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RESUMO

A descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina representou um avango na luta
contra o cancer, uma vez que houve um aumento expressivo nas taxas de cura para alguns
tipos de cancer. No entanto, além da cisplatina apresentar efeitos colaterais graves,
observa-se também resisténcia intrinseca ou adquirida, o que compromete a eficiéncia do
tratamento, tornando necessario o desenvolvimento de novos farmacos com diferentes
mecanismos de agdo que sejam também mais seguros e efetivos. Nesta perspectiva, treze
novos complexos de Ni'l e Cu' coordenados a diferentes classes de ligantes, tais como P-
dicetona, hidrazida e iminopiridina foram sintetizados e caracterizados por analise
elementar, medidas de condutividade e susceptibilidade magnética, espectrometria de
massas em alta resolucdo com ionizagdo por electrospray (HRESIMS), técnicas
espectroscopicas (UV-Vis, reflectancia difusa, IV e RPE) e por difracdo de raios X de
monocristal. Posteriormente, a atividade antitumoral destes compostos foi avaliada em
diferentes linhagens de células de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231). Quanto as
estruturas dos complexos, os de Ni'! coordenados aos ligantes B-dicetona, fenantrolina e
nitrato, de formula geral [Ni(#2-NO3)(0,0)(fen)] (0,0 = 4,4,4-trifluoro-1-fenil-1,3-
butanodiona (bta), 4-clorofenil-4,4,4-trifluoro-1,3-butanodiona (btc), 4,4,4-trifluoro-1-
(2-furil)-1,3-butanodiona (btf) e fen = fenantrolina), apresentaram geometria octaédrica
distorcida com todos os ligantes coordenados de modo bidentado, como confirmado pela
andlise de raios X de monocristal do complexo [Ni(#*-NOs)(btc)(fen)]. Outros trés
complexos de Cu'! do tipo [Cu(bth)(N-doador)](NOs3). (bth = hidrazida do 4cido 4-
benzopirano [4,3]tiofeno-2-carboxilico; N-doador = fenantrolina, dimetoxibipiridina ou
terpiridina), também foram obtidos e os dados espectroscopicos indicam que os ligantes
coordenam de modo bidentado ou tridentado. Posteriormente, uma terceira classe de
compostos de Cu' com formula geral [Cu(N,N)2(NOs3)2] e [Cu(N,N)(N,N,N)](PFe)2
(N,N = 4-cloro-N-(piriridina-2-metileno)anilina  (Clmp), 2,6-dietil-N-(piriridina-2
metileno)anilina (diemp), 2,6-diisopropil-N-(piriridina-2-metileno)anilina (diipmp), 4-
metil-N-(piriridina-2-metileno)anilina (memp) e N,N,N = 4-metilfenilterpiridina), foi
sintetizada e caracterizada. Quanto a atividade biologica, os resultados mais promissores
de citotoxicidade nas linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 foram obtidos com os
compostos de Ni''e Cu! coordenados a B-dicetona e hidrazida, respectivamente, uma vez
que apresentaram valores de ICso na faixa micromolar. Estudos de ligagdo ao ADN foram

realizados por técnicas de UV-vis, dicroismo celular e espectroscopia de fluorescéncia.



Essas técnicas sugerem uma interagao eletrostatica ou uma ligagdo no sulco do ADN dos
compostos de Ni'' e Cu'" coordenados a B-dicetona e hidrazida. Os dados de docagem
molecular seguido por simula¢des semi-empiricas reforcam que os compostos de Ni'! sdo
capazes de se ligar no sulco menor da dupla hélice do ct-ADN em uma regiao rica em
pares de A-T. Estudos de clivagem do ADN indicaram que o complexo
[Ni(#2-NOs)(btc)(fen)] cliva o ADN plasmidial na presenca de H,O,. Posteriormente,
verificou-se que os compostos [Ni(5#2-NOs)(bta)(fen)] e [Ni(;?>-NOs)(btc)(fen)] induzem
apoptose tardia em células MCF-7. Adicionalmente, estudos in vitro de migragao celular
demonstraram que os compostos de Cu! com a hidrazida bth tém notével atividade

antimetastatica nas células MCF-7 e MDA-MB-231.



ABSTRACT

The discovery of the antitumor properties of cisplatin represented an advance in the fight
against cancer, since there has been a significant increase in cure rates for some cancers.
However, besides the cisplatin having serious side effects, there is also intrinsic or
acquired resistance, which compromises the efficiency of the treatment, making it
necessary to develop new drugs with different mechanisms of action that are also safer
and more effective. In this perspective, thirteen new Ni'' and Cu'' complexes coordinated
to different classes of ligands such as B-diketone, hydrazide and iminopyridine were
synthesized and characterized by elemental analysis, conductivity and magnetic
susceptibility measurements, high-resolution electrospray ionization mass spectrometry
(HRESIMS), spectroscopy techniques (UV-vis, diffuse reflectance, FT-IR and EPR) and
by single crystal X-ray analysis. Afterwards, the antitumoral activity of these complexes
were evaluated against different breast cancer cell lines (MCF-7 e MDA-MB-231). As to
the structures, the Ni'' complexes coordinated to the B-diketone, phenanthroline and
nitrate ligands of the type [Ni(52-NO3)(0,0)(phen)] (0,0 = 4.4, 4-trifluoro-1-phenyl-1,3-
butanedione (bta), 4-chlorophenyl-4,4,4-trifluoro-1,3-butanedione (btc), 4,4,4-trifluoro-
1- (2 -furil) -1,3-butanedione (btf) and phen = phenanthroline), showed a distorted
octahedral geometry with all ligands coordinated in a bidentate mode, as verified by
single crystal analysis of the complex [Ni(5#?-NOs)(btc)(phen)]. Three other Cu'
complexes of the type [Cu(bth)(N-donor)](NO3): (bth = 4-benzopyran[4,3]thiophene-2-
carboxylic acid hydrazide; N-donor = phenanthroline, dimethoxybipyridine or
terpyridine) were also obtained and the spectroscopic data indicate that the ligands
coordinate in a bidentate or tridentate mode. Posteriorly, the third class of Cu"" compounds
of the type [Cu(N,N)2(NO3):] and [Cu(N,N)(N,N,N)](PF¢)> (N,N = 4-chloro-N-
(pyryridine-2-methylene) aniline (Clmp), 2,6-diethyl-N-(pyriridine-2 methylene) aniline
(diemp), 2,6-diisopropyl-N-(pyryridine-2-methylene) aniline (diipmp), 4-methyl-N-
(pyryridine-2-methylene) aniline (memp) and N,N,N = 4-methylphenylterpyridine) was
synthesized and characterized. Regarding biological activity, the most promising results
of cytotoxicity against cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 were obtained with the Ni'!
and Cu"' complexes coordinated to B-diketone and hydrazide, respectively, since they
exhibited ICso values in the micromolar range. DNA binding studies were perfomed by
the techniques such as UV-vis, dichroism and fluorescence spectroscopy. These

techniques suggest an electrostatic interaction or/and a bond in the DNA groove of the



Ni! and Cu" compounds coordinated to B-diketone and hydrazide. The data from
molecular docking followed by semi-empirical simulations of the Ni' compounds
reinforce that they are capable of binding in the minor groove of the double helix of ct-
DNA in an A-T rich region. DNA cleavage studies indicated that the complex [Ni(x*-
NOs)(btc)(phen)] cleaves plasmid DNA in the presence of H>O,. Posteriorly, it was
verified that the compounds [Ni(5#2-NOs)(bta)(phen)] and [Ni(#2-NOs)(btc)(phen)]
induces late apoptosis in MCF-7 cells. Additionally, in vitro cell migration studies have
shown that Cu" compounds with bth hydrazide have remarkable antimetastatic activity in

the MCF-7 and MDA-MB-231 cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer: Definicao, causas, dados e tratamentos

Cancer ¢ um termo utilizado especificamente para tumores malignos que pode ser
definido como um conjunto de doencas cronico-degenerativas, desencadeadas pelo crescimento
desordenado de células que passam a sofrer mutagdo, provocando danos em um ou mais genes
de uma Tunica célula (LIBENSON; JENA, 1978; VINEIS, 1993; MALARKEY;
HOENERHOFF; MARONPOT, 2013). Os dois genes envolvidos nesse processo sdo os proto-
oncogenes que estimulam o crescimento celular, impedindo a diferenciacdo e a morte celular e
os genes supressores de tumor que limitam a proliferagdo das células (MALARKEY;
HOENERHOFF; MARONPOT, 2013).

O processo de formagao do cancer denominado carcinogénese ¢ atribuido ao acimulo
progressivo de alteragdes génicas em decorréncia de fatores externos (quimicos, tabaco,
radiacoes e infecgdes tais como hepatite e papilomavirus humano) ou internos (mutagdes
herdadas ou que podem ocorrer durante o metabolismo, hormdnios e condi¢des imunologicas)
que atuando juntos ou em sequéncia desencadeiam alteragdes genéticas que impulsionam a
transformagao progressiva de células normais em malignas, como demonstrado por Hanahan e
Weinberg em seus trabalhos (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A transformacdo de uma célula normal em célula tumoral pode ser dividida em
diferentes fases, classificadas em iniciagdo, promocao e progressao (DE ALMEIDA et al.,
2005), Figura 1. A fase inicial do desenvolvimento do tumor ocorre quando em alguma fase do
ciclo celular os genes sofrem alguma anomalia, por exemplo, algum dano no ADN e os
inibidores do ciclo celular falham na tarefa de destruir e limitar essas células anormais. A fase
de promocao inclui a proliferacao clonal das células devido as novas se tornarem cada vez mais
anormais, eventualmente marcadas pelas células cancerosas que invadem o6rgdos e tecidos
dando origem ao tumor maligno (células que se empilham umas sobre as outras, formando uma
massa de tecido) (VOGELSTEIN; KINZLER, 2004). Por ultimo, a fase progressiva que inclui
a etapa agressiva da doenga, metastase, que ¢ quando as células cancerosas t€ém a capacidade
de migrar para outras partes do corpo e promover a angiogénese, que € o crescimento de novos

vasos sanguineos (HANAHAN; WEINBERG, 2011).



Figura 1- Representagdo do mecanismo de desenvolvimento de tumores malignos.
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Fonte: Adaptado de (“Instituto Nacional do Cancer (INCA). Disponivel em:
http://www]1.inca.gov.br/situacao/arquivos/carcinogenese.pdf Acesso em: 26/01/2021)

Diferentes tipos de cancer envolvem diferentes tipos de mutagao e cada tumor individual
tem um conjunto unico de alteragdes genéticas. Atualmente, existem mais de 200 tipos de
cancer na literatura médica mundial que sdo classificados de acordo com o tipo de célula normal
que os originou e ndo de acordo com os tecidos para os quais se espalhou_(“CANCER
RESEARCH UK. Disponivel em: https://www.cancerresearchuk.org/what-is- cancer/how-
cancer-starts/types-of-cancer Acesso em: 26/01/20217). Canceres originados de células
epiteliais s3o denominados carcinomas e aqueles originados a partir de tecidos conjuntivos sao
classificados como sarcomas. Por sua vez, os linfomas originam-se a partir de células
conhecidas como linfocitos, a leucemia a partir das células da medula ¢ssea, o mieloma tem sua
origem nas células plasmaticas da medula dssea, os tumores das células germinativas
desenvolvem-se a partir de células dos testiculos e/ou dos ovarios, os melanomas originam-se
das células da pele, gliomas a partir das células do tecido de suporte cerebral ou da medula
espinhal e neuroblastomas e o tumor pediatrico que ¢ derivado de células malignas embrionarias
(DE ALMEIDA et al., 2005).

A discussdo sobre o cancer envolve questdes mundiais de satide publica pelo ao aumento
expressivo no numero de pacientes oncoldgicos, como mostra os dados da Organizagao
Mundial de Saude (OMS). Somente em 2020, aproximadamente 10 milhdes de pessoas no

mundo morreram em decorréncia de diversas neoplasias. Destaque para o cancer de pulmao, o



maior em nimeros de casos tanto em incidéncia quanto em mortalidade. Nos paises de baixa e
média renda os indices sdo mais preocupantes devido a falta de programas eficazes e acessiveis
de diagndstico precoce, triagem, tratamento e cuidados paliativos disponiveis no setor publico.
Em 2017, por exemplo, apenas 30% dos paises de baixa renda relataram ter servicos adequados
de tratamento para o cancer. Por outro lado, 90% dos paises de alta renda possuem servigos de
tratamento contra o cancer a disposicao da populagdo (“World Health Organization (WHO).
Disponivel em: https://www.who.int/news-room/factsheets/detail/cancer. Acesso em:
26/01/20217).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos, as estratégias
utilizadas como formas de tratamento do cancer incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia, terapia alvo, terapia hormonal e transplante de medula 6ssea (“National Cancer
Institute. Disponivel em: https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types. Acesso em:
26/01/2021”). Contudo, a forma de tratamento indicada depende da localizagdo, do tipo de
tumor, da condicdo clinica do paciente e do estagio em que a doenga se encontra, de forma que
na maioria das vezes € preciso combinar mais de uma forma de tratamento com a finalidade de
obter a cura. A cirurgia ¢ considerada a forma mais eficaz na tentativa de remover totalmente o
tumor, principalmente quando o tumor se encontra na fase inicial. A radioterapia ¢ um
tratamento contra o cancer que utiliza radiacdo ionizante (na faixa dos raios X) para matar
c€lulas cancerigenas e impedir que as células do tumor aumentem, podendo ser usada em
combinagdo com a quimioterapia ou outros métodos. Na quimioterapia de tumores so6lidos, o
farmaco antitumoral ¢ transportado na corrente sanguinea até alcangar e destruir as células
tumorais. Varios fatores como composicdo, estrutura, tamanho, configuragdo, carga e
hidrofobicidade sdo importantes para que o agente terapéutico exerca sua fun¢do de matar ou
impedir a divisdo das células cancerosas que formam um determinado tipo de tumor
(BRIGGER; DUBERNET; COUVREUR, 2002). O tratamento pode ser feito por via oral,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intratecal ou topico. A questdo atualmente ¢ que nem
sempre estes métodos de tratamento sdo TUteis e os resultados clinicos sdo aceitdveis. Alguns
obstaculos como: 1) resisténcia do tumor ao firmaco em nivel de barreiras fisiologicas
(mecanismos nao celulares) ii) resisténcia do tumor ao farmaco em nivel celular e, iii) a
distribuicao, biotransformacdo e elimina¢do dos farmacos pelo organismo (BRIGGER;
DUBERNET; COUVREUR, 2002) precisam ser superados para que o tratamento da
quimioterapia ocorra como esperado. Deste modo, necessita-se de novas abordagens

terapéuticas para que estes obstaculos sejam superados.



1.2 Ciclo Celular e Agentes Neoplasicos

Para que uma célula normal se torne maligna ou anormal é necessario transpor uma série
de fatores fisioldgicos do corpo e os diversos mecanismos de reparos. Uma vez que os
mecanismos de reparo das células podem ser executados a partir do ciclo celular, a falha
persistente nesses mecanismos leva a carcinogénese (GUEMBAROVSKI; COLUS, 2008).

