50% do crescimento celular, no intervalo
de tempo pré-estabelecido. Por uma questdo de comparacdo e para avaliar o potencial
citotoxico destes complexos, os resultados obtidos foram comparados com dois farmacos de
referéncia (cisplatina e carboplatina) e com o complexo [Cu(phen);](ClO4),, que € uma
nuclease artificial de reconhecida citotoxicidade in vitro (ZHANG et al., 2012; SILVA et al.,
2011).
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Tabela 16: Valores de ICs para os complexos 1-5, e seus respectivos ligantes.

Compostos ICso(umol L") ICsp (umol L) ICso (umol L)
K562 MDA-MB-231  MCF-7

Compostos em estudo

4-FH >100 >100 >100
4-NH 10,5 >100 >100
Dmb 23,5 n.d. n.d.
Bipy 30,0 n.d. n.d.
Phen 3,2 >100 >100
1 ou Cu(4-FH)(phen)(ClO4), 1,8 8,8 6,5
2 ou Cu(4-FH)(dmb)(ClO4),*H,O 26,2 n.d. n.d.
3 ou Cu(4-NH)(phen)(ClO4),*H,O 1,6 5,5 4,6
4 ou Cu(4-NH)(bipy)(ClO4),H,O 28,0 n.d. n.d.
5 ou Cu(4-NH)(dmb)(ClO4),*H,O 15,0 n.d. n.d.

Fdrmacos de referéncia

[Cu(phen),](ClO4), 3,4 n.d. n.d.
Cisplatina 1,1 n.d. n.d.
Carboplatina 10,0 >100 >100

ICsp=concentracdo minima necessaria para inibir 50% do crescimento celular. n.d= nao

determinado.

Fonte: Dados da pesquisa.

Considerando os compostos organicos e os ensaios realizados contra a linhagem
tumoral K562, podemos inferir que a phen € mais ativa do que a carboplatina e o ligante 4-
NH apresenta atividade similar a carboplatina. Os demais ligantes (4-FH, bipy e dmb)
exibiram baixa a moderada atividade contra esta linhagem. Por sua vez, os complexos de
cobre exibiram alta ou boa atividade e inibiram o crescimento de células K562 com valores
de ICs variando entre 1,6 e 28 pmol L™, sendo que a ordem crescente de atividade é 3> 1>
5> 2> 4. Como pode ser verificado, os complexos de cobre com 1,10-fenantrolina (phen)

foram mais ativos do que aqueles com 4-4'-dimetoxi-2-2'-bipiridina (dmb) e 2,2-bipiridina
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(bipy). Esta ordem de reatividade pode ser explicada devido a maior planaridade do ligante

phen, que favorece uma interacdo mais efetiva com o DNA, promovendo danos na estrutura

do DNA (BARRA, NETTO, 2015).

Quando relacionamos as atividades dos complexos de cobre com phen e seus
respectivos ligantes livres podemos concluir que os complexos 1 e 2 foram 1,8 e 2 vezes
mais ativos do que a phen, respectivamente e 55,5 e 6,5 vezes mais ativo do que as
hidrazidas correspondentes. Em relacdo aos complexos de cobre com dmb e seus ligantes
podemos inferir que o complexo S foi 1,5 vezes mais ativos do que a sua respectiva
hidrazida. Quando comparamos os resultados obtidos com os ligantes e farmacos de
referéncia podemos observar que os complexos 2, 4 e 5 apresentaram atividade boa ou
moderada contra as células K562, j4 os complexos 1 e 3 foram mais ativos do que
carboplatina, [Cu(Phen),]** e seus respectivos ligantes livres, indicando que estes complexos

sdo candidatos promissores para estudos posteriores.

Como os complexos 1 e 3 apresentaram resultados promissores frente a células K562,
eles também foram avaliados em outras duas linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231 e
MCEF-7), como mostra a Tabela 16. Estes compostos inibiram o crescimento celular com
valores de ICsy variando entre 4,6 e 8,8 pmol L', sendo o complexo 3 mais ativo do que o
complexo 1 nas duas linhagens. Os dados obtidos na linhagem MDA-MB-231, mostraram
que os complexos 1 e 3 foram aproximadamente 11 e 18 vezes mais ativos do que a
carboplatina e seus ligantes livres. E os resultados contra a linhagem MCF-7, apontaram que
os complexos 1 e 3 foram cerca de 15 e 20 vezes mais ativos do que a carboplatina e seus
ligantes livres.

De acordo com os dados da literatura, complexos ternérios de cobre(Il) contendo phen
tém demonstrado resultados antitumorais promissores contra a linhagem K562. A Tabela 17
destaca alguns destes complexos. Analisando os dados da Tabela 17, podemos observar que
os complexos de cobre(Il) contendo hidrazidas e phen apresentou valores de ICsy simililares
aqueles contendo antibidticos (doxicilina e tetraciclina) ou B-dicetonas embora o mecanismo
de acdo possa ser diferente (ALMEIDA et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016; SILVA et al.,
2011; SILVA et al., 2014).
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Tabela 17: Valores de ICs para os complexos ternarios de cobre(Il) contendo phen.

Complexos ICso (umol L_l) Referéncia
K562 (72 h)

Compostos em estudo

1 ou Cu(4-FH)(phen)(ClOy), 1,8

3 ou Cu(4-NH)(phen)(ClO4),°H,0 1,6

Complexos semelhantes

[Cu(BTA)(phen)NOs] 2,9 ALMEIDA et al., 2015
[Cu(TTA)(phen)NOs] 2,5 ALMEIDA et al., 2015
[Cu(BTACI)(phen)NOs] 2,1 ALMEIDA et al., 2015
[Cu(3-HPA)(phen)ClO4] 2,3 ALMEIDA et al., 2016
[Cu(doxiciclina)(phen)(H2O)(ClO4)](C104) 1,9 SILVA et al., 2011
[Cu(tetraciclina)(phen)(H>O)(ClO4)](C104) 2,6 SILVA et al., 2011
[Cu(phen)(Shyd)(acn)(ClO4)](ClOy) 2,2 SILVA et al., 2014
[Cu(phen)(Ohyd)(acn)(Cl04)](C104) 1,5 SILVA et al., 2014

ICsp=concentra¢do minima necessdria para inibir 50% do crescimento celular.

4.10. Determinacao do modo de morte celular por citometria de fluxo

A andlise por citometria de fluxo foi realizada para determinar se os complexos 1 e 3 (50
umol L") sdo capazes de induzir a morte celular por apoptose, através da dosagem
de fosfatidilserina. Como mencionado anteriormente, a apoptose € um tipo de morte celular
programada, enquanto a necrose é um processo degradativo que ocorre apds a morte celular
(GONZALEZ et al, 2001; ELMORE, 2007; SU et al., 2015). A fosfatidilserina &
predominantemente observada na superficie interna da bicamada lipidica. Durante o processo
de apoptose, um dos primeiros eventos que acontecem € a exposi¢do da fosfatidilserina na
superficie externa da membrana plasmdtica, que permanece intacta, mas sofre uma
desorganizacdo (STURM et al., 2006; VANDEN BERGHE et al., 2013). Este fendmeno
promove mudangas na assimetria da membrana, que sdo facilmente detectados e reconhecidos
por proteinas dependentes de ions calcio, como a anexina V (BOERSMA et al., 2005;

STURM et al., 2006; GALLUZI et al., 2012). A anexina V € uma proteina que se liga ao
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fosfolipidio dependente de Ca®* e possui alta afinidade pelo fosfolipidio fosfatidilserina,
sendo vastamente utilizada para identificar células apoptdticas com fosfatidilserina exposta
(WATANABE et al., 2002; BOERSMA et al., 2005). O procedimento de deteccao de
apoptose e necrose utilizando o kit Annexin V/Dead Cell consiste na ligacdo da anexina-V a
fosfatidilserina, na membrana das células que estdo iniciando o processo apoptético e na
ligacdo do corante 7-AAD ao DNA, que proporciona informacdo sobre a integridade da
membrana das células. O 7AAD é um composto quimico fluorescente que intercala entre as
bases do DNA e dependendo da permeabilidade da membrana das células ele serve como
marcador de apoptose tardia (ZEMBRUSKI et al., 2012). As células com membranas intactas
excluem o 7-AAD, tais como células vivas sauddveis e células apoptdticas precoces, enquanto

as membranas de células danificadas e mortas sdo permedveis ao 7-AAD.

Nos estdgios iniciais do processo de apoptose ocorre a externalizacdo da
fosfatidilserina, mas a membrana permanece intacta resultando na marcacdo Anexina (+) e 7-
AAD (-). Na apoptose tardia além da exposicdo da fosfatidilserina na membrana celular
ocorre o aparecimento de poros na mesma tornando-a permedvel ao corante 7-AAD,
resultando na marcacdo Anexina (+) e 7-AAD (+). Em caso de necrose ndo ocorre a
externalizacdo fosfatidilserina na membrana, mas ocorre a permeabilizacdo da membrana
plasmética, devido a formacao de poros na mesma, o que resulta na marcacdo Anexina (-) e 7-
AAD (+). Desta forma a associacdo dos reagentes (anexina V + 7AAD) € capaz de identificar
as populagdes de células e classifica-las em quatro grupos distintos: Células vidveis: Anexina
(-) e 7-AAD (-), quadrante inferior esquerdo (Q4); Células em apoptose inicial: Anexina (+) e
7-AAD (-), quadrante inferior direito (Q3); Células em apoptose tardia: Anexina (+) e 7-AAD
(+), quadrante superior direito (Q2). Células em necrose ou que morreram por via nao-

apoptética: Anexina V (-) e 7-AAD (+), quadrante superior esquerdo (Q1).