O ciclo celular ¢ uma sequéncia complexa de eventos onde ocorre o processo de
replicagdo do ADN em que a divisdo celular pode ser descrita como uma série de cinco etapas
estabelecidas em Gi, S (sintese do ADN), G2, M (divisdo celular) e Go que ocorrem em uma
ordem fixa, controlada ou estimulada através de vias sinalizadoras (fatores extracelulares) como
mostra a figura 2 (WARD, 2002). As vias sinalizadoras s3o importantes para garantir a
replicagdo correta do material genético, segregacdo dos cromossomos e coordenar a
diferenciagdo, senescéncia e morte celular. Falhas nessas vias favorecem o surgimento de
mutagdes genéticas capazes de causar cAncer (MALUMBRES; BARBACID, 2009; JINGWEN;
YAOCHEN; GUOJUN, 2017).

Figura 2- Esquema das etapas do ciclo celular.

Fonte: Adaptada de (JINGWEN; YAOCHEN; GUOJUN, 2017)

As células que deixaram o ciclo e que nao estdo se replicando apresentam-se na fase Go.
Nesta fase, 0 ADN estd superenovelado com atividade metabolica baixa. Quando as células
passam para a fase Gi, ha a preparacdo da célula para a multiplicacdo e a producao de
constituintes celulares como fosfatos, riboses, sinteses de nucleotideos, aminoacidos, sintese de
proteinas, enzimas dentre outros componentes que serdo essenciais para a nova célula que sera

gerada, além da preparacdo para a sintese de ADN na fase S.



Na fase Gz ha a sintese de componentes para a mitose como a producao do fuso mitético
que ¢ feita na fase M. Apds a divisdo do material nuclear ha a citocinese, que ¢ a separagdo da
c¢lula mae gerando as duas células filhas com suas organelas e demais constituintes celulares,
finalizando assim o ciclo de replicagao celular e retornando a fase Go.

O principio do ciclo celular e as passagens por suas fases sao controlados e regulados
por proteinas, como as ciclinas codificadas por genes supressores tumorais € as quinases
dependentes de ciclinas (CDK) codificadas por proto-oncogenes que atuam de forma positiva
induzindo ou estimulando a progressao do ciclo, mantendo as células em divisdo e levando-as
a apoptose (COLLINS; JACKS; PAVLETICH, 1997). A progressao pelo ciclo celular ¢, em
parte, controlada, pelas CDKs, particularmente nas transi¢oes de fases, tanto de G; para S
quanto de G2 para M. Estes mecanismos reguladores garantem que as células com ADN
modificado na fase Gi ndo passem para a fase S (JINGWEN; YAOCHEN; GUOJUN, 2017).
Caso ocorra a mutagdo no gene dessas proteinas, os reguladores positivos podem ser
superativados a oncogenes aumentando a possibilidades do surgimento de tumores.

Um dos mais importantes supressores de tumor € a proteina p53, que desempenha um
papel-chave na resposta celular ao dano no ADN. A p53 age primeiramente ao final da fase G
(controlando a transicdo de Gi para S), onde ela bloqueia a progressao do ciclo celular em
resposta a um ADN danificado e a outras condi¢des desfavoraveis, evitando assim que a
informacao genética incorreta seja transmitida para as células-filhas. Portanto, mutagdes em
genes supressores de tumor que inibem a proliferacao celular ou induzem a apoptose podem
alterar o ciclo celular e favorecer o aparecimento de tumores (MASSAGUE, 2004).

Os medicamentos utilizados na quimioterapia atuam sobre as células em diferentes fases
do ciclo celular, por isso, € importante compreender o mecanismo de agdo desses farmacos e a
divisdo do ciclo celular, ajudando a prever quais medicamentos provavelmente funcionardo em
conjunto e com que frequéncia as doses de cada farmaco devem ser administradas com base no
tempo das fases celulares.

A maioria desses agentes antineoplasicos sao classificados de acordo com sua estrutura
ou sob a a¢do que exercem sobre as células que se encontram no ciclo celular. Existem dois
grupos de agentes antineopldsicos listados na Tabela 1. Os que atuam no ciclo celular
denominados como ciclo celular-especificos (CCS, “Cell cycle-Specific”) atuando na fase S e
bloqueando bioquimicamente a sintese do ADN como: metotrexato (MXT), 5-fluorouracil (5-
FU) e 6-mercaptopurina (6-MP). Aqueles que agem em células tumorais independentemente de
estarem no ciclo celular ou na fase Go, classificados como agentes de ciclo-celular nao

especificos (CCNS, “Cell Cycle-Non Specific”). Os CCNS atuam de diversas maneiras



possibilitando distintos mecanismo de a¢do, como por exemplo: i) interagem diretamente com
o ADN, como os complexos de coordenagdo de Pt; ii) formam radicais livres que interagem
com o ADN fragmentando suas hélices, como a bleomicina; ii1) interagindo com o suco menor
do ADN, como os farmacos berenil, pentamidina e andlogos; iv) alterando as propriedades de
pareamento das bases, como os agentes intercalantes proflavina, acridina, amsacrina v) inibindo
a topoisomerase, como a doxorrubicina (DE ALMEIDA et al., 2005; MANGUEIRA, 2015).

Os agentes antineopldsicos podem interagir quimicamente com o ADN e ndo serem
ativos somente no processo de divisdo celular. Na literatura sdo descritos muitos alvos
bioldgicos que podem ser estudados com o intuito de se estabelecer novos candidatos a
farmacos antitumorais, sendo o ADN um dos alvos mais estudados.

Tabela 1- Relacdo das principais classes de agentes antineoplasicos.

Agentes ciclo-celular especificos Agentes ciclo-celular ndo especificos
1. Antimetabdlitos 4. Complexos de Coordenacao de Platina
2. Hormonais 5. Agentes Alquilantes Diversos
3. Produtos Naturais: 6. Produtos Naturais:
3.1. Alcaloides vegetais 6.1. Antibioticos Naturais
3.2. Enzimas 6.2. Alcaloides pirrolizidinicos

1.3 Apoptose

Na maioria das vezes, a atividade neoplasica estd relacionada com a capacidade de
induzir morte celular como resposta a estimulos intra ou extracelulares. Os processos de morte
celular sdo classificados morfoldgica e bioquimicamente em: apoptose, autofagia, necrose e
mitose catastrofica (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007). Discutiremos
detalhadamente a apoptose, processo de morte celular programada caracterizado por distintas
mudancgas morfologica € mecanismo bioquimico. Esse mecanismo ¢ considerado um
componente vital em varios processos, tal como no desenvolvimento e funcionamento do
sistema imunologico, renovagdo celular normal e manutencdo da homeostase em tecidos
adultos (ELMORE, 2007).

Os diferentes estagios da morte celular apoptdtica, Figura 3, iniciam-se pela quebra da
cromatina no nucleo levando a sua condensagdao e encolhimento celular. Em resposta a
contragdo do volume citoplasmatico, a proxima fase ¢ caracterizada pela formacao de bolhas
na membrana celular, alterando o posicionamento de seus lipidios constituintes. Nas fases finais

¢ observado formacdo de corpos apoptoticos oriundos de organelas, fragmentos do nucleo e



bolhas que sdo eventualmente absorvidos por macrofagos ou células vizinhas pelos processos
de endocitose/fagocitose. A falta de liberacdo de componentes celulares no fluido extracelular
resulta na auséncia de inflamagao ou necrose (ABOU-GHALI; STIBAN, 2015; KADAM,;
ABHANG, 2016).

Figura 3 - Estagios da morte celular apoptotica.
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Fonte: Adaptado de (ABOU-GHALI; STIBAN, 2015)

Os mecanismos de apoptose sdo altamente complexos e envolvem duas vias apoptoticas.
As vias extrinsecas (receptor de morte), onde receptores especificos a morte celular localizados
na membrana celular sdo ativados e as vias intrinsecas (mitocondriais), nas quais sinais de morte
originados por estresse intracelular, incluindo radiagdo e drogas quimioterapéuticas, ativam um
programa intrinseco de apoptose que ¢ mediado amplamente pelas mitocondrias. No entanto,
existem evidéncias de que essas vias estdo interligadas e moléculas de uma via pode influenciar
na outra. Existe um caminho adicional que pode induzir apoptose e envolve citotoxicidade
mediada por células T, denominada via perforina-granzima A ou B (GrA ou GrB) (ELMORE,
2007).

As vias extrinseca, intrinseca e de granzima B (GrB) convergem no mesmo caminho
que conduz a apoptose (Fig. 4). Este caminho ¢ iniciado pela clivagem da caspase-3 e resulta
na fragmentacao do ADN, degradagdo de proteinas citoesqueléticas e nucleares, reticulacdo de

proteinas, formagdo de corpos apoptoticos, fagocitose e, finalmente, captacdo pelas células



fagociticas. A via granzima A (GrA) ativa uma via paralela de morte celular independente da
caspase por danos no ADN de fita simples (KADAM; ABHANG, 2016).

Figura 4 - Vias de mecanismo que conduzem a apoptose.
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Fonte: Adaptado de (KADAM; ABHANG, 2016)

Quando o ADN de uma célula ¢ danificado, a proxima etapa € a sua reparagao, caso nao
ocorra, a célula entra em processo de apoptose, o que garante a ndo transmissao de seu ADN
danificado. A falha na maquinaria apoptotica leva a evolucdo neoplasica que ocorre pela
somatoria de fatores de proliferacdo celular desregulada juntamente com o comprometimento
dos pontos de verificacdo da apoptose (KADAM; ABHANG, 2016).

Mesmo que a resisténcia a apoptose seja considerada uma das causas da evolucdo
tumoral, estudos recentes mostraram que a apoptose desempenha um papel importante no
tratamento do cancer, pois esse mecanismo contribui para a atividade antitumoral de muitos
farmacos quimioterapéuticos, permitindo repensar um novo mecanismo de resisténcia
intrinseca para os firmacos antitumorais. Assim, a inducdo a apoptose ¢ considerada um

importante alvo em muitas estratégias de tratamento.

1.4 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Carcinogénese

Em uma célula normal, existe uma condi¢dao de homeostase entre a formacao de radical
livre e a defesa antioxidante. Essas espécies oxidante e antioxidante sdo importantes para
manter a funcionalizacdo do metabolismo celular, na transducdo de sinal e regulacao das
fungdes das células. A perturbacdo nesse equilibrio gera estresse oxidativo, o que favorece o
ambiente oxidante levando a perda de fungdes celulares tendo como consequéncia o
desenvolvimento de doengas como o cancer, como exemplo. (LIOU; STORZ, 2010; KUMARI
etal., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao moléculas radicalares e nao radicalares



como o anion radical superoxido (O3 ), radical hidroxido (-OH) e perdxido de hidrogénio
(H202) que desempenham um papel vital em todas as fases no desenvolvimento do cancer. O
aumento dos niveis intracelulares de EROs pode resultar na ativacdo de oncogenes e sinais
oncogénicos, que participam da proliferacao celular e inativacao de genes supressores de tumor,
angiogénese e disfungao mitocondrial. O alto metabolismo de EROs também pode desencadear
maior potencial metastatico (KUMARI et al., 2018).

O peroxido de hidrogénio, por exemplo, ¢ considerado um importante componente na
toxicidade das células, pois pode se acumular formando EROs. A toxicidade do H,O: ¢ baseada
na sua conversdo ao radical hidroxila (-OH), como mostrado na reagdo a, como em b (reacao
de Fenton) para alguns metais de transicdo (Fe!, Cu', Cr'", Co!, Ni', VV) ou pela reacio de
Haber-Weiss com o anion-radical superoxido, reacdo ¢. A combinagdo das reagoes (d) e (b)
com o radical superdxido resulta na formacao do radical hidroxila (reacao geral), onde os metais

nessas etapas atuam como catalisadores da reacdo (GUPTE; MUMPER, 2009).

H>0O, — 2(-OH) (a)
H>0; + Fe? ou Cu” — Fe** ou Cu*" + -OH + OH" (b)
03 + H2O2 — O2 +-OH + OH" (©)
Fe’" ou Cu?*"+ 05 — Fe** ou Cu™+ O (d)

Mn+1/Mn
Reacio geral: O; + H2 O —— O, +-:OH + OH”

O radical hidroxila (-OH) € o radical mais oxidante gerado no corpo humano e pode
causar danos ao ADN, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares. A interacdo de EROs
com ADN resulta na ruptura da cadeia da 2-desoxiguanosina (2dG), pela oxidagdo da base
nucleotidica da guanina no ADN, acarretando na formacao da 8-hidroxi-2-desoxiguanosina ou

8-OHdG conforme Figura 5 (GUPTE; MUMPER, 2009).
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Figura 5- Oxidagdo na por¢ao guanina do ADN causada pelo radical hidroxila.
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Fonte: Adaptado de (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006)

E importante enfatizar o papel do Cu®>* no processo de danificar a fita do ADN, como
um catalisador na formagao de EROs, uma vez que na sua auséncia, danos menores foram
observados (CERVANTES-CERVANTES et al., 2005). O estudo termodinamico e cinético
envolvido no processo de formacdo de EROs foi relatado recentemente por Garcia-Diez e
colaboradores ao explorar a relagdo termodindmica e a cinética de reducao dos complexos de
Cu" coordenados a aminoguanidina (AG) em suas diferentes formas (Figura 6). O complexo
mais estdvel termodinamicamente, Cu(AGp).]*", com valor de AG{ proximo a
—29,7 kcal mol! pode diminuir em 2,8 vezes a primeira etapa do ciclo de Haber-Weiss em
comparag¢ao com a reacao de referéncia. Os autores concluiram, conforme os dados dispostos
na Tabela 2, que quanto menor a espontaneidade da reacdo de redugdo e sua constante de
velocidade (K e Kip), menores serdo os danos causados, por exemplo ao ADN ao diminuir a
velocidade da reagdo de Haber-Weiss e assim formar radicais *OH (GARCiA-DiEZ; RAMIS;
MORA-DIEZ, 2020).

Figura 6- Representacdo das estruturas otimizadas dos complexos de Cu com AG em solucdo

aquosa.
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O, Cu(AGq),(H,0), 7" 24
[Cu(AGc)(H,0)51%* [Cu(AGc),2(H,0),] [Cu(AGp),]

Fonte: Adaptado de (GARCIA-DIEZ; RAMIS; MORA-DIEZ, 2020)
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Tabela 2- Dados da variacio da energia livre de Gibbs padrio (AG®, kcal mol™) e a constante
de velocidade aparente (kap, M~! s!) para a reagdo inicial do ciclo de Haber — Weiss com os
complexos de cobre(I)-AG que levam as reagdes de reducdo mais lentas em relagdo a reagao

de referéncia em solugdo aquosa a 298,15 K.