Com base nestas marcagdes € avaliando a Figura 47, podemos observar que a maior
populacdo de células encontra-se no quadrante Q2, sugerindo que apds 24 h de incubagdo, os
complexos de cobre 1 e 3 induzem apoptose tardia na linhagem celular MDA-MB-231.
Concordando com relatos da literatura que mostra a capacidade de varios complexos de cobre
(Il) em induzir apoptose, uma forma de morte celular programada que ocorre em células
tumorais como resposta a alguns agentes anticancerigenos (FERNANDES et al., 2015;

ZHOU et al., 2016; PAUL et al., 2017).
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Figure 47: Representacdo do tipo de morte celular, apos 24 horas de tratamento com os

complexos 1 ¢ 3.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.11. Interagdo com DNA

O DNA ¢ um dos principais alvos dos diferentes farmacos antitumorais, devido ao seu
papel fundamental na replicagdo celular, transcricdo e regulagdo genética. Como esta
macromolécula € rica em anions fosfatos e apresenta grupos doadores de pares de elétrons,
tais como, atomos de oxigénio € nitrogénio, torna-se um alvo ideal para intera¢cbes com
complexos metdlicos (BARRA, NETTO, 2015). A interagdo complexo-DNA pode ocorrer
de duas formas: covalente ou ndo-covalente. A forma covalente € caracterizada pela ligagdo
direta do complexo ao DNA, através de suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato e a
forma ndo-covalente pode acontecer por meio de interagdes eletrostdticas, intercalagdo e
interacdes hidrofébicas no sulco menor do DNA (KEENE et al., 2009; BOER, CANALS,
2009). Essas interagdes entre o farmaco e o alvo provocam modificagdes conformacionais na
estrutura do DNA, que posteriormente interferem nos mecanismos de transcricio e
replicacdo, induzindo a morte celular (BARRA, NETTO, 2015). De acordo com estudos
descritos na literatura, quando a interagdo complexo-DNA ocorre por intercalagdo, o orbital

7* do ligante, presente no complexo intercalador, pode interagir com o orbital & dos pares de
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base nitrogenadas do DNA, causando uma diminui¢do na energia da transi¢ao m-m*, que
resulta em um deslocamento batocromico. Em contrapartida, a presenca do orital ©
parcialmente preenchido diminui a probabilidade destas transi¢des, causando um efeito
hipocromico. Este comportamento € caracteristico de processos por intercalagdo, enquanto o

hipercromismo estd relacionado as outras interacdes, como por atragdo eletrostitica ou por

ligacdo covalente (BARRA, NETTO, 2015).

Para averiguar a forma de interacdo dos compostos 1 € 3 com o DNA, foram realizados
ensaios por espectroscopia na regido do UV-Vis e por dicroismo circular. Os espectros de
absorcdo na regido do ultravioleta-visivel foram registrados a partir de solugdes dos
complexos 1 e 3 na auséncia e na presenca de subseqiientes adicdes de CT-DNA (DNA de
timo de vitelo). As Figuras 48 e 49 ilustram, respectivamente, os espectros de absor¢do na
regidio do UV-Vis obtidos a partir das solu¢des dos complexos 1e3 (2,5 x 10° mol L") em
concentracoes crescentes de DNA, variando de 0 a 3 x 10~ mol Lfl, em tampao HEPES e

pH=773,1=1x10" mol L™

Analisando os espectros € possivel observar que a adicdo de DNA induz
simultaneamente um efeito hipocromico e deslocamento batocrdmico, indicando que ambos
os complexos interagem por intercalacio com o DNA de timo de vitelo. Mais
especificamente, observamos que a banda proxima a 220 nm sofre um deslocamento
batocrémico mais pronunciado do que a banda em torno de 270 nm, isto ocorre devido ao
fato da banda de menor comprimento de onda ser uma transi¢do n-n* (C=0), enquanto a
banda em maior comprimento de onda é proveniente da sobreposi¢do das transi¢des m-n* e
n-n*. A partir dos dados obtidos durante a titulagdo espectrofotométrica dos complexos 1 e 3
com DNA, foi possivel calcular a constante de afinidade (K) destes compostos por esta

macromolécula, em conformidade com a equacao:

[DNA]/ (g, - &) = [DNA] / (g0 - &) + 1/K(gg - &)

z

Em que, [DNA] é a concentragdo de DNA em pares de bases, &, € a razdo da
absorbancia / [Complexo], & é o coeficiente de extincdo do complexo Cu" livre e g é o
coeficiente de extincdo do complexo na forma totalmente vinculada (KUMAR et al., 2009).
A presenca da varidvel ea descarta o efeito de dilui¢do, pois considera a nova concentragao
do complexo apds a adi¢do de cada aliquota de DNA. A relacdo entre a inclinagdo e a

interceptacdo no grafico de [DNA]/ (&, - &) versus [DNA] dé o valor de K (Figuras 48 e 49).
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A constante de afinidade do complexo 1 com o DNA € mais elevada do que o complexo 3,
com valores de K igual a 4,38 x 10% e 2,62 x 10* mol Lfl, respectivamente. Estes valores
concordam com aqueles reportados para complexos de cobre(Il) contendo o ligante 1,10-
fenantrolina, que apresentaram valores de K no intervalo de 10% a 10° mol L™ (SILVA et al.,
2014; ROY et al., 2008; RAMAKRISHNAN et al.,2009). Os resultados adquiridos neste
estudo, revelaram que o complexo 1 tem maior afinidade pelo DNA do que o complexo 3,
contudo os valores de ICsy obtidos em trés linhagens tumorais diferentes indicam que o
complexo 1 € menos ativo que o 3. Essas diferencas podem estar relacionadas com a

capacidade dos complexos em penetrar a membrana celular.

Figura 48: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis de solugdes contendo o complexo 1
(2,5 x 10° mol L’l) e concentragdes crescentes de DNA, variando de 0 a 3 x 10 mol L™

em tampao HEPES, pH = 7,3. Requadro: [DNA]/( &, - &) versus [DNA].
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 49: Espectros de absor¢ao na regiao do UV-Vis de solugdes contendo o complexo 3
2,5 x 107 mol Lfl) e concentragdes crescentes de DNA, variando de 0 a 3 x 10 mol L'

em tampao HEPES, pH = 7,3. Requadro: [DNA]/( &, - &) versus [DNA].
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Fonte: Dados da pesquisa.

O ensaio de dicroismo circular (CD) € um método espectroscopico baseado nos
diferentes comportamentos, em termos de absor¢do da luz, de um determinado composto
perante a exposicao de duas luzes polarizadas e de igual intensidade (WOODY, 1995). A alta
sensibilidade do dicroismo circular (CD) aos aspectos conformacionais torna esta técnica
adequada para acompanhar as mudancas na morfologia do DNA causadas por interacdes
com farmacos ou moléculas pequenas (GARBETT et al., 2007). Como esta técnica
apresenta a habilidade de monitorar o ambiente dos compostos que interagem com o DNA,
através da ligacdo entre as bases cromoéforas e os grupos fosfatos, € possivel obter
informacdes sobre qual tipo de interacdo acontece, bem como a orientacdo deste composto
em relacdo a esta macromolécula (STREKOWSKI E WILSON, 2007; PSILKOVA et al.,
2012). O espectro de CD do DNA livre € composto por uma banda positiva a 275 nm, devido
ao empilhamento das bases do DNA, e uma negativa em torno de 245 nm, referente a

helicidade da forma B do DNA (ZSILA, 2015; KYPR et al., 2009; SINAN et al., 2008).
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A analise por dicroismo circular, consiste em adicionar aliquotas dos compostos a

serem avaliados, neste caso os complexos 1 e 3, na solucdo de DNA e observar as mudangas
que ocorrem na posi¢do e na intensidade das bandas (positiva e negativa) do DNA. Estas
modificagdes ocorrem devido a interacdo dos complexos com a macromolécula e exibem
alteragdes caracteristicas em ambas as bandas, dependendo do tipo de interacdo (CHEN et
al., 2008; ZHANG et al., 2004). De acordo com estudos descritos na literatura, as mudangas
conformacionais observadas no espectro de CD sdo provenientes de alteragcdes que ocorrem
nos pares de bases. Os compostos que interagem com o DNA por intercalagdo sdo
geralmente reconhecidos por perturbarem as interagdes entre as bases do DNA aumentando o
seu empilhamento e estabilizando a helicidade, o que provoca um aumento na intensidade
das bandas. Enquanto que a simples ligacdo ao sulco e a interacdo eletrostdtica mostram
menos ou nenhuma perturbagdo nas bandas que correspondem ao empilhamento e a
helicidade da forma B do DNA (ZSILA, 2015; SINAN et al., 2008). A avaliagdo da
interagdo do DNA com os complexos 1 e 3 foi realizada por CD, e os espectros obtidos,
Figura 50, revelaram um aumento na intensidade das bandas, que € condizente com o
aumento do empilhamento das bases e estabilizacido da helicidade, sugerindo que o modo de
interagcdo dos complexos com o DNA ocorre por intercalacido. Este comportamento também
foi observado para outros complexos Cu(Il) (CHIKIRA er al., 2015; LI et al., 2011;
GARCIA-GIMENEZ et al., 2009). Devido & similaridade dos espectros de CD obtidos,

podemos inferir que as perturbagdes causadas ao DNA, pelos complexos 1 e 3, sdo

semelhantes,

Figura 50: Espectro de dicroismo circular de CT-DNA (1x10™ mol L™) na presenga de
concentragdes crescentes dos complexos 1 (a) e 3 (b). A concentra¢do dos complexos variou

de 0a3,2x10° mol L™\,
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Fonte: Dados da pesquisa.
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4.12. Atividade citotéxica e tripanocida

A atividade tripanocida dos ligantes livres e dos seus respectivos complexos foi
avaliada contra a forma amastigota da estirpe CL Brener e os valores de ICsy obtidos foram
comparados com o benzonidazol, farmaco de referéncia (Tabela 18). A atividade citotéxica
dos complexos e seus respectivos ligantes foi realizada frente as células normais 1.929
(fibroblastos) e os valores da dosagem letal necesséria pra matar 50% das células (DLsg) sdao

reportados na Tabela 18.