Reacao AG® Kap
(Kcal mol™) M-1sh
[Cu(H20)4]*" + 05" > Cu(H20)2]".2H20 + O (referéncia) -32,6 7,71 x 10°
[Cu(AGc)(H20)3]*" + 02"~ — [Cu(AGc)(H20)]"2H20 + O3 -31,4 7,67 x 10°
[Cu(AG()2(H20)21* + 02~ — [Cu(AGc)2]" -2H20 + 02 -29.4 7,96 x 10°
[Cu(AGp):2]* + 02 — [Cu(AGp)2]" + O -11,6 2,80 x 10°

Fonte: Adaptado de (GARCfA-DfEZ; RAMIS; MORA-DIEZ, 2020)

A busca por novas estratégias no tratamento do cancer mostrou que a produ¢ao de EROs
(H20:2 e/ou superoxido) em células cancerigenas por compostos organicos ou metalicos pode
ser uma boa alternativa contra o cancer. Verificou-se que um composto de ocorréncia natural
contendo enxoftre, o isotiocianato de P-feniletil (PEITC), induz EROs provocando a morte
programada das células tumorais. O que chama a atengdo ¢ o fato de que o composto nao
provocou apoptose em células normais, sugerindo a possibilidade de usar essa estratégia para
melhorar a seletividade contra células cancerigenas (WU; HUA, 2007). Comprovadamente,
alguns quimioterapicos como TRISENOX® (tridoxido de arsénio), aprovado no ano de 2000
pela U.S. Food e Drug Administration (FDA) para tratamento de leucemia promielocitica
aguda, foi relatado como indutor de ERO (GUPTE; MUMPER, 2009). De fato, muitos outros
quimioterdpicos, como a antraciclina, doxorrubicina, bleomicina e complexos de coordenacao
de platina (SHALOAM; TCHOUNWOU, 2014), também visam mitocondrias e induzem a
geragdao de EROs celular (CONKLIN, 2004).

1.5 Complexos Metalicos na terapia do Cancer

A introducao de compostos metalicos na quimioterapia ocorreu no inicio do século XX

I contendo as

com o Salvarsan (Asl), uma mistura de compostos 3-amino-4-hidroxifenil-As
espécies aciclicas As3 e Ass (Fig.7). Salvarsan, desenvolvido por Paul Ehrlich, foi
comercializado pela Hoechst para tratar sifilis dando inicio a quimioterapia moderna
(WILLIAMS, 2009). Contudo, foi com a descoberta das propriedades antitumorais de

compostos de coordenagao de platina feita por Barnett Rosenberg em 1965 que trouxe uma
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nova concepgao para utilizacdo de compostos metalicos no tratamento do cancer.

Figura 7- Compostos de arsénio utilizados no tratamento da sifilis.
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Fonte: A autora.

Em seus trabalhos, Rosemberg descobriu de forma acidental que complexos de platina
eram capazes de inibir a divisdo da Escherichia coli. Dentre estes, o isomero cis-[Pt(NH3)2(Cl):]
era o mais ativo. Além da atividade antibacteriana, Rosenberg descobriu posteriormente, que o
1sémero cis apresentava propriedades antitumorais e que o isdmero frans exibia pouca atividade
antitumoral em células de sarcoma 180 e leucemia L1210 (MAKOVEC, 2019). Como resultado
de seus trabalhos, em 1971 a cisplatina foi administrada pela primeira vez em um paciente
oncologico.

A inser¢ao de compostos de platina como agentes quimioterapicos no tratamento do
cancer foi um grande avango na medicina moderna, sendo que a implementacao da cisplatina
em 1978 possibilitou que pacientes diagnosticados com cancer de testiculo em estagio inicial
tivessem até 95% de chances de cura da doenca. Além disso, a cisplatina € eficaz no combate a
diferentes tipos de cancer, incluindo sarcomas, cancer dos tecidos moles, ossos, musculos e
vasos sanguineos (KELLAND, 2007; SHALOAM; TCHOUNWOU, 2014).

O mecanismo de acao da cisplatina ocorre em quatro etapas e a sua atividade antitumoral
estd relacionada com a labilidade dos ligantes cloridos no meio intracelular, que levam a
formacao de adutos cisplatina-ADN. Mesmo o ADN sendo o principal alvo no mecanismo,
sabe-se que mais de 90% da dose de cisplatina administrada por via intravenosa ¢ desativada
por ligacdes com proteinas do plasma sanguineo, como a albumina sérica humana. Uma
molécula de albumina se liga a cinco moléculas de cisplatina. O fragmento cis-[Pt(NH3)2Cl]"
se liga ao 4tomo de nitrogénio da His105 e His288 e aos atomos de enxofre da Met329, Met298
e Met548 da albumina (NIKOLAOU; SILVA, 2018; OUN; MOUSSA; WHEATE, 2018;
MAKOVEC, 2019).
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As etapas do mecanismo da cisplatina podem ser descritos como (i) internaliza¢do (ou
“uptake” celular), (ii) aquagdo, (iii) platinagdo e (iv) apoptose, como apresentado no esquema
da Figura 8. Na primeira etapa, o composto entra na célula por difusdo passiva ou transporte
ativo. Uma vez dentro da célula, a concentragdo de ions cloretos (4-10 nM) diminui, de modo
que a cisplatina passa por reagdes de substitui¢des, processo descrito como aquagio, em que ha
a saida dos ligantes cloridos e entrada de moléculas de a4gua formando espécies catidnicas como
[Pt(NH3):CI(OH2)|" e cis-[Pt(NH;3)2(OH2):]**. Essas espécies ativas interagem com o ADN
substituindo as moléculas de agua por nitrogénios das bases purinas. Os sitios mais
nucleofilicos do ADN, que sdo preferencialmente platinados, sdo os atomos de nitrogénio sete
(N7) da guanina. A velocidade média de formagdo de adutos monofuncionais entre a platina e
o par de bases guanina do ADN ¢ de aproximadamente 10,2x10> s, enquanto que a velocidade
de formagdo dos adutos bifuncionais, cis-[Pt(NH;3)2{d(pGpG)}], é de 9,2x107° s ~'. A meia-vida
para aquacdo e ligagdo ao ADN ¢, portanto, aproximadamente 2 h (JOHNSTONE;
SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2015). Os danos causados no ADN induz a parada no ciclo
celular na fase G2 e estudos sugerem que a parada da divisdo celular nessa fase ¢ essencial para
causar a apoptose (SORENSON; EASTMAN, 1988; SHALOAM; TCHOUNWOU, 2014).

Figura 8- Mecanismo de agdo da cisplatina.
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Fonte: Adaptado de (KELLAND, 2007;: JOHNSTONE: SUNTHARALINGAM: LIPPARD, 2015).
Os principais adutos formados entre a cisplatina ¢ 0 ADN sdo os monofuncionais no
qual cada atomo de platina faz uma ligacdo ao ADN e os bifuncionais onde cada platina se liga

em duas posi¢des ao ADN. A Figura 9 traz as principais representagdes dos adutos formados
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entre a platina e o ADN. O efeito citotoxico da cisplatina baseia-se na formagéo de adutos entre
a cisplatina ¢ as purinas guanina (G) ou adenina (A) que se encontram na mesma fita do ADN,
formando ligagdes cruzadas do tipo 1,2-ou 1,3-intrafita pGpG e ligagdo cruzada intrafita pApG,
promovendo lesdes de dificil reparo. As demais ligagdes sdo representadas por ligagdes
cruzadas interfita (fitas diferentes do ADN) e ligac¢do cruzada ADN-proteina (GONZALEZ et
al., 2001).

Figura 9- Principais adutos formados entre cisplatina e ADN.
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Fonte: Adaptado de (GONZALEZ et al., 2001)

Apesar de ser amplamente empregada no tratamento do cancer, o uso da cisplatina é
restrito devido as reagdes adversas indesejaveis que sdo decorrentes da absor¢do indiscriminada
do medicamento por todas as células do corpo, ocasionando, por exemplo, a diminuicdo na
producdo de medula 6ssea (mielossupresdo) e nefrotoxicidade (WHEATE et al., 2010), além
de neurotoxicidade, ototoxicidade e toxicidade gastrointestinal, incluindo-se ai nausea, vomito
e dispepsia (refluxo) (OUN; MOUSSA; WHEATE, 2018).

Em fungao das limitagdes e o surgimento a resisténcia a cisplatina, a busca por novos
compostos de platina com propriedades anticancerigenas e farmacocinéticas aprimoradas foram
fundamentais. Os compostos analogos a cisplatina apresentados na Figura 10, como a
carboplatina, nedaplatina e oxaliplatina sdo classificados como farmacos da segunda geragdo e
a satraplatina e picoplatina como farmacos da terceira geragdo. Os demais compostos

lobaplatina, cicloplatina, heptaplatina, spiroplatina, aroplatina, enloplatina, zeniplatina,
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sebriplatina, miboplatina e iproplatina sdo produtos de extensas pesquisas e foram planejados
de acordo com seus derivados, como mostra a Figura 10 (KELLAND, 2007; BARNARD, 2017;
NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017). A maioria dos compostos foram preparados com
base na relagdo toxicidade de um farmaco e seu nivel de reatividade. A carboplatina € um
exemplo desse planejamento, pois os ligantes cloridos foram substituidos pelo ligante bidentado
bis-carboxilato induzindo uma redugéo significativa da aquagdo devido a menor labilidade do
grupo de saida e com isso, os resultados de toxicidade foram menores em comparagdo a
cisplatina (WHEATE et al., 2010).

Figura 10- Compostos de platina utilizados e em fase de testes clinicos no tratamento do cancer.
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Fonte: Adaptado de (NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017)

Dos compostos de platina(Il) apresentados na Figura 10, apenas treze foram avaliados
em ensaios clinicos e somente cinco receberam aprovacdo em varios paises: carboplatina,

oxaliplatina e nedaplatina, esta ultima, utilizada apenas no Japao para tratar cancer de cabega,
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lobaplatina na China e heptaplatina na Coréia. Com destaque, a oxaliplatina que ¢ o Unico
farmaco capaz de superar a resisténcia adquirida pela platina, pela formagdo de diferentes
adutos com o ADN quando comparado a cisplatina e carboplatina (WEHBE et al., 2017).
Mesmo exibindo menor nefrotoxicidade e ototoxicidade, os farmacos carboplatina e
oxaliplatina ainda s3o considerados menos eficientes que a cisplatina.

O sucesso da cisplatina na quimioterapia do cancer despertou um grande interesse em
obter complexos com diferentes metais e ativos, principalmente em células resistentes e com
diferentes alvos bioldgicos, que permita superar os mecanismos de resisténcia aos complexos
de platina (SANTINI et al., 2014; BRISSOS; CAUBET; GAMEZ, 2015).

O uso de medicamentos baseados em complexos metalicos oferece a possibilidade de
versatilidade estrutural e quimica, em comparacdo com moléculas orgénicas. De fato, enquanto
o atomo de carbono ¢ restrito as geometrias linear, trigonal planar e tetraédrica, complexos
metalicos com numeros de coordenacdo maiores que quatro permitirdo obter maiores
diversidades estruturais possibilitando uma ampla gama de vantagens para os metais
interagirem e coordenarem a moléculas biologicas. As caracteristicas quimicas desses ions sao
atribuidas por serem acidos de Lewis e apresentarem propriedades redox no meio intracelular.
A utilizagdo de pro-farmacos € uma estratégia utilizada por serem reduzidos em ambientes
hipéxicos como das células tumorais, originando entdo as espécies ativas, que atacariam o alvo
mais facilmente (ZHANG; SADLER, 2017; ANTHONY et al., 2020). Portanto, o carater
redutor das células cancerigenas ao promover a redu¢do dos metais o que ndo € possivel em
células normais, fornece assim uma oportunidade terapéutica para direcionar os tumores
(TABTI et al., 2017).

Dentre os ions metalicos considerados centros de coordenacdo de potenciais agentes
anticancer, os de platina e ruténio, sdo os mais amplamente investigados. Compostos de Ru'"
como NAMI-A e KP1019/1339 (Figura 11), foram examinados a ensaios clinicos e os
resultados mostraram que o composto NAMI-A se liga a proteinas séricas e fracamente ao ADN
e RNA e sua principal caracteristica ¢ impedir a metastase, porém o composto foi descartado e
saiu da fase II de testes clinicos, pois apresentou alta toxicidade (ALESSIO; MESSORI, 2019).
Enquanto isso, o complexo KP1019 entrou na fase I de testes clinicos. Os resultados mostraram
que o composto ¢ menos toxico em humanos, porém devido sua baixa solubilidade os testes da
fase I continuaram com o seu derivado mais solivel contendo so6dio, KP1339, que apresentou
moderada atividade antitumoral em pacientes com tumor neuroendocrino e baixa toxicidade
(ALESSIO; MESSORI, 2019). Os compostos organometdlicos de ruténio se mostram

promissores como metalofarmacos e isso pode ser observado no grande ntiimero de artigos
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publicados contendo sintese, citotoxicidade e ligagdo ao ADN dessa classe de compostos,
inclusive os compostos RM-175 (DOUGAN; SADLER, 2007) e RAPTA-T
(Figura 11) (SCOLARO et al., 2005) mostraram atividade anticancer in vitro ¢ in vivo. Os
compostos do tipo RAPTA-T visam principalmente proteinas, enquanto os compostos do tipo

RM175 tém como alvo o ADN (ADHIREKSAN et al., 2014).

Figura 11 - Compostos de ruténio como potenciais agentes anticancer.
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Fonte: A autora.

Outros complexos contendo diferentes ions metalicos como ouro, rddio, iridio e titdnio
vem sendo estudados pois apresentam atividade antitumoral in vitro e in vivo, além de diferentes
mecanismos de acdo apresentados pela cisplatina (NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017;
ANTHONY et al., 2020). Por exemplo, o complexo de Au' conhecido como Auranofina, Figura
12, pelo seu uso no tratamento de artrite reumatoide, estd sob investigagdo clinica e pré-clinica
(fase II) para o tratamento de canceres, incluindo leucemia (FISKUS et al., 2014; LIU et al.,
2014) e neoplasias ovarianas (MARZANO et al., 2007, WANG; HILL; FIELDS, 2013;
LANDINI et al., 2017). Mesmo que uma das principais vias do mecanismo de acdo da
Auranofina ocorra pela inibi¢ao de enzimas, como a tiorredoxina redutase (TrxR), o mecanismo
de a¢do do composto de Au' ainda nio ¢ totalmente elucidado (LANDINI et al., 2017).

Figura 12- Estrutura molecular do composto Auranofina.
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Fonte: A autora.



18

1.6 Aspectos quimicos e biologicos do cobre

O cobre esta entre os trinta elementos mais abundantes da crosta terrestre e existe como
dois isotopos estaveis (**Cu e *Cu) e nove isotopos radioativos. O cobre tem desempenhado
um papel importante na historia da humanidade, pois seus compostos tém sido empregados na
catalise, na agricultura como fungicidas e pigmento, dentre outras aplicagdes. Estudos recentes
sugerem o uso de superficies contendo cobre em ambientes de satde para reduzir a propagagao
de microbios (CASEY et al.,2010) (MOLTENI; ABICHT; SOLIOZ, 2010; HONG et al., 2012;
MATHEWS et al., 2013).