Tabela 18: Valores de ICsype DLsj para os complexos 620 e seus respectivos ligantes.

Composto ICsoamastigota DLsor.929 SI
(umol L™) (umol L™)
phen 208,0 + 20,3 386,4 +21,2 1,8
bipy 100,5 + 6,3 466,2 + 22,8 4,6
dmb 29,7+5,1 1436 £ 11,2 4,8
BH 633,8+7,6 571,1 £19,7 0,9
6 ou Cu(BH)(phen)(Cl1O4),*H,0 6,0 £ 0,8 9,6 +2,0 1,6
7 ou Cu(BH)(bipy)(ClO4),*H,O 234+£1,6 46,5+5,3 1.9
8 ou Cu(BH)(dmb)(ClO4),22H,0 11,5+£2,8 10,4 £2,7 0,9
2-CH 338,5 +£23,6 396,0 + 25,0 1,2
9 ou Cu(2-CH)(phen)(ClO4), 0,6 + 0,01 9,1 +1,1 18,0
11 ou Cu(2-CH)(dmb)(Cl10O4), 289+25 27,1+£29 0,9
4-CH 2629 +17,3 3994 + 11,1 1,5
12 ou Cu(4-CH)(phen)(Cl10O4),°H,0 0,6 £0,03 5,6+0,9 9,3
14 ou Cu(4-CH)(dmb)(C104),*H,O 10,7 +0,7 120+ 1,4 1,1
2-MH 321,6 £ 16,9 428,0 + 25,7 1,3
15 ou Cu(2-MH)(phen)(Cl0O4),*H,O 3,1+04 3,0+£0,3 0,9
16 ou Cu(2-MH)(bipy)(ClO4),*H,0 156,1 + 18,2 118,7 + 12,3 0,8
17 ou Cu(2-MH)(dmb)(Cl0O4),*2H,0 212+1,6 150+14 0,7
4-MH 418,0 £34,6 440,9 + 40,1 1,0
18 ou Cu(4-MH)(phen)(Cl04),*2H,0 0,3+0,01 1,4+£0,2 4,6
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19 ou Cu(4-MH)(bipy)(ClO4), 21,6 +1,9 18,1 +2.1 0,8
20 ou Cu(4-MH)(dmb)(ClO4),*2H,O 140+22 180,6 + 11,1 12,9
Benzonidazol 70+£28 2664 +31.0 38.0

Fonte: Dados da pesquisa.

A concentracdo minima necessdria para inibir 50% do crescimento das formas
amastigota (ICspamastigota) Variou de 0,3 a 633,8 umol L_l, considerando todos os compostos
avaliados. Os compostos organicos exibiram uma atividade muito baixa, exceto o ligante dmb
que exibiu uma moderada atividade contra as formas amastigotas do parasita. Como podem
ser observados na Tabela 18, os complexos de cobre(Il) exibiram elevada atividade contra a
forma amastigota do 7. cruzi, com a excecdo dos complexo 11 e 16 que exibiu moderada e
baixa atividade, respectivamente. Quando comparamos os complexos com seus respectivos
ligantes, podemos concluir que a coordenacdo ao centro metélico potencializou a atividade
tripanocida contra a forma amastigota, e este fato pode ser confirmado pela redugdo nos
valores de ICsg, assim a concentra¢do necessdria para inibir 50% do crescimento celular é

menor, com excec¢ao do complexo 16 que possui um valor de ICsy superior a bipy.

Por se tratar de complexos ternarios de cobre(Il) é possivel avaliar a influéncia do
ligante heterociclico na atividade tripanocida, bem como o efeito do substituinte no ligante
hidrazida. Considerando a natureza do ligante heterociclico N,N-doador, os complexos de
cobre com 1,10-fenantrolina (phen) foram mais ativos do que aqueles com 4-4'-dimetoxi-2-2'-
bipiridina (dmb) e 2, 2-bipiridina (bipy). Phen e compostos andlogos sdo reconhecidas por sua
capacidade de se inserir entre os pares de base da dupla hélice do DNA, atuando como
intercaladores, assim esta ordem de reatividade pode ser justificada pela planaridade dos
ligantes, pois sabe-se que compostos que interagem eficientemente com o DNA podem ser
ativos contra o Trypanosoma cruzi (BECCO et al., 2012; GAMBINO, 2011; FARRELL,
WILLIAMSON, MCLAREN, 1984; KINNAMON,. STECK, RANE, 1979). Desse modo,
avaliando os ligantes N,N-doadores, caso a caso, podemos inferir que a planaridade da phen é
maior, devido a presenca de trés anéis aromdticos que enrijecem o sistema quando
comparados com a bipy e dmb, que possuem apenas dois anéis. Estes ligantes, por sua vez,
diferem em relacdo ao substituinte metdxi, que favorece o aumento da extensdo da
conjugacdo do anel, além de contribuir positivamente para a formacdo de interacdes

intermoleculares que estabilizam o empilhamento entre os pares de bases do DNA.
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Os complexos 6, 7 e 8 possuem o anel benzénico da hidrazida isento de grupos

substituintes e apresentaram boa a moderada atividade, e tomando estes valores como base é
possivel avaliar, em alguns casos, o efeito da substitui¢cdo orfo ou para dos grupos metéxi ou
cloro no anel. Comparando-se os complexos andlogos contendo a phen, foi possivel observar
que a presenga do substituinte cloro ou metoxi, nas posi¢des orfo ou para do anel benzénico,
aumenta a atividade tripanocida. Também foi possivel constatar que os complexos contendo o
grupo metoxi na posicdo para do anel benzénico foram mais ativos do que seus respectivos
andlogos contendo o mesmo substituinte na posi¢do orfo. Estes resultados podem ser
explicados em termos do poder lipofilico, pois a diferenca na posi¢ao do substituinte metdxi
entre as duas hidrazidas causa mudangas significativas na lipofilia das mesmas e,

consequentemente, nos complexos formados com esses ligantes.

Para avaliar o potencial tripanocida dos complexos em estudo, os resultados obtidos
foram comparados com o benzonidazol (BZN), que é um farmaco de referéncia utilizado no
tratamento da doenca de chagas. Deste modo, observamos que os complexos 6, 9, 12, 15 e 18
foram mais ativos do que o farmaco de referéncia, sendo que os complexos 9, 12 e 18
apresentaram elevada atividade e foram cerca de 11,7, 11,7 e 23,3 vezes mais ativos do que o
BZN, respectivamente. Outra forma de analisar o potencial bioldgico destes complexos €
analisando a citotoxicidade em células normais, neste caso os complexos foram avaliados
perante as células 1.929 (fibroblastos) e os valores da dosagem letal necessdria pra matar 50%
das células (DLsp) s@o reportados na Tabela 18. Baseados nos valores de ICsy e DLsy €
possivel calcular o indice de seletividade (SI) de cada composto. O SI € calculado dividindo-
se o valor de DLs( pelo valor de ICsy e quanto maior for este resultado menor a toxicidade do
composto analisado. O indice de seletividade do benzonidazol € 38, mas qualquer composto

que apresentar um SI > 10, pode ser selecionado para estudos in vivo (CHATELAIN, 2015).

Dentre os compostos estudados, os complexos 9 e 20 apresentaram indices de
seletividade (SI) maiores do que 10, sendo 18 e 12,9, respectivamente, apOs avaliacdo da
toxicidade contra células 1929, indicando que os mesmos sdo candidatos promissores para

estudos posteriores (CHATELAIN, 2015).
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5. CONCLUSAO

Foram sintetizados vinte complexos terndrios de cobre(Il) do tipo Cu(N-O)(N—
N)(CIOy4); * nH;O [n = 0, 1 ou 2], em que N-O é uma hidrazida e N-N é uma base
heterociclica. Os complexos foram caracterizados por andlise elementar, medidas de
condutividade, espectrometria de massas de alta resolucdo com ionizac¢ao por electrospray e
por técnicas espectroscopicas, tais como UV-Vis e infravermelho. Os resultados indicam que
o fon cobre estd coordenado a dois ligantes de modo bidentado (N-O e N-N) e a esfera de
coordenacdo é completada por dois grupos percloratos fracamente ligados, no estado sélido.
A geometria octaédrica distorcida foi confirmada por difragdo de raios X de monocristais
para os complexos 1 € 9. O comportamento em solu¢do aquosa para os complexo 1,9, 12 e
20 foi realizado por espectroscopia UV-Vis em diferentes intervalos de tempo. Os resultados
indicam que as espécies [Cu(N—O)(N—N)]2+ permanecem intactas em solu¢do, memos apos 6

horas, o que sugere que o potencial bioldgico observado € proveniente destas espécies.

A atividade citotoxica dos complexos 1 - 5 e seus respectivos ligantes foi avaliada
contra trés células tumorais. Os complexos de cobre(Il) com 1,10-fenantrolina apresentaram
resultados promissores, pois foram muito mais ativos do que os ligantes livres e a
carboplatina. Considerando os complexos mais promissores (1 e 3), seus mecanismos de
interagdo com o DNA foram analisados por dicroismo circular e UV-Vis e foi verificado um
efeito hipocrOmico que sugere um processo de intercalagdo. Além disso, os dados de
citometria de fluxo indicam que os mesmos induzem a morte celular por apoptose. A
atividade tripanocida dos complexos 6-20 e seus respectivos ligantes foi avaliada contra a
forma amastigota da estirpe CL Brener do parasito 7.Cruzi. Os complexos 9, 12 e 18 foram
muito mais ativos do que o firmaco benzonidazol, sendo o complexo 9 o mais seletivo,

sugerindo que este composto € um candidato promissor para estudos in vivo.
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8. ANEXOS
A. Espectros de UV-Vis

Figura A1l: Espectro de UV-Vis do complexo 1 e seus respectivos ligantes.
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Figura A2: Espectro de UV-Vis do complexo 2 e seus respectivos ligantes.
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Figura A3: Espectro de UV-Vis do complexo 3 e seus respectivos ligantes.
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Figura A4: Espectro de UV-Vis do complexo 4 e seus respectivos ligantes.
0.4 - Concentragio: 1x10~> mol L™ Comp]exo 4
’ Solvente: Metanol
—— 4-NH
— Bipy
0,3 -
7p]
0
< 02-
0,1 -
0,0 T T 1
250 300 350

Comprimento de onda (nm)

127



Figura AS: Espectro de UV-Vis do complexo 5 e seus respectivos ligantes.
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Figura A6: Espectro de UV-Vis do complexo 6 e seus respectivos ligantes.
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Figura A7: Espectro de UV-Vis do complexo 7 e seus respectivos ligantes.
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Figura A8: Espectro de UV-Vis do complexo 8 e seus respectivos ligantes.
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Figura A9: Espectro de UV-Vis do complexo 9 e seus respectivos ligantes.
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Figura A10: Espectro de UV-Vis do complexo 10 e seus respectivos ligantes.
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Figura A11: Espectro de UV-Vis do complexo 11 e seus respectivos ligantes.
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Figura A12: Espectro de UV-Vis do complexo 12 e seus respectivos ligantes.
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Figura A13: Espectro de UV-Vis do complexo 13 e seus respectivos ligantes.
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Figura A14: Espectro de UV-Vis do complexo 14 e seus respectivos ligantes.
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Figura A1S5: Espectro de UV-Vis do complexo 15 e seus respectivos ligantes.
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Figura A16: Espectro de UV-Vis do complexo 16 e seus respectivos ligantes.
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Figura A17: Espectro de UV-Vis do complexo 17 e seus respectivos ligantes.
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Figura A18: Espectro de UV-Vis do complexo 18 e seus respectivos ligantes.
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Figura A19: Espectro de UV-Vis do complexo 19 e seus respectivos ligantes.
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Figura A20: Espectro de UV-Vis do complexo 20 e seus respectivos ligantes.
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Figura A21:
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Figura A23: Espectro de UV-Vis do complexo 2 em solu¢do metandlica.
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Figura A24: Espectro de UV-Vis do complexo 2 no estado sélido.
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Figura A25: Espectro de UV-Vis do complexo 3 em solu¢cdo metandlica.
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Figura A26: Espectro de UV-Vis do complexo 3 no estado sélido.
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Figura A27: Espectro de UV-Vis do complexo 4 em solu¢cdo metandlica.
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Figura A28: Espectro de UV-Vis do complexo 4 no estado sélido.
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Figura A29: Espectro de UV-Vis do complexo § em solu¢cdo metandlica.
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Figura A30: Espectro de UV-Vis do complexo 5 no estado sélido.
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Figura A31: Espectro de UV-Vis do complexo 6 em solu¢cdo metandlica.
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Figura A32: Espectro de UV-Vis do complexo 6 no estado sélido.
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Figura A33: Espectro de UV-Vis do complexo 7 em solu¢cdo metandlica.
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Figura A34: Espectro de UV-Vis do complexo 7 no estado sélido.
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Figura A35: Espectro de UV-Vis do complexo 8 em solu¢do metandlica.
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Figura A36: Espectro de UV-Vis do complexo 8 no estado sélido.
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Figura A37: Espectro de UV-Vis do complexo 9 em solug@o (Solvente: Acetonitrila).

m— Complexo 9
d-d em solucao

0,2

Abs

0,0

T y T y
600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura A38: Espectro de UV-Vis do complexo 9 no estado sélido.
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Figura A39: Espectro de UV-Vis do complexo 10 em solucdo (Solvente: Acetonitrila).
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Figura A40: Espectro de UV-Vis do complexo 10 no estado sélido.
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Figura A41: Espectro de UV-Vis do complexo 11 em solucdo (Solvente: Acetonitrila).
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Figura A42: Espectro de UV-Vis do complexo 11 no estado sélido.
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Figura A43: Espectro de UV-Vis do complexo 12 em solu¢ao metandlica.
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Figura A44: Espectro de UV-Vis do complexo 12 no estado sélido.
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Figura A45: Espectro de UV-Vis do complexo 13 em solu¢ao metandlica.
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Figura A46: Espectro de UV-Vis do complexo 13 no estado sélido.
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Figura A47: Espectro de UV-Vis do complexo 14 em solucdo metandlica.
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Figura A48: Espectro de UV-Vis do complexo 14 no estado sélido.
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Figura A49: Espectro de UV-Vis do complexo 15 em solucdo (Solvente: Acetonitrila).
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Figura AS50: Espectro de UV-Vis do complexo 15 no estado sélido.
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Figura AS1: Espectro de UV-Vis do complexo 16 em solucdo (Solvente: Acetonitrila)
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Figura AS52: Espectro de UV-Vis do complexo 16 no estado sélido.
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Figura AS53: Espectro de UV-Vis do complexo 17 em solucdo (Solvente: Acetonitrila).
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Figura A54: Espectro de UV-Vis do complexo 17 no estado sélido.
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Figura ASS: Espectros de UV-Vis do complexo 18, no estado sélido e em solucdo

metandlica.
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Figura A56: Espectro de UV-Vis do complexo 19 em solu¢do metandlica.
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Figura AS57: Espectro de UV-Vis do complexo 19 no estado sélido.
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Figura AS8: Espectro de UV-Vis do complexo 20, no estado sélido e em solugdo

metandlica.
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B. Espectros de infravermelho

Figura B1: Espectro de infravermelho do ligante 4-FH.
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Figura B2: Espectro de infravermelho do ligante 4-NH.
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Figura B3: Espectro de infravermelho do ligante BH.
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Figura B4: Espectro de infravermelho do ligante 2-CH.
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Figura BS5: Espectro de infravermelho do ligante 4-CH.
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Figura B6: Espectro de infravermelho do ligante 2-MH.
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Figura B7: Espectro de infravermelho do ligante 4-MH.
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Figura B8: Espectro de infravermelho do ligante phen.

Transmitancia (%)

100

T
500

95

90

85

80

75 1

70 +

65

60

VO

—— phen

T T
4000 3500

T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

-1
Numero de onda (cm )

158



159

Figura B9: Espectro de infravermelho do ligante bipy.
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Figura B10: Espectro de infravermelho do ligante dmb.
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Figura B11: Espectro de infravermelho do complexo 1.
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Figura B12: Espectro de infravermelho do complexo 2.
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Figura B13: Espectro de infravermelho do complexo 3.
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Figura B14: Espectro de infravermelho do complexo 4.
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Figura B15: Espectro de infravermelho do complexo 5.
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Figura B16: Espectro de infravermelho do complexo 6.
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Figura B17: Espectro de infravermelho do complexo 7.
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Figura B18: Espectro de infravermelho do complexo 8.
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Figura B19: Espectro de infravermelho do complexo 9.
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Figura B20: Espectro de infravermelho do complexo 10.
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Figura B21: Espectro de infravermelho do complexo 11.
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Figura B22: Espectro de infravermelho do complexo 12.
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Figura B23: Espectro de infravermelho do complexo 13.
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Figura B24: Espectro de infravermelho do complexo 14.
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Figura B25: Espectro de infravermelho do complexo 15.

100
90
80

—

IS

~  70-

<

.

Q

S 604

£

£ 50-

<

S

= 40 4
307 Complexo 15
20

! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
/ _1
Numero de onda (cm )

Figura B26: Espectro de infravermelho do complexo 16.
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Figura B27: Espectro de infravermelho do complexo 17.
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Figura B28: Espectro de infravermelho do complexo 18.
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Figura B29: Espectro de infravermelho do complexo 19.
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Figura B30: Espectro de infravermelho do complexo 20.
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C. Espectros de massas em alta resolu¢do com ionizagao por electrospray (HRESIMS)

Figura C1: Espectro de massas do complexo 1.
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Figura C3: Espectro de massas do complexo 3.
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Figura C4: Espectro de massas do complexo 4.
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Figura CS: Espectro de massas do complexo 5.
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Figura C6: Espectro de massas do complexo 6.
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Figura C7: Espectro de massas do complexo 7.
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Figura C8: Espectro de massas do complexo 8.
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Figura C9: Espectro de massas do complexo 9.
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Figura C10: Espectro de massas do complexo 10.
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Figura C11: Espectro de massas do complexo 11.
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Figura C12: Espectro de massas do complexo 12.

IntensA;_ +MS, 2. min #154
x10% | 412.014

[M —2ClO4— H]*

m/z experimental: 412,0148
1.0 m/z tedrico: 412,0147
05

T T T T T T —T1 T T T T T L L L B
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz




176

Figura C13: Espectro de massas do complexo 13.
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Figura C14: Espectro de massas do complexo 14.
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Figura C15: Espectro de massas do complexo 15.
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Figura C16: Espectro de massas do complexo 16.
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Figura C17: Espectro de massas do complexo 17.
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Figura C18: Espectro de massas do complexo 18.
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Figura C19: Espectro de massas do complexo 19.