Devido a sua natureza redox, o Cu pode facilmente se interconverter entre ion ctiprico
(Cu) e cuproso (Cu'), permitindo a formagio de uma ampla variedade de complexos de
coordenaciio com estados de oxidagdo +2 e +1. O potencial redox do par Cu/Cu' pode variar
significativamente dependendo dos ligantes coordenados, da geometria do complexo, bem
como dos componentes eletronicos e das influéncias dos substituintes. Por exemplo, na
oxidacdo de complexos de Cu' com O, uma ampla gama de potenciais de reducio (de -1,5 a
+1,3 V vs eletrodo de hidrogénio padrao) sdo conhecidas (MARZANO et al., 2009;
MCGIVERN; AFSHARPOUR; MARMION, 2018).

O ion Cu' possui configuracio eletronica [Ar]3d'? e atua como um 4cido mole de Lewis,
coordenando preferencialmente a bases de Lewis macias com dtomos doadores P, C, S de tioéter
e aminas arométicas. Os complexos de Cu' com niimero de coordenagio iguala 2, 3 e 4 adotam
geometrias linear, trigonal planar e tetraédrica, respectivamente. Por sua vez, complexos de Cu'!
apresentam numero de coordenagao entre quatro e seis, em que as geometrias quadradas planar,
bipiramidal trigonal e octaédrica sdo as mais frequentes. A configuragio eletronica [Ar]3d’ do
Cu'" ¢ propensa ao efeito Jahn-Teller devido ao estado degenerado dos orbitais ey (d,* € dx*-y?).
Deste modo, uma variedade de estruturas distorcidas podem ser obtidas. A distor¢do mais
comumente observada consiste no alongamento das ligacdes axiais € na compressao das
ligagdes equatoriais, quando o elétron desemparelhado encontra-se no orbital dx*-y>. Também
pode ocorrer um encurtamento das ligagdes ao longo do eixo z e alongamento no plano xy.
Neste caso, o elétron desemparelhado encontra-se no orbital d,*. A possibilidade de diferentes
geometrias permite uma grande variedade na escolha dos ligantes (de quelatos mono- a
hexacoordenados) e de &tomos doadores (N, O, S e halogenetos) como representado na Figura

13.
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Figura 13- Representacio das possiveis geometrias do fon Cu'’,
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Fonte: A autora.

O cobre ¢ um elemento essencial para a maioria dos organismos aerobicos. Por exemplo,
cerca de 100 mg estdo presentes no corpo humano. O cobre ¢ empregado como cofator
estrutural e catalitico de metaloenzimas como superdxido dismutase, citocromo C oxidase,
tirosinase, peptidilglicina monoxigenase alfa-amidante e lisil oxidase, e consequentemente, esta
envolvido em muitas vias bioldgicas (KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013), como na
respiragdo celular (HORN; BARRIENTOS, 2008), biossintese e degradacdo de
neurotransmissores, produ¢do de matriz coldgena, defesa antioxidante, sinalizacdo redox,
angiogénese, remo¢ao do radical superoxido (LONNERDAL, 1996) e no metabolismo do ferro
(HATORI; INOUYE; AKAGI, 2017). O papel fisiologico das principais metaloenzimas de
cobre — sua estrutura, fungdo e localiza¢@o na célula e no organismo - € sua expressao génica
tem sido ativamente estudada por muitas décadas como mostra a Tabela 3 (PUCHKOVA et al.,

2018).



Tabela 3- Principais metaloenzimas de cobre.
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Metaloenzimas

Localizacao

Funcoes

SOD1 (Cu(II)/Zn(II)
superdxido dismutase)

SOD3 (Cu(IT)/Zn(IT)

superdxido dismutase)

COX
(citocromo C oxidase)

Proteina - lisina 6-oxidase
(lisil oxidase)

DBH

citosol, matriz nuclear, lisossomos,
peroxissomos, mitocondrias

Liquidos extracelulares (soro sanguineo,
esclera, etc.)

Membrana mitocondrial interna

Matriz extracelular

Dismutagdo dos anions superoxidos em
oxigénio e peroxido de hidrogénio

Fungdes antioxidantes, sinalizacao,
estimulacdo da proliferacdo celular,
diminuicdo da apoptose e inflamacao
Transferéncia de elétrons da cadeia
respiratéria ao oxigénio molecular

Oxidag¢do de residuos de lisina em aldeidos
em precursores de colageno e elastina

Conversao de dihidroxifenilalanina

Vesiculas ligadas a membrana,
(dopamina-f-hidroxilase)

e formas solveis (DOPA) em noradrenalina
Tirosinase Melanossomas

(fenol oxidase)

Sintese de melanina a partir de tirosina

Ceruloplasmina Soro sanguineo, leite, liquido Oxidagao de Fe(Il) a Fe(Ill), oxidacdao de
cerebrospinal e outros liquidos aminas aromaticas, transportador de cobre
extracelulares
GPI-Cp! Membrana plasmatica, cérebro Oxidagao de Fe(Il) a Fe(III)

"ancora de glicosilfosfatidilinositol

Fonte: (PUCHKOVA et al., 2018)

A ingestdo diaria recomendada de Cu estd em torno de algumas miligramas e suas
principais fontes alimenticias sdo as carnes, ostra, lagosta, cogumelos e améndoas (ZORODDU
et al., 2019). A ingestdo de ions cobre pode geralmente exceder, mas hd os mecanismos
homeostaticos que sao capazes de regular e minimizar as suas propriedades toxicas, mantendo
o cobre ligado a proteinas carreadoras ou aminodcidos, evitando assim que fique livre dentro
da célula causando danos a biomoléculas (SOLOMON et al., 2014).

A regulacdo celular dos niveis de cobre ¢ um processo complicado e depende de varios
fatores como mostra a Figura 14. Durante o processo de captagio celular do cobre, o ion Cu' é
reduzido a Cu' e a entrega do ion na célula ocorre pela proteina transportadora de cobre (CTR1).
Uma vez dentro da célula, o cobre ¢ ligado aos receptores para posterior distribuicdo. Por
exemplo, a proteina chaperona de cobre antioxidante 1 (AtOX 1) é responsavel por fornecer
cobre as bombas de cobre ATP7A / B localizadas na rede trans do aparelho de golgi, onde o
cobre ¢ transferido para metaloenzimas que requerem cobre como cofator. A chaperona de

cobre da superoxido dismutase (CCS) ¢ responsavel pela entrega de cobre a enzima Cu,Zn
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superoxido dismutase (Cu,Zn-SOD ou SOD 1) e inumeras chaperonas como Cox17. A COX17
¢ um importante transportador de cobre que leva o cobre até as mitocondrias, processo vital
para os organismos que necessitam de respiracdo aerdbica para sobreviver, pois o cobre nesse
local ¢ crucial para o bom funcionamento do citocromo ¢ oxidase ¢ da cadeia de transporte de
elétrons. Finalmente, o CTR2, outro transportador de cobre, reside nos endossomos e
lisossomos tardios. Este transportador auxilia na regulacdo dos niveis de cobre no interior do
citosol. As chaperonas de cobre estdao presentes para entregar o Cu a proteinas-alvo especificas
dentro da célula.

Figura 14- Transporte de Cu e dos componentes celulares envolvidos nos niveis de regulagao

de Cu dentro de uma célula.
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Fonte: Adaptado de (WEHBE et al., 2017)

No entanto, existem doengas nas quais os transportadores de cobre que sdo cruciais para
a homeostase sao comprometidos, resultando em uma grande acumulagao de cobre. As doengas
de Wilson e Menkes sao dois desses casos. A doenga de Wilson (degeneracao hepatolenticular)
¢ um distirbio autossdmico recessivo que resulta em actimulo extremo de cobre no figado com
depositos em outras partes do corpo. Menkes ¢ caracterizada por uma deficiéncia sist€émica de
cobre (diferente do figado especificidade da doenga de Wilson) e ¢ o resultado de uma mutagao
recessiva em um transportador de cobre (DANIEL et al., 2004). Sabe-se também que um

desequilibrio na homeostase do cobre implica em doengas neurodegenerativas, como a doenga
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de Parkinson e de Alzheimer, que estdo associadas a uma distribuicdo anormal de cobre no
cérebro.

Levando isso em consideragdo, muita atencdo foi dada as pesquisas sobre os
mecanismos de absor¢cao (LONNERDAL, 1996; VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005; WANG;
GUO, 2006), distribuicdo (LINDER et al., 1998; HELLMAN; GITLIN, 2002; TAPIERO;
TOWNSEND; TEW, 2003), metabolismo e excre¢ao de cobre (LINDER; HAZEGN-AZAM,
1996, KIM; NEVITT; THIELE, 2008), bem como sobre seu papel no desenvolvimento do
cancer ¢ outras doengas (GOODMAN; BREWER; MERAJVER, 2004; BREWER, 2005;
GUPTE; MUMPER, 2009). Algumas pesquisas mostraram que em varios tecidos cancerosos
(mama, prostata, pulmao e cérebro), a concentracdo de cobre excede a dos tecidos normais,
sugerindo fortemente que o cobre desempenha um papel fundamental no crescimento
(angiogénese) e proliferacdo celular (metastase) (DANIEL et al., 2004; GUPTE; MUMPER,
2009; BRISSOS; CAUBET; GAMEZ, 2015).

Em contrapartida, controlando os niveis de cobre com o auxilio de agentes quelantes,
complexos de cobre podem apresentar atividade antiangiogénica e/ou antimetastatica (GUPTE;
MUMPER, 2009), como demonstraram Shi e colaboradores ao apresentarem uma nova série
de complexos de cobre(Il) coordenados a fenantrolina e diferentes cadeias alquil com excelente

atividade antimetastatica contra células cancerigenas de ovario humano (SHI et al., 2018).

1.7 Metalofarmacos de Cu'' como potenciais agentes antitumorais

As caracteristicas quimicas do cobre, sua natureza redox e alta afinidade por
nucleobases possibilita a obtencdo de candidatos a farmacos que apresentem um maior espectro
de acdo, menor toxicidade, uma vez que ¢ um elemento endoégeno e com diferentes mecanismos
de acdo em relagcdo aos farmacos de platina. Complexos de cobre podem promover a morte
celular por diferentes maneiras, como a formagao de adutos no ADN; ligag@o e/ou inibi¢do de
proteinas pela sua capacidade em substituir outros ions metalicos; produzir espécies reativas de
oxigénio (EROs) e induzir eficientes clivagem do ADN e RNA; interrompendo/atrasando o
ciclo celular em qualquer uma das fases; ou causando despolarizagdo da membrana (PEDROSA
et al., 2018).

Um dos principais alvos biologicos estudados ¢ o ADN, devido a sua func¢ao fisioldgica
na replicacdo e transcrigdo celular (ZEGLIS; PIERRE; BARTON, 2007). Assim, pesquisas
envolvendo interagdo e clivagem de ADN (via mecanismos hidroliticos e/ou oxidativos) por

complexos de cobre despertaram consideravel interesse, pois os mecanismos de a¢do desses
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compostos se assemelham aos empregados pelas nucleases de ocorréncia natural (WENDE;
LUDTKE; KULAK, 2015).

Em geral, metalonucleases de Cu'' podem clivar o ADN via mecanismo de clivagem
oxidativo, em que a atividade ¢ mediada por espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas

pela oxidacdo do Cu'! a Cu"

pela adicdo de agentes oxidantes (por exemplo, peroxido de
hidrogénio, oxigénio molecular) ou através da redugio de Cu' a Cu' por um reagente redutor
(por exemplo, acido ascorbico, acido 3-mercaptopropionico) (GHOSH et al., 2012; SANTOS
et al,, 2014). As espécies cobre(Ill)-oxo e Cu(Ill)-hidroxo formadas nesses processos de
oxidagdo do Cu" na presenca de H,O, sdo responsaveis pela cisio na fita de ADN, como
mostrou Rajarajeswari ef al em seu trabalho ao estudar a atividade nuclease de complexos de
Cu''(RAJARAJESWARI et al., 2013), apresentado no esquema da Figura 15.

Figura 15- Representacio da clivagem homolitica do peréxido de hidrogénio na presenca do

complexo de Cu'’,
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Fonte: Adaptado de (RAJARAJESWARI et al., 2013)
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Em 1979, Sigman e colaboradores foram os primeiros a relatar que o complexo de
cobre(Il) com 1,10-fenantrolina, [Cu(fen),]*>" (Figura 16A), possui atividade nuclease. A
proposta de uma clivagem oxidativa é baseada na formagio da espécie [Cu(fen):]" pela redugio
de [Cu(fen):]**, na presenca de um agente redutor, como L-ascorbato, NADH, GSH ou outros
tidis. O complexo, [Cu(fen):]" se liga ao suco menor do ADN gerando espécies reativas de
oxigénio que sdo responsaveis pela oxidagdo do C1’ da desoxirribose no ADN induzindo a
cisao da fita. Além desta via, o ataque de oxidantes na porc¢ao acgtiicar também pode acontecer
em C4’ e C5° como mostra o esquema da Figura 16B (WENDE; LUDTKE; KULAK, 2015). A
pesquisa pioneira de Sigman gerou um grande avango nos estudos envolvendo interacdo e
clivagem de ADN por complexos de cobre com aplicagdo terapéutica no campo da oncologia.
Figura 16- A) Nuclease de Cu" coordenado a fenantrolina. B) Esquema da quebra da fita de

ADN por espécies ativas de oxigénio geradas por [Cu(fen):]".
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Fonte: Adaptado de (WENDE; LUDTKE; KULAK, 2015).

Complexos de cobre(Il) com N-heterociclicos (imidazol, fenantrolina, bipipridina,
terpiridina e derivados), B-dicetonas, hidrazidas, base de Schiff, tiossemicarbazonas entre
outros, sdo explorados como potenciais agentes antitumorais pela sua eficicia na
ligacdo/intercalagdao ao ADN (SANTINI et al., 2014).

As tiossemicarbazonas (TSCs) sdo compostos do tipo R'R?C=N-NH-(C=S)-NR’R* e
sdo consideradas quelantes interessantes devido a sua versatilidade estrutural e amplo espectro
de atividade biolégica. O composto de Cu coordenado a tiossemicarbazona tetradentada
k*N,N,S,S’ (Figura 17A) apresentou excelente atividade citotoxica contra as células tumorais
MDA-MB-231 (ICsp - 0,45 pg ml™), HCT-116 (ICso - 2 pg ml!) e NCI-H 23
(ICso= 24 pg ml™"). Além disso, durante nove dias, ap6s inocula¢io do tumor, foi administrada

uma dose de 100 mg Kg~! do composto em camundongos e os resultados mostraram que o
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composto foi capaz de prolongar significativamente o tempo de vida de camundongos
portadores de carcinoma de Ehrlich Ascites (EAC). Os efeitos antitumorais foram menos
pronunciados do que os obtidos com o medicamento padrdo 5-fluorouracil (5-FH) (RAMAN et
al., 2009).