Intenst_; ] +MS, 7.1min #423
1051
X3.0—_ 3404
25 [M - 2C10, - H]*
2'0'; m/z experimental: 384,0648
15 m/z teérico: 384,0648
10
05 —
o.o—:,,_,,, L
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz
Figura C20: Espectro de massas do complexo 20.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Five new copper(Il) complexes of the type [Cu(N—O)(N—N)(ClO4),], in which N—O = 4-fluorophenoxyacetic
Copper(II) complexes acid hydrazide (4-FH) or 4-nitrobenzoic hydrazide (4-NH) and N—N = 1,10-phenanthroline (phen), 4-4’-
Hydrazide dimethoxy-2-2"-bipyridine (dmb) or 2,2-bipyridine (bipy) were synthesized and characterized using various
ig:p tboi:igi"g spectroscopic methods. The X-ray structural analysis of one representative compound indicates that the

geometry around the copper ion is distorted octahedron, in which the ion is coordinated to hydrazide via the
terminal nitrogen and the carbonyl oxygen, and to heterocyclic bases via their two nitrogen atoms. Two
perchlorate anions occupy the apical positions, completing the coordination sphere. The cytotoxic activity of
compounds was investigated in three tumor cell lines (K562, MDA-MB-231 and MCF-7). Concerning K562 cell
line, the complexes with 1,10-phenanthroline exhibit high cytotoxic activity and are more active than
carboplatin, free ligands and [Cu(phen),]**. Considering the cytotoxicity results, further investigations for
the compounds [Cu(4-FH)(phen)(ClO4),] T and [Cu(4-NH)(phen)(ClO4),]'H,O III were performed. Flow
cytometric analysis revealed that these complexes induce apoptotic cell death in MDA-MB-231 cell line and
bind to DNA with K values of 4.38 x 10* and 2.62 x 10% respectively. These compounds were also evaluated
against wild type Mycobacterium tuberculosis (ATCC 27294) and exhibited antimycobacterial activity,
displayed MIC values lower than those of the corresponding free ligands.

Antitumoral activity
Mycobacterium tuberculosis

1. Introduction oped by L. Ruiz and co-workers, are already approved for clinical trials

as antitumor drugs [15,16].

Nowadays, there is a great interest in the use of copper complexes in
cancer chemotherapy, mainly those containing N,N-heterocyclic li-
gands, such as 1,10-phenanthroline, 2,2’-bipyridine, 2,2":6’,2”-terpyr-
idine, and derivatives, that facilitate intercalation to DNA. After the
report that [Cu(phen),]* complex cleaves DNA, a great number of
copper complexes with N,N-donors ligands have been synthesized and
utilized as artificial nucleases [1]. Moreover, many of these copper
compounds have been described to inhibit tumoral cell growth [2-14].
Regarding the clinical utility of these complexes, two of them devel-

Our research group has a great interest in the synthesis and
biological evaluation of ternary complexes of copper. As a first
example, we reported the DNA cleavage ability of two copper(I)-
phenanthroline complexes with tetracycline and doxycycline. Both
complexes showed an expressive plasmid DNA cleavage activity, under
mild reaction conditions, even in the absence of any additional
reducing agent, besides inhibited the growth of a chronic myelogenous
leukemia cell line [17]. Furthermore, it was reported that UV-light
exposure increases the cytotoxic activities of these copper complexes,
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which makes them potential agents for photodynamic therapy [18]. In
other studies, our research group has also shown that copper(II)
complexes containing B-diketones and 2,2’-bipyridine or 1,10-phenan-
throline are promising antitumoral agents [19,20]. For example, the
compound [Cu(L)(phen)NOs], in which L = 1-(4-chlorophenyl)-4,4,4-
trifluoro-1,3-butanedione, inhibits the growth of K562 cells with an
ICsq value equal to 2.1 uM [19].

Regarding hydrazides and derivatives, it is known that these
compounds exhibit a wide variety of biological activities, including
antimycobacterial, antifungal, antibacterial, antioxidant, anti-inflam-
matory, and antitumoral, among others [21]. This class of compounds
has the ability to readily coordinate to many transition metals. There-
fore, several hydrazide complexes have been synthesized and charac-
terized [22,23]. Some of these compounds exhibit remarkable biologi-
cal properties, mainly antimycobacterial and antitumoral [24-32]. For
instance, the effect of copper(II) complexes containing hydrazides and
N,N-heterocyclic ligands on the growth of tumor cells was evaluated by
our research group. These complexes were able to enter the cells and
inhibit cellular growth in a concentration-dependent manner, with an
activity higher than that of the corresponding free ligands [31].
Concerning the pharmacological potential of metal-based drugs, this
work was, as much as is from our knowledge, the first to describe
anticancer properties of copper(II) complexes with hydrazides and 1,10
phenanthroline or derivatives. In addition, more recently, Bortolotto
et al. showed that under UV-light exposure, these complexes enhance
the DNA cleavage activity [32]. Indeed, these results show clearly that
ternary complexes of copper(II) with hydrazides and heterocyclic bases,
such as 1,10-phenanthroline, are very promising as anticancer agents.
Aiming to continue this work, we describe herein the synthesis of a new
series of complexes containing hydrazides and N,N-heterocyclic ligands
(Fig. 1). The new complexes were characterized by elemental analyses,
conductivity measurements, high-resolution electrospray ionization
mass spectrometry (HRESIMS), FT-IR, UV-Vis and EPR. Thereafter,
DNA interactions, pro-apoptotic properties, cytotoxicity and antituber-
cular activity of the synthesized compounds were evaluated.

2. Experimental

2.1. Starting materials

The reagents (ligands and metallic salts) are commercially available
(Sigma-Aldrich).

bipy
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2.2. Physical measurements

Conductivity studies were carried out with a Tecnal Tec-4MP
conductivity meter using a cell of constant 1.03 cm ™ '. Spectroscopic
grade methanol (Sigma-Aldrich) (Ay = 2.13 pus/cm) was used as sol-
vent.

Elemental analyses were performed using a Perkin-Elmer 2400 CHN
Elemental Analyzer.

Infrared spectra were obtained on a PerkinElmer Spectrum Two
spectrophotometer equipped with an attenuated total reflectance (ATR)
sample holder and ZnSe crystal. The spectra were recorded in the range
of 4000-600 cm ™~ .

Diffuse reflectance spectra and UV-Vis were obtained on a
Shimadzu UV-2501 PC spectrophotometer.

High-resolution electrospray ionization mass spectra (HRESIMS)
were measured on an ultrOTOF (Bruker Daltonics) spectrometer,
operating in the positive mode. Methanol was used as solvent system
and the samples were infused into the ESI source at a flow rate of 5 pL/
min. The calculated values for the charged complex ions were made
using ChemDraw Ultra 15.0.

To register EPR spectra of the metal complexes, a Bruker instrument
(Karlsruhe, Germany) model EMX was used, operating at X-band
(9.50 GHz frequency, 20 mW power, 100 kHz modulation frequency),
at 77 K. Samples in solid or as frozen methanol solution were used, in
Wilmad quartz tubes, and frequency calibration was provided with
DPPH (a,a'-diphenyl-B-picrylhydrazyl; g = 2.0036).

2.3. Crystal structure determination

The data collection was performed at room temperature (296 K)
using Mo-Ka radiation (A = 0.71073 f\) on a BRUKER APEX II Duo
diffractometer. Standard procedures were applied for data reduction
and absorption correction. The structure was solved with SHELXS97
using direct methods [33] and refined by full-matrix least-square
methods against F? (SHELXL2014) [34]. All non-hydrogen atoms were
refined with anisotropic displacement parameters with SHELXL.2014
[34]. The hydrogen atoms were calculated at idealized positions using
the riding model option of SHELXL2014 [34]. Crystallographic data,
experimental details, data collection and refinement are reported in
Table 1.

2.4. Preparation of the complexes

All complexes were prepared by the reaction of Cu(ClO4),6H,0

NO,
0
H,N”

4-NH

H,CO OCHs,

7 N/ \
_dmb_

Fig. 1. Organic compounds used as ligands.
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Table 1
Crystal data and structure refinement for complex I.

Empirical formula

Ca0 Hyy Cly Cu F Ny O

Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

6 range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to

theta = 25.242
Absorption correction
Max. and min. Transmission
Refinement method
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F2
Final R indices [I > 2sigma

626.82

296(2) K

0.71073 A

Monoclinic

P 2,/c

a = 18.6542(6) A

b = 13.7070(4) A B = 96.4240(10)°
¢ =9.2529(3) A

2351.05(13) A®

4

1.771 Mg/m®

1.230 mm ™!

1268

0.40 x 0.12 X 0.09 mm®

1.098 to 26.394°

—-23 < =h < =23, -17 < =k < =17,
-11 < =1< =11

42,766

4816 [R(int) = 0.0274]

100.0%

Multi-scan

0.7454 and 0.6596
Full-matrix least-squares on F?
4816/14/381

1.043

R; = 0.0401, wR, = 0.1082

D]
R indices (all data) R; = 0.0473, wR, = 0.1138
Extinction coefficient n/a
Largest diff. Peak and hole 0.687 and — 0.547 e. A3

(0.09g, 0.25mmol) with 0.25 mmol of hydrazide dissolved in a
minimum amount of methanol. The mixture was stirred for 2h,
followed by the addition of N,N-donor heterocyclic ligand (0.25 mmol)
previously dissolved in methanol. After 48h, the compound was
filtered, washed with methanol and dried under reduced pressure.