Recentemente, uma nova série de compostos de Cu! com tiossemicarbazonas
substituidas, destacaram-se pela alta atividade in vitro em linhagens tumorais HCT-15, PSN-1
e A375 com valores de ICso na faixa nanomolar iguais a 0,004, 0,008 e 0,003 respectivamente.
Estudos sobre mecanismos de a¢do mostraram que estes complexos sdo capazes de inibir
potencialmente a proteina dissulfeto isomerase, uma proteina ligada ao cobre que estd
emergindo como um novo alvo terapéutico para o tratamento do cancer. Além disso, estudos
preliminares in vivo do composto [Cu(TSCs)Cl], Figura 17B, em camundongos C57BL com
células de adenocarcinoma de pulmao (LLC), indicaram que houve uma reducdo de 75% do
tumor (dose diaria igual a 6 mg.Kg™!) similarmente a cisplatina administrada a 1,5 mg Kg'.
Contudo, o composto ndo induz perda de massa corporal nessa dosagem como a cisplatina
(CARCELLI et al., 2020).

Figura 17- A) Estrutura dos compostos de cobre coordenado a ligantes tiossemicarbazonas via

dtomos k* N,N’,S,S’. B) da classe Triapina via 4tomos k* N,O,S.
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Fonte: A autora.

Pereira-Maia e colaboradores mostraram a capacidade dos complexos de Cu'' como
potentes agentes clivadores empregando 1,10-fenantrolina e os antibioticos tetraciclina e
doxiclina. Foi demonstrado que estes complexos de cobre se ligam ao ADN preferencialmente
pelo suco menor e clivam a fita de ADN por um mecanismo oxidativo, que envolve a geragao
de EROs. Os compostos de Cu'l, Figura 18, apresentaram alta eficiéncia em danificar o ADN,

praticamente 100 vezes mais alta do que quando comparado a [Cu(fen)2]" (SILVA et al., 2011).
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Figura 18- Estrutura de complexos de cobre coordenados a antibidticos de formulas

[Cu(tetraciclina)(fen)(H20)Cl04]Cl0O4 e [Cu(doxiciclina)(fen)(H2O)ClO4]ClO4.
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OH O OH O
[Cu(tetraciclina)(fen)(H,0)CIO,]CIO, [Cu(doxiciclina)(fen)(H,0)C10,]CIO,

Fonte: A autora.

Ruiz-Azuara et al. produziram e investigaram as propriedades antineoplésicas de
compostos denominados por eles Casiopeinas®, de formulas [Cu(N-N)(a-L-
aminoacidato)][NOs] e [Cu(N-N)(A—A)][NOs] {N-N = substituinte aromatico diiminico, A—
A = aminoacido ou acetilacetonato}. Os compostos Cas II-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(glicinato)] e Cas Ill-ia [Cu(4,4-dimetil-2,2-bipiridina)(acetilacetonato)], Figura
19, clivam o ADN quando EROs sdo geradas ap6s a redug@o do cobre na presenca de ascorbato
e danos ao ADN por meio do processo de intercalacio (RIVERO-MULLER et al., 2007;
KACHADOURIAN et al., 2010; VAZQUEZ-AGUIRRE et al., 2019). Além disso, com
resultados promissores em camundongos portadores de células HCT-15, o composto Cas IlI-ia
entrou para a fase I de testes clinicos contra leucemia mieloide aguda (TABTI et al., 2017). A
Cas II-gly ¢ um dos farmacos mais promissores, pois apresenta forte inibicao da proliferagao
celular contra uma linhagem de células C6 de glioma, tanto in vivo como in vitro.
Recentemente, Hernandez-Lemus e colaboradores demonstraram que o composto Casiopeina
I1-Gly est4 pronto para iniciar a fase I de testes clinicos (ESPINAL-ENRIQUEZ et al., 2016).

Figura 19- Estrutura quimica das Casiopeinas Cas II-gly e Cas IlI-ia
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Fonte: A autora.
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A fim de entender relagdes entre estrutura e atividade bioldgica das Casiopeinas e
derivados, diferentes grupos de pesquisa alteraram os substituintes do fragmento [Cu(N,N)]**,
matendo o acac como coligante [I] (CHEN et al., 2011), ou substituindo o aminoacido gly por
outros como L-val [II] (LAKSHMIPRABA et al., 2011), L-phe [III] (KUMAR;
ARUNACHALAM, 2009; JIA et al., 2010), L-tyr [IV] (RAMAKRISHNAN et al., 2009), ¢ L-
trp [V] (GOSWAMI et al., 2011) em combinagdo com varios diaminados (N, N) e observaram
que todos os complexos de Cu, Figura 20, se ligam e clivam o0 ADN gerando EROs.

Figura 20- Estruturas dos complexos derivados das Casiopeinas mantendo o fragmento

[Cu(N,N)J?*.
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Fonte: A autora.

Trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que o composto CBP-
01 (Figura 21) apresenta atividade antitumoral contra a célula tumoral sarcoma 180 (ICso= 7,4
uM) e na linhagem nao tumoral C2C12 (ICso= 26,4uM), além de ser seletivo para a célula
tumoral testada in vitro (IS > 3) (ALMEIDA et al., 2015). Estudos nas células do sarcoma 180,
revelaram que o composto CBP-01 apresenta maior citotoxicidade do que o composto
antitumoral mitomicina C. O mecanismo de acdo desse composto pode ser atribuido a um
aumento significativo dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS),
causando a parada do ciclo celular. As células se acumularam no ponto de controle GO/G1 com

consequente diminui¢do do numero de células nas fases S e G2/M, resultando em apoptose ou
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morte celular autofdgica (POLLONI et al., 2019).

Com objetivo de melhorar os resultados do CBP-01, uma nova série de compostos de
Cu"' (Figura 21) foi obtida substituindo o anel aromatico da B-dicetona pelo grupo furano e
diferentes N,N-doadores. A atividade citotoxica de [Cu(tfa)(dmb)NOs] e [Cu(tfa)(nfen)NOs3]
foi investigada em duas células tumorais (tumor de Ehrlich e sarcoma 180) e uma ndo tumoral
(mioblasto C2C12). Os resultados mais promissores foram com o composto [Cu(tfa)(nfen)NO3]
que apresentou boa atividade (ICsognrich = 15,75 M e ICsosarcoma 180 = 16,90 uM) e seletividade
(IS > 4) em ambas as linhagens de células tumorais (PAIXAO et al., 2019a).
Figura 21- Estrutura quimica de compostos de coordenagdo de cobre coordenado a beta-

dicetonas e N, N-doadores.
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Fonte: A autora.

Hidrazidas (N,O) representam uma classe de ligantes com propriedades bioldgicas
relevantes e efeito quelante propicio para obtengdo de complexos terndrios de cobre, como
relatado por Silva, 2014. O composto [Cu(Shyd)(fen)(ClO4)(CH3CN)] (Shyd = hidrazida do
acido 2-tiofeno-carboxilico e fen = fenantrolina), Figura 22, apresentou citotoxicidade nas
células tumorais de leucemia mieloide cronica (K562), atividade nuclease e capacidade de
interagio com o ADN (SILVA et al., 2014). Uma vez que complexos de Cu'' com hidrazidas
mostram potencial antitumoral, nosso grupo de pesquisa vem explorando a sintese e atividade
antitumoral afim de encontrar um composto que seja candidato a farmaco. Assim mostramos
que o complexo de formula [Cu(4-FH)(fen)(Cl104):] (Figura 22), em que 4-FH = hidrazida do
acido 4-fluorofenoxiacético e fen = 1,10-fenantrolina, possui atividade antitumoral in vitro com

valores de ICso de 1,8 uM, 8,8 uM e 6,5 uM contra as linhagens celulares K562, MCF-7 e
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MDA-MB-231, respectivamente. A atividade citotdéxica do complexo € superior a atividade de
todos os ligantes livres correspondentes, carboplatina e [Cu(fen)2]*" (PAIXAO et al., 2017).

Figura 22- Estrutura quimica de compostos ternarios de cobre(Il) e hidrazida.
[Cu(Shyd)(fen)(C10)(CH;CN)] [Cu(4-FH)(fen)(Cl10y),]
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Fonte: A autora.

As modificagdes estruturais que ocorrem na fita do ADN provocadas por complexos de
Cu'' nilo sdo causadas apenas por reagdes de hidrélise ou oxidagdo promovendo a clivagem da
fita do ADN, mas também por interagdes de complexos metalicos com ADN. Para algumas
classes desses compostos as interagdes podem ocorrer por meio de interagdo eletrostatica,
ligacdo covalente coordenada, intercalacao, ligacao nos sulcos do ADN e ligacao de hidrogénio
(SANTINI et al., 2014).

O ligante 2,2°:6°,2" - terpiridina (tpy) e seus derivados substituidos na posicao 4 do anel
sao de especial interesse devido sua capacidade em formar complexos metdlicos de alta
estabilidade (CETIN et al., 2017; SAVIC et al., 2019), como os complexos de platina(Il) e
terpiridina que estabilizam estruturas G-quadruplex (YU et al., 2009). A quimica de
coordenagdo da tpy inclui complexos mono(tpy) que podem ser complexos mono- ou
polinucleares com estequiometria 1:1 e complexos bis(tpy) correspondentes a razao molar 1: 2
entre o ion metalico e o ligante (GLISIC et al., 2018).

Além da quimica de coordenagdo, a sua capacidade de intercalagdo devido a insercdo
dos anéis aromaticos planares de complexos contendo tpy entre as bases do ADN implica em
interacdes de empilhamento nt-w. Por exemplo, terpiridinas com substituintes imidazol (Fig. 23)
(UMA et al., 2005; MANIKANDAMATHAVAN et al., 2014), metoxifenil (Fig. 23) (LIANG
et al., 2014) e acido lipoico (Fig. 23) (VELUGULA; KUMAR; CHINTA, 2020) coordenadas
ao ion cobre(Il) mostraram efeitos citotoxicos contra linhagens tumorais devido aos diferentes

comportamentos na interacao com o ADN.
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Figura 23- Complexos de cobre(Il) coordenados a terpiridina substituidas.

[Cu(imidazoltpy)]** [Cu(imidazoltpy),]** [Cu(metoxifeniltpy)]** [Cu(écidolipéicotpy)]**
OCHj, 0

Fonte: A autora.

O composto [Cu(mftpy)(NO3)2], no qual mftpy = 4'-metilfenil-2,2":6',2'- terpiridina
(Figura 24), se liga ao ADN (JIANG et al., 2008) e estudos in vivo com o composto
[Cu(mftpy)2]Cl2 (Figura 24), indicaram inibicao significativa do crescimento de tumores em
células de carcinoma de Ehrlich ascites (EAC) em camundongos albinos sui¢os. O mecanismo
proposto implica em niveis crescentes de EROs que apoiam apoptose por uma via dependente
de mitocondrias (MAHENDIRAN et al., 2017).

Figura 24- Estruturas dos complexos [Cu(mftpy)(NO3).] e [Cu(mftpy)]*".
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Fonte: A autora.
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A introducao de co-ligantes como aminoacidos (ZHOU et al., 2013), faArmacos sintéticas
(YILMAZ et al., 2017), hidroxiquinolina (DEKA et al., 2017) e diiminicos
(MANIKANDAMATHAVAN et al., 2011; RAJALAKSHMI et al., 2011; ABDI et al., 2012;
SANTOS et al., 2014; SALIMI et al., 2015; INAMDAR; SHEELA, 2016; TUMMALAPALLI
et al.,, 2017; JAIN et al., 2020) apresenta uma boa estratégia no design de novos farmacos
baseados em complexos de cobre(Il) com terpiridina, como mostra Zhou et al. ao propor a
substitui¢do do diiminico fenantrolina no composto Cas II-gly por um ligante N-heterociclico
tridentado, a 4'-metilfenil-2,2":6',2'-terpiridina (mftpy) mantendo o aminoacido glicina (gly). O
complexo de formula [Cu(gly)(mftpy)NO3]NOs (Fig.25) apresentou um aumento na atividade
nuclease e maior solubilidade em agua, o que pode ter facilitado sua interagdo com o ADN,
onde ligacdes de hidrogénio com o agucar-fosfato da espinha dorsal da dupla hélice do ADN
foram observados (ZHOU et al., 2013).

Figura 25- Estrutura do complexo de formula [Cu(gly)(mftpy)NOs]".

Fonte: A autora.

Também foi reportado na literatura a inser¢do de ligantes hidroxiquinolina (N,O) a
complexos de Cu' contendo terpiridinas substituidas com ferrocenil (Fc-tpy). Os compostos de
formula [Cu(Fc-tpy)(N-O)]NO3, no qual N-O sdo os anions 8-hidroxiquinolina (HQ), 5-cloro-
7-10do-8-hidroxiquinolina (CQ) e 5-nitro-8-hidroxiquinolina (NQ), Figura 26, sdo citotoxicos
em células tumorais HeLa e MCF-7 e se ligam ao ct-ADN e a proteina HSA com valores
significativos de constantes de ligacao Ky e Knsa. A afinidade pelo ADN sugere que o alvo do
composto [Cu(Fc-tpy)(CQ)]NOs pode ser o ADN mitocondrial (mt-ADN) das células HeLa e

0 mecanismo apoptdtico de morte celular envolve a formacdo de EROs (DEKA et al., 2017).
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Figura 26- Estruturas dos complexos de formula [Cu(Fc-tpy)(N-O)].

[Cu(Fe-tpy)(HQ)] [Cu(Fe-tpy)(CQ)] [Cu(Fe-tpy)(NQ)]

Fonte: A autora.

Jain e col. mostraram que complexos terndrios de cobre contendo em sua esfera de
coordenacao terpiridinas substituidas em combinagdo com ligantes bidentados do tipo diiminas
possuem propriedades bioldgicas tais como citotoxicidade, atividade nuclease e interagdo com
ADN e proteina ASB (albumina de soro bovino). Os complexos de Cu!! com trimetoxi
terpiridina e N,N-doadores (fenantrolina, bipiridina e imidazol), Figura 27, apresentaram
atividade antitumoral na faixa 0,5 — 3,6 uM contra a linhagem de cancer de pulmao A549. A
similaridade nas constantes de ligagdo do ADN/ASB dos complexos indica que o ligante
trimetoxi terpiridina apresenta maior influéncia na ligacao do que os diiminos, porém os efeitos
dos co-ligantes nos estudos biologicos sdo pronunciados nos resultados de atividade de
clivagem e citotoxicidade. O complexo contendo fenantrolina apresentou maior atividade
nuclease, porém menor citotoxicidade (3,6 uM), mostrando que mais de um mecanismo ¢

responsavel pela morte celular (JAIN et al., 2020).

Figura 27- Estrutura dos complexos de Cu'' com trimetoxi terpiridina e diferentes N,N-

doadores.