a. [Cu(4-FH)(phen)(ClO4),] L

M.M.: 626.82 g mol~'. Yield: 75%. Color: Blue. Anal. Calc. for
(CUC20H17FN4010C12): C, 3832; H, 2.73, N, 8.94%. Found: C, 3868; H,
2.77; N, 8.90%. (+)-HRESIMS (methanol), m/z: 426.0555 [M - 2ClO,4 -
H]* (calc. For CyoH16CuFN4O,, 426.0548 (A 1.6 ppm)). IR (ATR) v
(cm™1): 3262, 3204, 3069, 1661, 1588, 1525, 1511, 1434, 1371, 1250,
1221, 1138, 1100, 1088, 1049, 927, 878, 854, 830, 780, 742, 721, 652,
615. UV-Vis (methanol), Amax (nm) = 293 (1.1 x 10*M ™ tem™ D),
272 (35x10*M 'em™1), 220 (3.7 x10*M 'em™'), 640
(29 x 10'M~'em™ 1), 610 (solid). EPR parameters (in methanol
frozen solution): g, 2.063; g, 2.255; A,, 185 x 10~ *cm™ . Molar
conductivity, AM (methanol) = 188.45 uScm™ I

b. [Cu(4-FH)(dmb)(ClO4),]-HO II

M.M.: 680.86 g mol~'. Yield: 51%. Color: Blue. Anal. Calc. for
(CuCyoH53FN40,3Cly): C, 35.28; H, 3.40; N, 8.23%. Found: C, 34.85; H,
3.56; N, 7.81%. (+)-HRESIMS (methanol), m/z: 462.0760
[M—2ClO4-H] " (calc. for CyoHyoCuFN40,, 462.0759 (A 0.2 ppm)). IR
(ATR) v (cm™'): 3613, 3256, 3094, 2980, 1669, 1614, 1562, 1506,
1476, 1444, 1424, 1370, 1342, 1322, 1288, 1272, 1264, 1251, 1229,
1217, 1087, 1048, 1030, 1010, 970, 920, 889, 859, 832, 778, 742.
UV-Vis (methanol), Amsx (mm) =299 (1.4 x 10*°M~'em™ 1), 286
(1.7 x 10*°M~ Yem™ 1), 277 (1.8 x 10*°M~ 'em™ 1), 229
(6.4 x 10*M~'em™1), 635 (2.6 x 10' M~ ' em™ 1), 607 (solid). EPR
parameters (in methanol frozen solution): g, 2.058; g,, 2.244; A,,
188 x 10" *em™'.  Molar  conductivity, @AM  (methanol)
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=176.01 pSem™ L.
c. [Cu(4-NH)(phen)(ClO4),]-H20 III

M.M.: 641.81 g mol™'. Yield: 54%. Color: Blue. Anal. Calc. for
(CuC;9H;7N50,5Cl,): C, 35.56; H, 2.67; N, 10.91%. Found: C, 35.95; H,
2.68; N, 10.92%. (+)-HRESIMS (methanol), m/z: 423.0399 [M — 2ClO4
—H] " (calc. For CyoH;4,CuN503, 423.0387 (A 2.8 ppm)). IR (ATR) v
(em™ 1): 3509, 3461, 3236, 3166, 3092, 3070, 2978, 2915, 1653, 1619,
1574, 1522,1493, 1431, 1368, 1350, 1322, 1236, 1160, 1133, 1101,
1088, 1054, 1011, 924, 866, 856, 826, 788, 741, 721, 710. UV-Vis
(methanol), Amax @Mm) =293 (2. 2x10*°M 'em™ 1), 272
(5.6 x 10*M~Tem™ 1), 224 4.8 x 10*M~tem™ Y, 206
(5.1 x 10*M~'em™ 1), 632 (3.5 x 10' M~ ' em™ 1), 608 (solid). EPR
parameters (in methanol frozen solution): g, 2.062; g,, 2.254; A,,
183 x 10" 4em™ L Molar conductivity, AM (methanol)
=168.19uScm™ L.

d. [Cu(4-NH)(bipy)(ClO4),]-H,0 IV

M.M.: 617.79 g mol~'. Yield: 60%. Color: Blue. Anal. Calc. for
(CuC;7H;7,N50,5Cl,): C, 33.05; H, 2.77; N, 11.34%. Found: C, 33.43; H,
2.68; N, 11.12%. (+)-HRESIMS (methanol), m/z: 399.0393 [M - 2Cl0,4
— H]* (calc. For C;7H;4CuN503, 399.0387 (A 1.5 ppm)). IR (ATR) v
(em™ 1) 3534, 3475, 3240, 3172, 3116, 3085, 3038, 2979, 2902, 2858,
1650, 1618, 1610, 1601, 1574, 1522, 1496, 1476, 1448, 1348, 1321,
1249, 1227,1178,1127,1110, 1089, 1056, 1034, 1013, 933, 909, 866,
852, 825, 778, 731, 709, 666. UV-Vis (methanol), Ay, (nm) = 310
(2.4 x 10*M " 'em™ Y, 298 (2.7 x 10*M " tem™ Y, 249
(3.0 x10*M~tem™ Y, 206 (3.4 x10*M~ tem™ Y, 203
3.6 x10*M 'em™1), 625 (1.3 x 10'M 'em™1), 605 (solid).
Molar conductivity, AM (methanol) = 191.75 pS cm™ 1

e. [Cu(4-NH)(dmb)(ClO4).]1.H,O0 V

M.M.: 677.84 g mol~'. Yield: 73%. Color: Blue. Anal. Calc. for
(CuCy9H51N5014Cly): C, 33.67; H, 3.12; N, 10.33%. Found: C, 33.40; H,
2.97; N, 10.00%. (+)-HRESIMS (methanol), m/z: 459.0606 [M — 2Cl0,4
— H]™" (calc. for CyoH;5CuN5Os, 459.0598 (A 1.7 ppm)). IR (ATR) v
(em™ 1): 3610, 3257, 3180, 3125, 3090, 2972, 2912, 2848, 1652, 1609,
1573, 1558, 1533, 1499, 1474, 1440, 1417, 1347, 1323, 1283, 1251,
1222, 1128, 1093, 1063, 1044, 1013, 970, 931, 907, 871, 852, 838,
709. UV-Vis (methanol), Amax (nm) = 299 (2.7 x 10*M~'em™ 1),
287 (3.2x10*M " 'em™!), 229 (8.4 x10*M~'em™h), 622
(71M 'em™ Y, 604 (solid). Molar conductivity, AM (methanol)
= 214.60 uScm ™ L.

2.5. Cells and culture

2.5.1. K562 cells

The K562 cell line was purchased from the Rio de Janeiro Cell Bank
(number CR083 of the RJCB collection). This cell line was established
from pleural effusion of a 53 year-old female with chronic myelogenous
leukemia in terminal blast crisis. Cells were cultured in RPMI 1640
(Sigma Chemical Co.) medium supplemented with 10% fetal calf serum
(CULTILAB, Sao Paulo, Brazil) at 37 °C in a humidified 5% CO,
atmosphere. Cultures grow exponentially from 10° cells mL.~ ! to about
8 x 10° cells mL~ ! in three days. Cell viability was checked by Trypan
Blue exclusion. The cell number was determined by Coulter counter
analysis.

For cytotoxicity assessment, 1 x 10° cells mL~ ! were cultured for
72 h in the absence and presence of a range of concentrations of tested
compounds. The sensitivity to compound was evaluated by the
concentration that inhibits cell growth by 50% (ICso). Stock solutions
were prepared in DMSO and diluted accordingly to obtain the
concentrations used in the cytotoxic assays. The final concentration of
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DMSO in the experiments was below 0.5% and we have checked that
the solvent has no effect in cell growth at this concentration.

2.5.2. Human breast cancer cell lines

The MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines were purchased from the Rio
de Janeiro Cell Bank. MCF-7 and MDA-MB-231 cells were cultured in
DMEM medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 units/
mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin, pH 7.4 at 37 °C with 5% CO,,
in humid chamber, to reach =80% confluence for assays. Cells
detachments for subculture/plating were done with a trypsin/EDTA
solution for MCF-7 cells and EDTA solution for MDA-MB-231 cells, for
5 min; trypsin inactivation was carried out with BFS when applied and
the cells were washed three times with medium. The cell number was
determined by Neubauer chamber Counter analysis.

For cytotoxicity assessment, 5 x 10* cells mL~ ! were cultured for
36 h in the absence and the presence of a range of concentrations of
tested compounds. The sensitivity to compound was evaluated by the
concentration that inhibits cell growth by 50% (ICso). Stock solutions of
the compounds were prepared in DMSO.

2.5.3. Determination of cell death mode — flow cytometric analysis

The Annexin V/Dead Cell kit utilizes a fluorescent dye conjugated to
Annexin-V to detect phosphatidylserine on the external membrane of
apoptotic cells and a cell death dye 7-AAD that provides information on
the membrane integrity or cell death. 7-AAD is excluded from living
healthy cells, as well as early apoptotic cells. By observing the events of
graphical plots populations of cells were classified into four distin-
guished groups: Viable cells: Annexin (—) and 7-AAD (—), lower-left
quadrant (Q,); Early apoptotic cells: Annexin (+) and 7-AAD (—), lower
right quadrant (Qs3); Late apoptotic cells: Annexin (+) and 7-AAD (+),
upper-right quadrant (Q,). Cells that have died through non-apoptotic
pathway: Annexin V (—) and 7-AAD (+), upper-left quadrant (Q).
MDA-MB-231 cells were seeded in a 24-well culture plate at a density of
3 x 10° cells/well and were cultured overnight in RPMI supplemented
with 5% fetal bovine serum. In the next day cells were exposed to
50 uM of the complexes I and III for 24 h. MDA-MB-231 cells were
harvested by trypsinisation and analyzed for the detection of early/late
apoptosis and cell death mode using Annexin V/Dead Cell and 7-AAD.

2.6. Anti-Mycobacterium tuberculosis activity assay

The anti-MTB activity of the compounds was determined by the
REMA (Resazurin Microtiter Assay) method [35]. Stock solutions of the
tested compounds were prepared in DMSO at 10 mg/mL and diluted in
Middlebrook 7H9 broth (Difco) supplemented with oleic acid, albumin,
dextrose and catalase (OADC), performed by Precision XS (Biotek®) to
obtain the final drug concentration range of 0.09-25 pg/mL. Rifampicin
was dissolved in DMSO and was used as standard drugs. A suspension of
the M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 was cultured in Middlebrook
7H9 broth supplemented with OADC and 0.05% Tween 80. When the
culture obtained a turbidity of McFarland standard No. 1, it was
adjusted by 5 x 10° CFU per mL and 100 uL of the inoculum were
added to each well of a 96-well microplate (Kasvi®) together with
100 L of the compounds. Samples were set up in triplicate. The plates
were incubated for 7 days at 37 °C. Resazurin (solubilized in water) was
added (30 pL of 0.01%). The fluorescence of the wells was read after
24 h with a Cytation 3 (Biotek®). The MIC was defined as the lowest
concentration resulting in 90% inhibition of growth of MTB.

2.7. DNA binding

A CarylO0 Varian spectrometer was used for UV and visible
absorption measurements. For the interactions with CT DNA, the
complex concentration used was 2.5 X 10~ >M and the DNA concen-
tration varied from O to 3 x 10~ *M. The DNA concentration per
nucleotide was determined by the e = 6600 M~ ' cm ™ ! at 260 nm. The
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ionic strength was maintained constant with 1 x 10~ 3 M NaCl and the
pH was fixed at 7.3 with 20 mM HEPES buffer. The absorbance of DNA
itself was subtracted by adding equal quantity of DNA to both the
complex and the reference solutions.

CD spectra were recorded in a Jasco J-815 spectropolarimeter in
HEPES buffer (20 x 10~ 3M) pH7.3. DNA concentration was
1x10"*M and complex concentration varied from 0 to
3.2 X 107 > M. The absorbance of the complexes was subtracted from
that of the reaction mixture.

3. Results and discussion

Ternary complexes of copper(Il) of the type [Cu(N—O)(N—N)
(Cl0O4),], in which N-O = 4-fluorophenoxyacetic acid hydrazide (4-
FH) or 4-nitrobenzoic hydrazide (4-NH); N-N = 1,10-phenanthroline
(phen), 4-4’-dimethoxy-2-2"-bipyridine (dmb) or 2,2-bipyridine (bipy)
were synthesized. The complexes were characterized by elemental
analyses, conductivity measurements and spectroscopic methods. In
addition, complex I was analyzed by single crystal X-ray diffraction. All
the copper complexes are colorful, non-hygroscopic, stable to air and
light and soluble in organic solvents such as methanol, DMSO and
acetonitrile.

The results of elemental analyses, which are given in experimental
section, are in accordance with the proposed structures. The molar
conductance measurements of the complexes were performed in
methanol (1 x 10~ 3M) at room temperature. The values varied
between 168.19 and 214.60 uS cm ~ !, depending of the complex, which
indicates that they are 1:2 electrolytes [31]. The labilization of the axial
ligands in solution (perchlorate anions) results in the generation of
compounds of type [Cu(N—O)(N—N)]*>* [17,19].

The high-resolution mass spectra of the copper complexes were
recorded. The water molecules present in the molecular structures of
II-V were dissociated from the complexes in the ionization process. The
m/z values listed in the experimental section refer to the peak contain-
ing the most abundant isotope (°®Cu). For instance, mass spectrum of
the complex V exhibited the charged ion at m/z 459.0606
[M-2ClO,-H]* that was close to the calculated value for
C10H;158CuNs05, 459.0598 (A 1.7 ppm), and represents the pattern
observed for all compounds (Fig. 2) [36].

In the IR spectra of the complexes II-V, a broad band at 3550 cm ™~
indicates the presence of one water molecule. For all complexes, a
group of bands between 2900 and 3080 cm ™~ ! corresponds to the vC-H
stretching vibration. Two intense bands between 1085 and 1045 cm ™!
are attributable to the presence of two unidentate perchlorate ions [37].
Hydrazides show characteristic absorptions between 3332 and
3150 cm™ ! which are attributable to the NH, and NH groups
[22,23]. In all complexes studied, the bands originating from NH,
group showed considerable shift as compared to the free ligands. An
absorption assigned to vC=0 around 1666-1645cm ™' corroborates
with the proposed structures.

Electronic absorption spectra of all compounds were performed in
methanol (10~ ° M). A red shift in relation to free ligands confirms the
presence of the complexes in solution [31]. The complexes possess only
one broad and asymmetric d-d band centered at = 630 nm. For
example, the complex IV exhibits a d-d band centered at 625 nm
(e = 13M~ ' em™!). These observations are consistent with a distor-
tion from the octahedron geometry due to the Jahn-Teller effect [19].
In the solid state, all complexes exhibit the same d-d band centered at
=~ 608 nm, indicating that the geometry of the complexes in solution
differs from that in solid state [19,20]. Moreover, in the solid state, the
complexes exhibited a new band (CT) around 480 nm.

From EPR data, the corresponding parameters were determined for
the studied copper(Il) complexes (Table 2). The obtained values were
very close, indicating a tetragonal arrangement of the ligands around
the copper center, with a small tetrahedral distortion, as estimated by
the empirical ratio g,,/A,, [31], around 120 cm. In the solid state, all

1
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Fig. 2. (+)-HRESI-MS spectrum of complex V (charged complex ion observed was [M — 2Cl04 - H] ).

Table 2
EPR parameters for copper(II) complexes in solid state and in methanol frozen solution, at
77 K.

Complex  giso” 81 9% A, (G A,10 %*em™ ") g, /A, (cm)
I 2.065 2.063 2.255 176 185 122
I 2.065 2.058 2.244 179 188 119
I 2.071 2.062 2.254 174 183 123

# In solid state.
A, (in10"*ecm ) =g, B A, (in G) = 0.46686 x 10~ *g,, A, (in G); where
B = 1.39969 MHz/G.

the compounds exhibited only an isotropic g;s, value, 2.065 to 2.071.

3.1. Crystal structure

Blue crystals suitable for single crystal X-ray diffraction were
obtained for complex I after slow evaporation of a methanol/toluene
solution at room temperature. The crystals thereby formed were
collected, washed with water and dried under reduced pressure.
Single crystal X-ray analysis demonstrates that complex I crystallizes
in the monoclinic system, space group P2,/c. Fig. 3 illustrates the
molecular structure of the complex I along with atomic labeling
scheme. As it can be seen, the complex I exhibits a distorted octahedral
geometry around Cu(Il) ion, in which the ligands are coordinated in a
bidentate mode. The equatorial site is occupied by two nitrogen atoms
from phen (N3 and N4) and two atoms from 4-FH ligand (O1 and N2).
The apical sites are occupied by two oxygen atoms (O3a and O10a)

Fig. 3. Molecular structure of the complex [Cu(4-FH)(phen)(ClO,4),] I showing oxygen
atoms from the perchlorate disordered over two sites. Major component (solid lines) with
54.7% occupation and minor component (dashed lines) with 45.3% occupation.
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from two perchlorates weakly bonded [31]. The perchlorate anions are
disordered over two sites. The solid lines (labeled a) indicate the bonds
between the atoms with higher occupation factor (54.7%), whereas the
dashed lines (labeled b) represent the species with the lower occupation
(45.3%). Selected bond lengths and angles are reported in Table 3.

The Cul—O bond lengths from the disordered perchlorate ions
range from 2.4 to 2.8 A. These values are considerably longer than the
Cul—O distance in the basal plane. This elongation can be explained by
the Jahn-Teller effecot [19]. The Cul—Nphen (1.9?4(2) and 1.976(2)10\),
Cul—N2 (2.025(2) A) and Cul—O01 (1.970(2) A) bond distances are
normal and are comparable to those found for the related copper(II)
complexes [31,38-41].

The basal geometry is considerably distorted from the perfect
square-plane owing to the bite angle of the chelating phen ligand
(83.23(9)°). The trans angles are 173.20(9)° and 174.52(9)°. The values
of bond lengths and angles are within the values expected for this class
of compounds [31,38]. The bidentate chelation to the copper(II) ion by
the ligands lead to the formation of two 5-membered planar rings and
the root mean square (r.m.s) deviation to the fitted atoms is 0.0154 and
0.0124 A. The angle between the mean planes formed by these rings is
7.27(13)°. The copper atom is in the equatorial plane and the r.m.s
deviations of the five fitted atoms in the CuN30 plane are 0.0368 A.
The phen ligand is approximately planar and the r.m.s deviations to the
fitted non-hydrogen atoms are 0.0251 A. The copper ion is displaced
about 0.050 A in relation to this plane.

The crystal structure is stabilized by hydrogen bonds (listed in
Table 4) and weak st stacking interactions. Intramolecular hydrogen
bonds could be observed between the donor atoms of the 4-FH ligand
and the oxygen atoms of the perchlorate groups (N2---O8a = 2.987(8)

Table 3
Select bond lengths [A] and angles [°] for complex I.

Cul-01 1.970(2)
Cul—N2 2.025(2)
Cul—N3 1.976(2)
Cul—N4 1.994(2)
Cul—03a 2.489(7)
Cul—-03b 2.412(10)
Cul—010a 2.601(7)
Cul-010b 2.769(7)
N3—Cul—-N4 83.23(9)
01—Cul—N2 82.49(8)
N4—Cul—N2 100.89(9)
01—Cul—N3 93.04(8)
01-Cul—N4 173.20(9)
N3—Cul—N2 174.52(9)
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Table 4
Hydrogen bonds for complex I [A and °].

Journal of Inorganic Biochemistry 172 (2017) 138-146

Table 5
1Cso (M) values for ligands, complexes, [Cu(phen),](ClO,), and carboplatin.a

D-H--A d(D—H) d(H--A) d(D--A) < (DHA)
N1-H1---08a%! 0.86 2.38 2.846(7) 114.3
N1—-H1---09a*! 0.86 2.38 3.212(11) 163.7
N1—-H1-.-08b*! 0.86 2.14 2.723(8) 124.9
N2—H2a---08a 0.89 2.18 2.987(8) 150.2
N2-H2a---08b 0.89 2.07 2.881(9) 151.5
N2-H2b---O4a 0.89 2.40 3.164(12) 143.8
N2—H2b---04b 0.89 2.20 2.955(12) 141.7

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms: #1 x, —y + 1/2, z-1/2.