Fonte: A autora.
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1.8 Breve aspectos quimicos e biologicos do niquel

O elemento niquel foi descoberto em 1751 por Axel Frederik Cronstedt na Suécia. Os
estados de oxidagdo relatados para o niquel variam de 0 a +4, com Ni" sendo o mais comum.
A quimica de coordenacao do niquel ¢ influenciada pela natureza dos ligantes, bem como pelas
geometrias de coordenagio adotadas pelo centro metilico. O ion Ni" possui configuracio
eletronica [Ar] 3d® apresentando propriedades intermedidrias entre acidos mole e duro de
Lewis, formando complexos estaveis com ligantes duros (OH", H>O, e NH3) e moles (RS-, CO,
e CN") (COTTON, F. A.; WILKINSON, 1972).

Em termos de quimica de coordenagdo, complexos de Ni'' adotam uma variedade de
geometrias com nimeros de coordenacio variando entre 4 e 6. Complexos de Ni' com niimero
de coordenagdo igual a 4 adotam as geometrias quadrado planar ou tetraédrica. Os de geometria
quadrado planar sdo diamagnéticos com oito elétrons emparelhados nos orbitais dy,, dx,, d,> e
dxy, ressaltando que essa geometria s6 ocorre na presenga de ligantes de campo forte, como o
CN'. Por outro lado, aqueles que adotam a geometria tetraédrica sdo paramagnéticos com dois
elétrons desemparelhados nos orbitais t>. Os compostos de Ni'! pentacoordenados nio sdo muito
frequentes, mas quando ocorrem, a condi¢do mais importante ¢ a natureza estereoquimica do
ligante, de modo que o volume e a disposi¢do do ligante permitam a aproximagao de cinco
centros coordenantes ao ion metalico. A formacao destes compostos € favorecida por ligantes
polidentados e também por solventes de baixo poder coordenante. Compostos com NC igual a
5 apresentam geometrias bipiramide trigonal e sdo frequentemente de spin alto, enquanto
compostos com geometria piramidal de base quadrada tendem a ser spin baixo. Complexos de
niquel com NC igual a 6 adquirem geometria octaédrica e sdo invariavelmente de spin alto com
dois elétrons ndo emparelhados em seus orbitais eg, além de exibir uma preferéncia por ligantes
de campo mais forte, como ligantes doadores contendo atomos de nitrogénio ou tiolato
(COTTON, F. A.; WILKINSON, 1972).

Presume-se que o niquel seja um elemento essencial aos organismos vivos, pois esta
presente no corpo humano. Por exemplo, um adulto de 70 kg contém aproximadamente 15
mg de niquel (KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013). Alguns dos alimentos em que o
niquel se encontra presente sdo castanha de caju, nozes, produtos de soja, legumes e o0s
vegetais que contém a enzima urease, como por exemplo, vagem e feijdo, sdo as principais
fontes (CEMPEL; NIKEL, 2006).

A absor¢ao de niquel(II) pelo corpo humano pode ocorrer por inalagdo ou por via

oral, posteriormente sendo distribuido para todos os 6rgdos. A maior parte do niquel
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absorvido ¢ excretado na urina (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 2005; KUMAR; TRIVEDI, 2016), como mostrou os estudos de curto e¢ longo
prazo com animais, varios sais de niquel foram administrados por via oral, e os resultados
mostraram que os rins absorvem a maior quantidade de niquel seguido dos pulmoes, figado,
coracdo e testiculos (KUMAR; TRIVEDI, 2016).

Além disso, o niquel desempenha papel vital em bactérias, arqueias e fungos pois esta
presente em multiplas enzimas (KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013). Uma enzima bem
conhecida que contém Ni ¢ a urease, que catalisa a hidrdlise da ureia. Com a descoberta do
niquel como sitio ativo de uma variedade de enzimas e sua contribuicdo significativa em
determinados processos bioldgicos, tais como: cofator de proteinas, aminoacidos, albuminas,
transporte de oxigénio e estimulante do metabolismo (KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN,
2013), um crescente interesse entre os quimicos bioinorginicos comegou a surgir ndo apenas
devido a presenca de niquel em enzimas, mas também pela atividade bioldgica encontrada em

complexos de niquel.

1.9 Complexos de Ni'' como potenciais agentes terapéuticos

Na literatura ha relatos de complexos de niquel(Il) contendo atividades antiparasitaria
(HERNANDEZ-AYALA et al., 2020), antibacteriana (ALEXIOU et al., 2003), antifiingica
(RISANA et al, 2020), antimicrobiana (BASU BAUL et al, 2020) e antitumoral
(BANASPATI; RAZA; GOSWAMI, 2020) com capacidade de intercalar ou clivar o ADN
(POORNIMA; GUNASEKARAN; KANDASWAMY, 2015).

Janet Morrow foi uma das primeiras a estudar a clivagem de ADN utilizando complexos
de niquel. Em seus experimentos, ele observou que a clivagem ocorreu somente na presenca de
um agente oxidante. A conversdo do plasmideo superenovelado (FI) para a forma circular
aberto (FII) foi observada para dois complexos de niquel, [Ni(CR)]** e [Ni(salen)]*" (Figura
28)(MORROW; KOLASA, 1992).
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Figura 28- Estrutura dos complexos Ni(CR)]*" e [Ni(salen)]*".

[Ni(CR)|** [Ni(salen)]**

Fonte: A autora.

Complexos de niquel(Il) coordenados a N,N-doadores mostraram propriedades de
interagdo com ADN via suco e intercalacdo, além de clivar o ADN via mecanismo oxidativo na

presencia e auséncia de H20,. Na presenca de H2O», os complexos [Ni(dimetilbipy);]** e

[Ni(dimetoxibipy)s]*" (Figura 29) apresentaram conversdo da forma F I para F Il e o mecanismo

de clivagem oxidativo pode estar associado na primeira etapa com a formagdo dos supostos

11T I

intermediarios Ni""'-oxo e Ni' -hidroxo. Essas espécies de radicais hidroxila associadas ao metal

sdo responsaveis pela clivagem do ADN (ANJOMSHOA et al., 2019).

Figura 29- Estrutura dos complexos [Ni(dimetilbipy)s;]** e [Ni(dimetoxibipy)s]*".
[Ni(dimetilbipy);]|2* [Ni(dimetoxibipy);]**

OCH;

OCH;

Fonte: A autora.

Buschini e colaboradores relataram que o composto [Ni(tcitr),]*" (Figura 30), no qual
teitr = S-citronelatiosemicarbazona (BUSCHINI et al., 2009) induz a parada do ciclo celular na
fase Go/M levando as células de sarcoma histiocitico (U937) a apoptose (BUSCHINI et al.,
2014). O composto também interage covalentemente com o peptideo histona da classe H2A,
possivelmente um diferente alvo biologico do mecanismo de agao (BISCEGLIE et al., 2019).

Outro mecanismo de agio relatado na literatura recentemente por complexos de Nil!
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coordenados a tiossemicarbazonas, mostrou que o composto [Ni(tisatina),]*>", no qual tisatina =
isatina tiossemicarbazona, (Fig.30), induz apoptose através da via de sinalizacdo mitocondrial
e parada do ciclo celular GO/G1 em células de mieloma IM-9 (BALACHANDRAN et al.,
2018).

Figura 30- Estrutura dos complexos [Ni(tcitr)2]*" e [Ni(tisatina)>]*".

[Ni(tcitr),] [Ni(tisatina),]**

PPN Wl

N\
g =
™ I}Ii Qf////ll," | WO N
\\ S / NitOT
==0 | \ 7

N, /)\NHz N
N

1

Fonte: A autora.

Complexos ternarios de Ni'' octaédricos coordenados aos anti-inflamatérios 4cido
mefenamico (TOTTA et al., 2015), naproxeno (TOTTA et al., 2017) e diclofenaco de sédio
(KYROPOULOU et al., 2013), Figura 31, e a ligantes heterociclicos N,N-doadores, foram
estudados quanto a capacidade de se ligarem ao ADN ou albumina. As constantes de ligacao
dos complexos, na ordem de 10*— 10° M™!, revelam o potencial destes de se ligarem e serem
transportados pelas albuminas. Os complexos interagem com o ADN pela interagdo de
empilhamento ©1 — 7w entre o cromo6foro aromatico (do anti-inflamatorio e/ou dos ligantes N-
doador) do complexo e os pares de bases do ADN levando a um modo de interagdo por
intercalacdo (KYROPOULOU et al., 2013; TOTTA et al., 2015, 2017).

Figura 31- Estrutura quimica dos anti-inflamatorios utilizados como ligantes em complexos

ternarios de Ni'..

(0]
Cl ONa
COOH o H
H N
& v
COOH
Cl

acido mefendmico naproxeno diclofenaco de sodio

Fonte: A autora.

Quanto a compostos de niquel(Il) contendo hidrazida (PATEL et al., 2011), Patel e
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colaboradores mostraram que o complexo de formula [Ni(BH);]** (Fig.32), no qual BH = benzil
hidrazida, apresenta melhor atividade antitumoral que o composto [Ni(BH)2](NOs):] (Fig.32)
(PATEL et al., 2011).

Figura 32- Estrutura dos complexos de niquel(Il) coordenados a benzil hidrazida.

[Ni(BH);]** [Ni(BH),(NO3),]
ONo2
//// \\\
////l// \\\\\\\ “ //// \\\ \\\
NH2
H2 Hz
0) A NH ONO,
Fonte: A autora.
1.10 Iminopiridinas como ligantes de interesse biologico

Os compostos iminicos, base de Schiff, possuem uma liga¢ao dupla entre um 4tomo de
carbono e um atomo de nitrogénio. Tais moléculas dao origem a uma grande variedade de classe
de compostos, dentre elas as iminopiridinas. Atualmente surgiu um enorme interesse na
quimica de coordenagdo dos ligantes quelantes iminopiridinicos (N, N) devido sua propensado a
formar complexos estaveis com uma variedade de ions metalicos, além de possuir propriedades
biologicas (BRUNNER; SCHMIDT; SCHONENBERGER, 1986). Essa classe de ligantes N,N
pode ser obtida com grande variedade estrutural pela condensagdo de aldeidos com anilinas,
como mostra o esquema da Figura 33. O uso de diferentes substituintes R com perfis
antiproliferativos contra células tumorais ¢ uma estratégia utilizada ao sintetizar ligantes
iminopiridinicos alterando a lateral R por substituintes alquil-(CONRAD et al., 2005), aril-
(HUANG et al., 2013) ou carboidratos modificados (CUCCIOLITO et al., 2010).
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Figura 33- Esquema reacional de obtenc¢ao dos ligantes iminopiridinicos.

R1 \
X H,N Ra |

R1 + H20

R5 R3

R4

Fonte: A autora.

A sintese e avaliagdo da atividade antitumoral de compostos metalicos da primeira (Cu),
segunda (Ru, Pd e Ag) e terceira série de transi¢ao (Pt, Ir) coordenados a iminopiridinas foram
relatados na literatura (GARCfA-FRIAZA etal., 2006; NJOGU; OMONDI; NYAMORI, 2017;
ADELEKE et al.,, 2021; CARLONI et al.,, 2021), porém, estudos mais aprofundados
envolvendo a relagao entre estrutura e atividade antitumoral € o mecanismo de a¢ao sao poucos
e recentes. Os primeiros compostos que apresentaram atividade antitumoral foram os de Pt'' e
atualmente ganharam uma notavel visibilidade pelo nimero de moléculas com diferentes
propriedades antitumorais.

Bruner e Conrad foram os primeiros a relatar atividade antitumoral in vitro de

complexos de Pt!

coordenados as iminopiridinas em linhagens celulares MDA-MB 231
(carcinoma mamario), OV2008 (célula ovariana sensivel a cisplatina) e C13 (célula resistente
a cisplatina). Ambos pesquisadores mostraram uma influéncia importante dos padrdes de
substituintes na atividade dos complexos principalmente em células resistentes a cisplatina
(CONRAD et al.,, 2005). Garcia-Friaza et al. ao verificar a influéncia dos padrdes de
substituicdo dos ligantes na atividade antitumoral contra as linhagens tumorais A270 e
A270cisR concluiram que a substitui¢ao de um grupo —CH3 por um grupo —OH, Figura 34, ndo
tem efeito na cinética da reacdo, mas melhora a interagdo entre o complexo metalico e 0 ADN,

t!l induziram a morte

devido a formacao de ligagdes de hidrogénio. Todos os complexos de P
celular apoptdtica, mas também ¢é observada uma porcentagem de morte celular necrotica

(GARCIA-FRIAZA et al., 2006).
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Figura 34- Compostos de platina(Il) coordenados a ligantes iminopiridinicos.
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Fonte: A autora.

Posadas em 2017 publicou outra série de compostos de Pt!!

com os ligantes
iminopiridinicos, Figura 35, e relatou que o composto [Pt(Ci4H14N2)CL] exibe semelhante
inducdo de morte celular em relagdo ao composto de referéncia utilizado clinicamente
(cisplatina) e significativa inibicdo da prolifera¢do celular de glioblastoma multiforme (C6).
Além disso, este composto apresenta menor citotoxicidade em células ndo tumorais do que a
cisplatina (POSADAS et al., 2017).

Figura 35- Série de compostos de platina(Il) coordenados a iminopiridinicos.

[Pt(CuHmNz)Clz] [Pt(Cy4H14N)CL] [Pt(C5oH,6N,)Cl,] [Pt(C3HgF3N,)C]
\ N \ - N=— N
Clyy, \\\\\ Clu,,. \\\\‘\‘ Clin,, Pt\\\\\ Clim,,, \\\\
" Pt / / /
|/ \ cl - ~ 4 cl N N cl \
? } CHs CFs
H3;C

Fonte: A autora.

O uso de substituintes lipofilicos de cadeia longa e flexivel em iminopiridinicos
coordenados a fons de Pt surge como uma nova proposta por apresentarem maior
citotoxicidade em linhagens resistentes quando comparados aos seus analogos de cadeia curta
e rigida (CONRAD et al., 2005). Westcoot sintetizou dois compostos de Pt"!, [Pt(C14H20N2)Cl;]
e [Pt(CigH22N2)Cl2] (Figura 36). A atividade antitumoral destes complexos em células de
tumores cerebrais (LN18 and LN405) revelaram valores de ICso menores que 4 uM, sendo os
compostos aproximadamente 10 vezes mais ativos que a cisplatina na célula tumoral LN405
(MILES et al., 2016). Recentemente, novos compostos de Pt!' coordenados a iminopiridinas

com substituintes polinucleares pireno e antraceno de formulas [Pt(C26H22N202)Cl2] e
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[Pt(C24H22N202)Cl2] (Figura 36) foram avaliados em diferentes células tumorais e em célula
normal (Met-5A). O que chama aten¢do nos resultados ¢ o fato de que os compostos
apresentaram ICso maiores que 16 uM nas linhagens tumorais HeLLa, MSTO-211H, HT29 e
A549, enquanto nas células tumorais A-2780 e A-2780cis de carcinoma de ovario humano os
valores de ICso sdo menores que 6,8 puM. Os resultados sugerem uma certa capacidade dos
compostos, em especial do composto [Pt(C24H2oN202)Cl2] (ICs0a-2780cis = 3,72 uM), em
contornar a resisténcia adquirida a cisplatina (ICsoa-2780cis = 6,61 uM) pela citotoxicidade
causada em ambas linhagens (BONDI et al., 2020, 2021).