A and N2---O4a = 3.164(12) f\) as illustrated in Fig. S1 (Supplemen-
tary Material). The N1 nitrogen atom of the 4-FH ligand is a proton
donor in two hydrogen bonds of the type N—H--- O, involving the O8
and 09 oxygen atoms from perchlorate groups, resulting in chains that
extend along [001] direction as depicted in Fig. S2 (Supplementary
Material). Using complete graph-set analysis [42] to describe patterns
in the hydrogen-bond network, we find C;%(7)[R,%(4)]. These chains
connect into a three-dimensional architecture by s—st stacking interac-
tions among the phen moieties belonging to adjoining layers with
centroid—centroid (Cgl-Cg2) distance of 3.770(1) A for Cgl (generated
by the ring C9/C10/C11/C12/C13/N3) and Cg2 (generated by ring
C12-C17) (Fig. S3, Supplementary Material).

3.2. Behavior in aqueous solution

The complexes were evaluated by UV-Vis spectroscopy at different
times in a mixture containing H,O/DMSO 0.1%. The values of
absorbance and wavelength were not affected, even after 6 h. These
results indicate that the species [Cu(N—O)(N—N)]?* remain intact in
solution under the test conditions [19]. The spectra of a representative
complex are reported in the Fig. 4.

3.3. Cytotoxic studies and determination of cell death mode

The cytotoxic activity of complexes is depicted in Table 5. ICsqo
values obtained for the free ligands, carboplatin and for the complex
[Cu(phen),](Cl0O,), are also shown for the sake of comparison.

Concerning K562 cell line, phen and 4-NH exhibit high activity.
However, for the phenanthroline and its derivatives, it is assumed that
the sequestering of trace metals in situ is involved and that the resulting
metallic complexes are the active species [43]. The organic compounds
bipy and dmb display moderate activity. In turn, the copper complexes
inhibit the growth of K562 cells with IC5o values between 1.6 and
28 uM. As can be seen in the Table 5, the order of cytotoxic activity is:
Il >1>YV > I > IV. The copper complexes with 1,10-phenan-
throline (phen) are more active than those with 4-4’-dimethoxy-2-2’-

1.0 T T T T

——1h
——2h
——3h
——4h
—5h
—6h

< 0.57

0.0.

300 350

Wavelenght (nm)

250

Fig. 4. Ultraviolet spectra of complex I as a function of time.
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Compound K562 (72h) MDA-MB-231 MCEF-7 (36 h)
(36h)

4-FH > 100 > 100 > 100
4-NH 10.5 > 100 > 100
dmb 23.5 - -
bipy 30.0 - -
phen 3.2 > 100 > 100
[Cu(4-FH)(phen)(ClO4),] I 1.8 8.8 6.5
[Cu(4-FH)(dmb)(Cl0,),].H,O0 I 26.2 - -
[Cu(4-NH)(phen)(ClO,),].H,0 1.6 5.5 4.6

il
[Cu(4-NH)(bipy)(ClO4)2].H>0 28.0 - -

v
[Cu(4-NH)(dmb)(ClO4),].H,0 15.0 - -

\'
[Cu(phen),](ClO4)> 3.4 - -
Carboplatin 10.0 > 100 > 100

@ 1Cs is the concentration required to inhibit 50% of K562 cell growth.

bipyridine (dmb) and 2,2-bipyridine (bipy). In the literature, several
studies have shown that copper(II) complexes with phenanthroline are
more reactive than similar ones with bipyridine ligands [17,31,44]. An
accepted explanation for this order of reactivity is that the planar
polycyclic phen ring interacts better with DNA [45]. The cytotoxic
activity of complexes I and III is higher than the activity of all
corresponding free ligands, carboplatin and [Cu(Phen),]**, a complex
known by its nuclease action [31]. The complexes II, IV and V exhibit
moderate to good activity against K562 cell line.

As it can be seen in Table 5, the complexes I and III were also very
active against MDA-MB-231 and MCF-7 cells. It is worth noting that the
free ligands and carboplatin exhibit ICso values > 100 uM against
MDA-MB-231 and MCF-7 cells. In general, the cytotoxic activity of
these compounds is similar to copper complexes with N,N-donor
heterocyclic ligands already described [46-51,17,31], although, the
mode of action can be quite different [19].

We have used flow cytometric analysis to determine whether the
selected complexes I and III (50 uM) are able to induce apoptosis. In
accordance with our results, after 24 h incubation, the copper com-
plexes I and III induce late apoptosis in MDA-MB-231 cell line (Fig. 5).
Several copper(Il) complexes were reported in literature by induce
apoptosis, a form of programmed cell death that occurs in tumor cells as
response to some anticancer agents [52-54].

3.4. DNA binding

We have registered the spectra of solutions of the complexes in the
absence and in the presence of increasing concentrations of CT DNA.
The addition of DNA induces a hypochromic effect and a minor
batochromic shift, indicating that both complexes interact with calf
thymus DNA. A representative experiment obtained with complexes I
and III at 2.5 X 10~ °>M and DNA concentration ranging from 0 a
3 x 10~ *M is shown in Figs. 6 and 7, respectively. In order to evaluate
the binding strengths of the complexes, the binding constant, K, was
calculated accordingly to the equation.

[DNA] / (e, — &) = [DNA] / (go — &) + 1/K(gg — €p).

in which, [DNA] is the concentration of DNA in base pairs, ¢, is the
ratio of the absorbance/[Cul, ¢; is the extinction coefficient of the free
Cu" complex and ¢, is the extinction coefficient of the complex in the
fully bound form. The ratio of slope to intercept in the plot of [DNA]/
(eq — &p) versus [DNA] gives the value of K (Figs. 6 and 7). The affinity
of complex I to DNA is slightly higher than that complex III with K
values of 4.38 x 10* and 2.62 x 10% respectively.

The high sensitivity of circular dichroism (CD) to conformational
aspects makes this technique suitable to follow changes in DNA
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Fig. 5. Representative flow cytometry plots of MDA-MB-231 cell treated with complexes I and IIL
Complex I handed helicity of B-DNA [55-56]. By adding aliquots of I and III in the
omplex
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Fig. 6. Spectra of solutions containing complex I (2.5 x 10" °M) and increasing
concentrations of DNA in HEPES buffer pH 7.3. [DNA]: [complex I] ranging from O to
12. Inset: [DNA]/(ea - ef) versus [DNA].
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Fig. 7. Spectra of solutions containing complex III (2.5 x 10~ °M) and increasing

concentrations of DNA in HEPES buffer pH 7.3. [DNA]: [complex III] ranging from O to
12. Inset: [DNA]/(¢a - &f) versus [DNA].

morphology caused by interactions with drugs or small molecules. The
CD spectrum of the free DNA is composed of a positive band at 275 nm,
due to base stacking, and a negative one at 245 nm, due to the right-
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DNA solution the intensity of DNA bands increase (Fig. S4). This
behavior is usually observed upon drug intercalation, since it enhances
the base stacking and stabilizes helicity, and thus increases intensities
of the bands, whereas simple groove binding and electrostatic interac-
tion of small molecules show less or no perturbation on the base
stacking and helicity bands [55-56].

3.5. Anti-M. tuberculosis activity

The antimycobacterial activity of compounds I and III were
evaluated in vitro against MTB H37Rv (ATCC 27294) strain by the
REMA method. The minimum inhibitory concentrations (MICs) found
for the complexes, free ligands and rifampicin (standard drug) are
shown in Table 6. The complexes I and III exhibited activity against the
MTB with MIC values equal to 6.3 and 6.5 pg/mL, respectively. It is
worth noting that the novel complexes possess MIC (uM) values lower
than those of the corresponding free ligands. Moreover, compared to
similar compounds containing aromatic diimine ligands (N—N) already
described, they are among the most active [57-59]. Whereas com-
pounds with anti-MTB activity at < 10 pg/mL (or molar equivalent) are
selected for subsequent tests [60], these results show that copper
complexes containing hydrazides and N,N-donor ligands are promising
agents against MTB.

4. Concluding remarks

Five new copper complexes containing hydrazides and N,N-donor
heterocyclic ligands were prepared and characterized. The X-ray
structural analysis of one representative compound indicates that the
geometry around the copper ion is octahedral distorted, in which both
the ligands are coordinated in a bidentate mode, (N—O) and (N—N).
EPR parameters determined for the all series of complexes corroborated
these data, attesting a tetragonal geometry around the copper ion in
solution. The obtained results of cytotoxicity activity of the synthesized
compounds are very promising, especially in the case of copper

Table 6
Anti-MTB activity (MIC) of I, III, free ligands and rifampicin.

Compound MICqo MICgo
pg/mL uM

phen 2.3 12.7
4-FH > 25 .
4-NH > 25 -
[Cu(4-FH)(phen)(Cl04).] I 6.3 10.0
[Cu(4-NH)(phen)(ClO4).].H,0 III 6.5 10.1
Rifampicin (standard drug) 0.02 0.03
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complexes with phenanthroline, with ICso values in the range of a few
uM. Also, the coordination to the metal ion ameliorates the ligand
activity. Regarding its antitubercular activity, they are among the most
active in comparison to similar compounds, with MIC < 10 pg/mL.
These findings are noteworthy and motivate further studies with such
compounds.

Abbreviations

Phen 1,10-phenanthroline

bipy 2,2’-bipyridine

dmb 4-4’-dimethoxy-2-2’-bipyridine
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UV-Vis ultraviolet-visible

IR infrared

EPR electron paramagnetic resonance
CD circular dichroism

DMSO  dimethyl sulfoxide

K562 chronic myelogenous leukemia
MCF-7  breast adenocarcinoma

MDA-MB-231 human breast adenocarcinoma

ICso concentration required to inhibit 50% of cell growth
MIC minimum inhibitory concentration

MTB Mycobacterium tuberculosis

CT charge transfer
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