Figura 36- Compostos de platina(Il) coordenados a iminopiridinicos de cadeia lipofilica.

[PH(C,4H N, CL] [Pt(ClstzNz)Clzl [Pt(cmszN;O;)Clz] IP‘(C24H22N202)C‘zl
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Fonte: A autora.

Complexos de iridio(IIl) e ruténio(II) coordenados a iminopiridinicos , Figura 37,
também sdo considerados fortes candidatos no tratamento do cancer. Testes in vitro com valores
de ICso menores que 1,4 uM em células A549 e Hela foram observados para os compostos de
Ir'™. O mecanismo de agdo proposto mostra que os compostos induzem apoptose celular em
células A549 e Hela interrompendo os ciclos celulares na fase S € G2/M em diregado as células
cancerigenas A549, segundo os autores 0 ADN nao € o principal alvo como na cisplatina (LI et
al., 2017). Devido a baixa seletividade citotoxica apresentada pelos compostos acima, houve a
substituicdo da por¢ao iridio ciclopentadienil por ruténio areno. Os dados mostraram uma
diminui¢do na citotoxicidade dos compostos com valores de ICso < 23 uM em células A549 e

Hela, ndo sendo tdo potentes quanto os complexo de Ir'"

, mas com uma grande seletividade
citotoxica, aproximadamente 7 vezes mais ativos em relagdo as células ndo cancerosas (TIAN

et al., 2018).
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Figura 37- Complexos de iridio(IIT) e ruténio(II) coordenados a iminopiridinicos.
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Fonte: A autora.

Complexos de cobre(Il) coordenado ao ligante tridentado via atomos N, N, N derivado da
reacao de condensagao entre piridina-2-carboxaldeido € a amina 5,6-diamino-1,3-dimetiluracil,
Figura 38, inibem o crescimento das células de glioma C6 alterando a fase S do ciclo celular e
induzindo a parada da fase G2/M, apoptose e, em menor extensao, autofagia, ambos modulados
pela geragao de ROS devido a sua propriedade de afetar o sistema de defesa antioxidante da
enzima nessas células (ILLAN-CABEZA et al., 2020).

Figura 38- Complexo de cobre(Il) coordenado via atomos N,N,N do ligante iminopiridinico.

Fonte: A autora.

Nesta perspectiva, os estudos de complexos metalicos com aplicagdo medicinal sdo de
extrema importincia para o desenvolvimento de novos fairmacos mais eficazes, com menor
toxicidade e resistente a células tumorais. Baseado nessas informagdes os complexos de Cu'' e
Ni" com beta-dicetona, hidrazida, imininopiridina e ligantes N-doadores podem ser candidatos

promissores para testes farmacologicos in vivo como as Casiopeinas.
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2. OBJETIVO

Pretendeu-se neste trabalho como objetivo geral a sintese, caracterizacdo e o estudo da
atividade antitumoral de novos compostos metalicos de Ni'l e Cu'l. Mais especificamente os
objetivos especificos foram:

i) Sintetizar novos complexos ternarios de Ni'! coordenados a B-dicetonas e fenantrolina.
ii) Sintetizar novos complexos terndrios de Cu' contendo a hidrazida
benzopirano[4,3]tiofeno-2-acido carboxilico (bth) e diferentes N-doadores.

iii) Sintetizar e caracterizar os ligantes iminopiridinicos por RMN 'H, UV-vis e IV.

iv) Sintetizar duas novas séries de complexos de Cu'' com os ligantes iminopiridinicos na
estequiometria 1:2 (sal de cobre/iminopiridinico) e 1:1:1 (sal de cobre/iminopiridinico/4-
metilfenilterpiridina).

V) Caracterizar os complexos sintetizados, conforme a técnica necessaria, por analise
elementar, medidas de condutividade, difragdo de raios X de monocristal, medidas de
susceptibilidade magnética, espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (RPE),
espectrometria de massas em alta resolugdo com ionizagdo por electrospray (HRESIMS),
espectroscopia de UV-Vis, reflectancia difusa e infravermelho (IV).

vi) Determinar os valores de ICso (concentragao necessaria para inibir o crescimento celular
em 50%) de todos os novos compostos e dos respectivos ligantes em células tumorais de mama
MCF-7 (linhagem do lumen epitelial de tecido mamario derivada de sitios metastatico de
adenocarcinoma) e MDA-MB-231 (linhagem altamente agressiva, basal do epitélio mamario
derivado de adenorcarcinoma invasivo).

vii)  Realizar estudos de interagdo dos compostos mais promissores (menores valores de
ICs0) com ct-ADN empregando técnicas de UV-vis e dicroismo celular seguido de estudos de
ancoragem molecular.

viii) Avaliar a atividade nuclease dos complexos selecionados utilizando a técnica de
eletroforese em gel de agarose;

ix) Estudar o mecanismo pelo qual os complexos selecionados induzem morte celular
através do ensaio in vitro de apoptose com Anexina V conjugada com FITC.

X) Investigar o efeito dos complexos selecionados na migracdo celular de células

cancerosas de mama MCF-7 e MDA-MB-231 pelo método Wound Healing.
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3.1. Reagentes e Solventes
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Os sais metalicos e os ligantes da classe B-dicetona, hidrazida e N-doador empregados

neste trabalho foram obtidos comercialmente pela empresa Sigma-Aldrich e utilizados sem

purificagcdo prévia. Os ligantes iminopiridinicos foram sintetizados a partir dos reagentes

comercializados pela empresa Sigma-Aldrich. Os solventes foram obtidos comercialmente,

com grau de pureza analitico, de procedéncia Sigma-Aldrich ou Vetec e foram utilizados sem

tratamento prévio. A Tabela 4 apresenta informacdes sobre os reagentes utilizados neste

trabalho.

Tabela 4- Dados e procedéncia dos reagentes utilizados nesse trabalho.

Reagentes Foérmula Massa molar  Procedéncia
Molecular (g mol™)

Nitrato de cobre(II) trihidratado Cu(NOs3)2-:3H,0 241,60 Sigma-Aldrich
Nitrato de niquel(II) hexahidratado Ni(NOs3)2:6H20 290,79 Sigma-Aldrich
1,10-fenantrolina monohidratada (fen) C12HsN> 180,21 Sigma-Aldrich
4-4’-dimet6xi-2,2’-bipiridina (dmb) C12H12N202 216,24 Sigma-Aldrich
2,2°.6°,2”-terpiridina Ci15Hi1N3 233,27 Sigma-Aldrich
4’(4-metilfenil)2,2°.6°,2”-terpiridina C22H17N3 323,39 Sigma-Aldrich
2,6-diisopropilanilina CioH1sN 149,23 Sigma-Aldrich
2,6-dietilanilina CioHisN 149,23 Sigma-Aldrich
4-cloroanilina CsHeCIN 127,57 Sigma-Aldrich
4-metilanilina C7HoN 107,15 Sigma-Aldrich
2-piridinacarbaldeido CecHsNO 107,11 Sigma-Aldrich
Acido para-toluenosulfonico C7Hs0sS 172,20 Sigma-Aldrich
4,4 4-trifluoro-1-(2-furil) -1,3- CsHsF303 206,12 Sigma-Aldrich
butanodiona

4.4 4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona Ci1oH7F502 216,15 Sigma-Aldrich
4,4 4-trifluoro-1-(4-clorofenil)-1,3- Ci10H6CIF302 250,60 Sigma-Aldrich
butanodiona

hidrazida do 4cido 4-benzopirano  Ci2H10N202S 246,28 Sigma-Aldrich

[4,3]tiofeno-2-carboxilico
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3.2. Instrumentacio

3.2.1 Analise Elementar

A analise quantitativa dos teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio foi realizada no
laboratério Multiusudrio do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (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 foram realizadas em um condutivimetro Tec-4MP
da Tecnal a temperatura ambiente (27°C) e na concentragio de 1 x 10 mol-L™!. As solu¢des
dos complexos foram preparadas nos solventes apropriados de grau espectroscopico (Sigma-

Aldrich) com uma constante de célula igual a 1,03236 uS-cm™.

3.2.3 Difracio de raios X de monocristal

Os experimentos de difracdo foram realizados no Laboratério de difracdo de raios X do
Instituto de Fisica da Universidade Federal Fluminense (UFF) em colaboragdo com os
professores Dr. Guilherme P. Guedes e Dr. Jackson A.L.C. Resende (UFMT). Os monocristais
do complexo II foram obtidos pela adicdo dos ligantes (previamente dissolvidos em 2 mL de
metanol) ao sal de niquel Ni(NO3)2-6H>O (0,125 mmol) previamente solubilizado em metanol.
A mistura foi agitada por 1 h e mantida por evaporagao lenta durante cinco dias até a formagao
de cristais azuis. Os cristais foram entdo recolhidos e deixado sob temperatura ambiente. Assim,
um unico cristal foi montado em um difratdmetro Bruker D8-Venture ¢ os dados de difragao de
raios X foram coletados usando MoKa (A = 0,710731 A) a temperatura ambiente. A coleta,
reducdo e integracdo dos dados foram realizadas por meio do software APEX3.0 (BRUKER,
2016). A estrutura foi resolvida por métodos diretos e o refinamento pelo método dos minimos
quadrados completos utilizando matriz completo sobre F?> com o “software” SHELX
(SHELDRICK, 2015). Os atomos nao-hidrogenoides foram refinados anisotropicamente
enquanto as posi¢oes dos dtomos de hidrogénio foram geradas e refinadas usando o método

“riding model”.
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3.2.4 Espectrometria de massas em alta resolu¢io com ionizaciio por electrospray
(HRESIMS)

Os espectros de massas foram obtidos utilizando um espectrometro de massas de alta
resolucdo micrOTOF-Q II (Bruker Daltonics), com ioniza¢do por electrospray (ESI), em
colaboragdo com o Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes (FCFRP - USP) e o Prof. Dr. Marcos
Pivatto (IQ-UFU). As amostras foram solubilizadas em metanol ou acetonitrila e introduzidas
utilizando seringa (100 pL), adaptada a uma bomba de infusdo direta com fluxo de
3 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.

3.2.5 Espectroscopia de ressonincia paramagnética eletronica (RPE)

As analises de RPE foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo, em parceria com a Profa Dra. Ana Maria da Costa Ferreira. 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 modulagdo de frequéncia de 100 kHz. As amostras foram
introduzidas em tubos de quartzo (4 mm de didmetro interno), e medidas no estado sélido ou
em solu¢do de DMSO, a temperatura ambiente ou a 77 K. DPPH (a,0’difenil-B-picrilhidrazil;

g =2,0036) foi usado como calibrador de frequéncia para todas as amostras.

3.2.6 Espectrofotometria de absorciao na regiio do ultravioleta visivel (UV-vis) e
reflectancia difusa

Os espectros de absorbancia na regido do UV-Vis dos complexos foram registrados em
diferentes concentragdes utilizando um espectrofotdometro Shimadzu UV-2501 PC. Solugdes
dos complexos na concentragio 1x1072 mol-L ! foram preparadas e posteriormente diluidas em
solugdes de concentracdes 1x10° mol-L™' e 1x107> mol-L~!. As analises no estado s6lido foram
realizadas em um espectrofotometro Shimadzu UV-2501 PC utilizando o acessorio de

reflectancia difusa e o sulfato de bario como referéncia.
3.2.7 Espectrofotometria de absorc¢ao na regiao do infravermelho (IV)

Os espectros vibracionais no infravermelho para os complexos e ligantes livres foram
obtidos utilizando-se um espectrofotdmetro FT-IR Frontier Single Range — MIR da Perkin-

Elmer. As analises das amostras foram realizadas no estado sélido, utilizando o acessoério de
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Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, na regido compreendida entre

4000 e 220 cm ™! com resolugdo de 4 cm™!.

3.2.8 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz) foram obtidos no laboratério Multiusuario do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ-UFU), em um espectrometro
Bruker (400 MHz), modelo AscendTM 400 Avance III HD spectrometer (9,2 T) a 30 °C. As
amostras dos ligantes foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCI3). Os deslocamentos

quimicos foram expressos em 6(ppm) tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS)

(5 TMS = 0,00)].

3.3. Métodos dos Estudos Biologicos

3.3.1 Citotoxicidade contra células de cincer de mama

Os testes in vitro de citotoxicidade dos compostos em estudo foram avaliados por
diferentes grupos de pesquisa. Os estudos de atividade citotoxica dos complexos ternarios de
Ni"" e Cu" e os ligantes livres N-doadores, B-dicetonas e hidrazida foram realizados no
laboratdrio de pesquisa do Prof®. Dr. Sérgio de Albuquerque na Universidade de Sao Paulo
(USP) em colaboragio com a Profa. Dra. Carla D. Lopes. Enquanto os complexos de Cu'' e os
ligantes iminopiridinicos e 4-metilfenilterpiridina foram avaliados no Instituto de Biotecnologia
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob supervisao da Profa. Dra. Thaise Gongalves
Araujo. Para avaliar os efeitos antitumorais dos ligantes e complexos foi utilizado o teste MTT
(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium). O principio deste método
descrito por Mosman consiste em medir a viabilidade celular pela atividade enzimatica de
oxirredutases das células vivas. Para o teste, 1,0 x 10° células de cAncer de mama das linhagens
MDA-MB231 e MCF-7 foram semeadas em microplacas de 96 pogos. Apds 24 horas, os
ligantes e complexos (250 a 0,024 pmol-L™!) ou cisplatina (nas mesmas concentra¢des) foram
adicionados sob a monocamada de células e incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO», por
24 ou 48 horas. Ao final do periodo de incubagdo, foram adicionados aos pocos de cultivo
celular 10 pL de MTT (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO) na concentragio de 2 mg-mL" e
apos 3 horas de incubacgao, foi acrescentado a solug¢ao 50 uLL de DMSO para dissolver os cristais

de azul de formazana. A absorbancia (A) foi determinada em 570 nm usando espectrofotometro
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de microplaca Stat Fax 2100 (Awareness Technology, Palm City, FL, USA). A porcentagem
de viabilidade celular foi determinada a partir da equagdo abaixo:
Viabilidade celular (%) = (A do tratamento) / (A do controle negativo) x 100
O valor de ICso (concentragio (umol-L™") que inibe 50% o crescimento celular) foi
determinado por meio da curva dose resposta utilizando o programa estatistico GraphPad Prism

5 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3.3.2 Interacio com ct-ADN via absorc¢io UV-visivel

Os estudos de interacdo com ADN foram realizados no grupo de pesquisa do Prof°. Dr.
Adelino V.G. Nettono Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista (UNESP) em
colaboracao com a Prof®. Dra. Maricte B. Moreira.

Foi preparada uma solucao estoque de ct-ADN (calf thymus DNA) em solugdo tampao
Tris-HCI 1,010~ mol-L~!/ 10,0x10~ mol-L~! NaCl (pH = 7,2). A pureza do ct-ADN foi
verificada por meio de medidas de UV-vis através da razdo das absorbancias de 260 nm e
280 nm (A260nm/A280nm), @ qual foi observada préoximo ao valor descrito na literatura de 1,89, o
que indicou que o ADN esta livre de proteina (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

A concentracdo da solugdo ct-DNA foi determinada espectrofotometricamente usando
a Lei de Lambert Beer (&260nm = 6600 mol™' L cm™) sendo 1,21x10~* mol-L~!. Os complexos
metalicos foram preparados em concentragdes fixas de 3,0x107°, 4,0x10° e 2,5x107
mol-L-!//DMSO, posteriormente foram titulados com aliquotas da solugio estoque de ct-ADN
em uma faixa de concentracdio de 5,76x107°—4,98x10~> mol-L".

O valor da constante de ligagdo (Kp) para a interacdo entre o DNA e os complexos

metalicos foram obtidos por meio da equacao de Benesi-Hildebrand:
A & 1
= X
(A—4) (ep-c—&) Kyp[DNA]

onde A e Ao sdo as absorbancias do complexo livre e do aduto complexo-DNA respectivamente.

&c € Ep_c sao os coeficientes de absor¢cao do complexo livre e do aduto complexo-DNA, Ky é

a constante de ligacao.

3.3.3 Interaciao com ct-ADN por dicroismo celular

Os espectros de dicroismo circular do ct-ADN na presenca dos complexos metalicos

foram obtidos em um espectropolarimetro Jasco, modelo J 815, na regido entre 216 — 300 nm,



48

com velocidade de varredura de 100 nm/min e 8 acumulagdes. A solucdo estoque de ct-ADN
foi preparada em solugio tampao Tris-HCI 1,0x10~* mol L'/ 10,0x10~* mol L' NaCl (pH =
7,2) em concentragdo fixa de 7,09x10~ mol L-!. Aliquotas crescentes na concentragio
1,0x10~ mol L' dos complexos de niquel(II) foram adicionadas ao ct-ADN de modo que as
razdes molares (r) foram 0,04; 0,07 e 0,1. Para os complexos de cobre(Il) aliquotas crescentes
foram adicionadas em concentracdo de 1,0 x 10~ mol. L~! de modo que as razdes molares (1)

foram 0,02; 0,05 e 0,09. r = [Complexo]/[ADN].

3.3.4 Interacdo com ADN por Fluorescéncia

Nos experimentos de deslocamento de fluorescéncia Hoechst 33.258, 3mL de uma
solugdo 20 x 1078 mol L' ADN e 2 x 10°® mol L~! Hoechst 33.258 (em tampdo Tris-HCI
10 x 103 mol L~! /NaCl 100 x 10~ mol L~!, pH = 7,2) foram tituladas com aliquotas sucessivas
de solugdes dos compostos de Nil' coordenados a fenantrolina e B-dicetona (0 — 1,20 x 107> mol
L. Os espectros de emissdo foram registrados na faixa de 358 — 660 nm (Aex = 338 nm),
usando um espectrofluorofotometro Horiba Jobin Yvon modelo Fluorolog-3 FL3-122. As

amostras foram incubadas por 5 min a 298 K.

3.3.5 Estudos de interacdo com ADN por Docagem Molecular

Os dados de docagem molecular foram obtidos em colabora¢do com o professor Dr.
Ronaldo J. De Oliveira da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), apenas para os
compostos de Ni'". A melhor resolugio dos dados cristalograficos de raios X do ct-ADN foram
baixados do Protein Data Bank (PDB, codigo: 1BNA). Todas as moléculas de dgua foram
removidas e, na etapa final, &tomos de hidrogénio foram adicionados a uma molécula receptora
antes de iniciar o processo de docagem. As simula¢des de docagem molecular foram realizadas
com o software GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) suit versdo 5.5. As
estruturas binarias ct-ADN / Ni'! tiveram a energia otimizada pelo Software MOPAC2016TM
(http://openmopac.net/) com método semi-empirico PM7 (STEWART, 2013). A partir das
estruturas otimizadas, as simulagdes semi-empiricas foram realizadas, afim de calcular a
entalpia de interacdo entre as estruturas binarias ct-ADN e Ni'' (AHix) de acordo com a equacio
abaixo, como descrito anteriormente (GONCALVES et al., 2017)

AHine = AHg — (AHapn + AHNi™)
onde AHg, AHapn € AHni" sdo as entalpias de formacdo das estruturas binrias (complexos ct-

ADN / Ni'Y), ct-ADN e complexos de Ni'', respectivamente.
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3.3.6 Estudos de Clivagem por eletroforese em gel de agarose.

Os estudos de clivagem do ADN foram feitos no grupo de pesquisa do Prof®. Dr. Robson
J. De Oliveira Junior na Universidade Federal de Uberlandia (UFU). O plasmideo siSTRIKE
™ U6 Hairpin Cloning System - hMGFP utilizado nos estudos com sitio tnico de restrigao a
enzima Nhel na posi¢ao do nucleotideo 1654 foi obtido pela Promega. As misturas reacionais
(volume total de 20 pL) foram preparadas a partir da adicdo de 30 ng / pL de plasmideo,
posteriormente o complexo de Ni'' em diferentes concentragdes (30 umol-L~" e 120 p pmol-L™1),
em tampdo PBS 1X com ou sem H,05 (15 mmol-L™") e dimetilsulféxido (DMSO 0,05%). Em
seguida, as reagdes foram incubadas a 37 °C por 12 h e finalizadas pela adi¢io de 10 pmol-L!
de tampao (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de cianol de xileno, 30% de glicerol, 10
mmol-L™' de EDTA). As rea¢des foram aplicadas em gel de agarose 0,8% contendo brometo
de etidio (10 pg-mL") em tampdo TBE (Tris-borato 90 mmol-L~!, pH 8,0, EDTA 20 mmol-L™")
e submetidas a eletroforese a 80 V por 3 h e fotografado sob luz ultravioleta. A quantificagdo

dos produtos de clivagem foi realizada pelo software Image J 1.52a.

3.3.7 Detecgao de apoptose por citometria de fluxo

O teste de apoptose foi realizado no laboratério de pesquisa do Prof®. Dr. Sérgio de
Albuquerque na Universidade de Sao Paulo (USP) em colaboracdo com a Profa. Dra. Carla D.
Lopes. Para avaliar os eventos de apoptose, 5,0 x 10° células de cancer de mama da linhagem
MCF-7 foram semeadas em placas de 12 pogos. Apds 24 h de incubagdo, as placas foram
tratadas com os complexos de niquel (10 pmol-L") ou cisplatina (10 pmol-L™") como controle
positivo de indu¢do de apoptose por 48 h. Em seguida, as células foram tripsinizadas, lavadas
com PBS gelado e ressuspensas em tampao, de acordo com as instrugdes do kit. As células
foram entdo incubadas com anexina V conjugada ao FITC (Isotiocianato de fluoresceina) na
proporcao (1:100) por mais 15 min, conforme recomendado pelo kit de deteccao de apoptose
de anexina FITC (BD Pharmigen ™). Imediatamente, o iodeto de propidio (1 pg-mL™") foi
adicionado antes da analise do citdmetro de fluxo BD FACSCANTO ™, A excita¢ao / emissao
usada para a anexina V conjugada com FITC foi de 494/518 nm, enquanto para o iodeto de
propidio, a excitagdo foi de 585/617 nm. Foram contados 10.000 eventos por amostra e a
fluorescéncia emitida por cada corante foi quantificada no software BD FACSDiva (BD

Bioscience).
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3.3.8 Ensaio de Migraciao Celular — Método Wound Healing

O ensaio de migracdo celular foi realizado no laboratorio de pesquisa do Prof®. Dr.
Sérgio de Albuquerque na Universidade de Sao Paulo (USP) em colaboracdo com a Profa. Dra.
Carla D. Lopes utilizando o método Wound Healing. As linhagens de cancer de mama MCF-7
e MDA-MB-231 foram distribuidas em placas de 24 pogos (1x10° céls'-mL~!) mantidas na
estufa com 5% de CO> até obter 100% de confluéncia. Com o auxilio de uma ponteira de
micropipeta foram realizados riscos nas placas, com 3 lavagens usando o meio de cultura para
a remocdo das células que se soltaram. Os trés compostos de Cu'! com hidrazida e N-doadores
foram testados nas concentragdes 5 € 10 pmol-L~! para a MCF-7 e 5 umol-L~! para a linhagem
MDA-MB-231. A substancia utilizada como controle foi a cisplatina nas concentracoes 1, 5 e
30 pmol-L~! para ambas as linhagens. As substancias de interesse foram adicionadas e as
imagens dos riscos foram obtidas no tempo 0, 24 e 48 horas. Com o auxilio do software Image
J foi possivel medir a area do risco nos diferentes tratamentos e tempos e sua porcentagem foi
calculada com a seguinte féormula:

% fechamento da risca= (Awon— At=an) x 100

At=0n

Onde At-on € a area no tempo inicial e Aan € a drea ap0s o intervalo de tempo de incubagao.

3.4. Sintese das Iminopiridinas

Os reagentes utilizados na sintese dos ligantes iminopiridinicos foram disponibilizados
pelo prof® Dr. André Luis Bogado da Universidade Federal de Uberlandia (ICENP/UFU). A
partir das anilinas orto/para substituidas, Figura 39, as rotas sintéticas foram testadas na
presenca e auséncia do catalisador e entdo empregadas de acordo com a literatura (RAMOS et

al., 2019).
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Figura 39- Esquema reacional dos ligantes iminopiridinicos com os substituintes nas posi¢des

orto/para da anilina.

R, X
X H,N | _
N
=z o+ — | ® 4 mo
N N
4 Ry R, j@\
Ry R;
LIGANTE R, R;
4-cloro-N-(piridina-2-metileno)anilina (Clmp) H Cl
2,6-dietil-N-(piridina-2-metileno)anilina (diemp) CH,CH; H
2,6-diisopropil-N-(piridina-2-metileno)anilina (diipmp) CH(CH3), H
4-metil-N-(piridina-2-metileno)anilina (memp) H CH;

Fonte: A autora.

4-cloro-N-(piridina-2-metileno)anilina, Clmp: A sintese do ligante Clmp foi reproduzida
conforme relatado na literatura (RAMOS et al., 2019). Em um baldo reacional 5 mmol de 2-
piridinocarboxialdeido foram dissolvidos em 5 mL de éter dietilico e deixado em agitagdo com
10% em mol do acido p-toluenosulfonico (0,5 mmol), entdo a 4-cloroanilina (5 mmol)
dissolvida em 15 ml de éter dietilico foi adicionada na mistura. A solu¢do resultante ficou sob
agitacdo por 2 horas quando uma mudanga na colora¢do da solu¢do de bege para amarelo foi
observada. O produto foi levado ao rotaevaporador (T =40°C) e apds evaporagao do solvente,
foi adicionado hexano e deixado em temperatura abaixo de zero até obtengdo do sélido
cristalino. O produto final foi filtrado, lavado com éter e seco sob pressdo reduzida.
Rendimento: 36% (0,39 g). Cor: Amarelo. MM (g mol'): 216,66. RMN 'H (400 MHz; CDCI;)
8 (ppm): 8,74 (d, 1H, 3Ju.n 5,1 Hz), 8,60 (s, 1H), 8,21 (d, 1H, *Ju.n 7,4 Hz), 7,85 (t, 1H), 7,40
(m, 3H), 7,25 (s, 2H). IV (ATR), v (cm™): 3331, 3298, 3196, 3064, 3050, 3003, 2934, 2918,
1624, 1587, 1566, 1478, 1463, 1434, 1405, 1349, 1090, 1006, 991, 967, 833, 773, 736, 697,
540, 427, 406, 362, 328, 310, 261, 252. UV-Vis (ACN), Amax (nm/ L mol™! em™): 323 (7,1 x
10%), 282 (1,3 x 10%), 232 (1,3 x 10%).

2,6-dietil-V-(piridina-2-metileno)anilina, diemp: Foram solubilizados 5 mmol de 2-
piridinocarboxialdeido em 8 mL de diclorometano e deixado em agitacdo durante 5 min. Em
seguida, 5 mmol da 2,6-dietilanilina em diclorometano foi adicionada gota-a-gota na mistura
reacional. A solucdo resultante foi mantida em agitagao por 24 horas. O produto foi levado ao

rotaecvaporador (T = 40°C) e apos evaporagao do solvente por vacuo, foi adicionado hexano e
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deixado em temperatura abaixo de zero, até obtenc¢ao do sélido cristalino. O produto final foi
filtrado, lavado com éter e seco sob pressao reduzida. Rendimento: 68% (0,81 g). Cor: Amarelo.
MM (g mol™'): 238,33. RMN 'H (400 MHz; CDCl3) & (ppm): 8,75 (m, 1H, *Ji.u 4,8 Hz), 8,36
(s, 1H), 8,30 (dt, 1 H, Jun 8,0 Hz), 7,87 (m, 1H), 7,44 (m, 1H, *Jy.n 1,3 Hz), 7,11 (m, 3H), 2,54
(q, 4H), 1,17 (t, 6H). IV (ATR), v (cm™): 3057, 2965, 2931, 2870, 1640, 1584, 1565, 1467,
1454, 1435, 1375, 1354, 1294, 1256, 1188, 1146, 1099, 1088, 1061, 1040, 992, 874, 773, 753,
745, 703, 617, 563, 407, 357, 324, 250. UV-Vis (ACN), Amax (nm/ L mol™' cm™): 364 (3.8 x
10%), 275 (1,3 x10%).

2,6-diisopropil-N-(piridina-2-metileno)anilina, diipmp: O ligante diipmp foi cedido pelo
professor Dr. André Luis Bogado (RAMOS et al., 2019).

4-metil-NV-(piridina-2-metileno)anilina, memp: Mesmo procedimento do ligante Clmp
(RAMOS et al., 2019). Rendimento: 84% (0,83 g). Cor: Amarelo. MM (g mol'): 196,25. RMN
'H (400 MHz; CDCl3) & (ppm): 8,73 (m, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,22 (d, 1H, *Ju.u 7,9 Hz), 7,83 (,
m, 1H), 7,39 (m, 1H, *Ju.n 1,4 Hz), 7,25 (s, 4H), 2,41 (s, 3H). IV (ATR), v (cm™'): 3052, 3006,
2986, 2916, 2856, 1626, 1601, 1583, 1567, 1504, 1464, 1439, 1350, 1200, 1148, 1042, 991,
977, 884, 823, 785, 772, 765, 741, 712, 616, 541, 522, 498, 460, 405, 383, 345, 301, 256. UV-
Vis (ACN), Amax (nm/ L mol™! em™): 333 (6,2 x 10°), 283 (9,7 x 10°), 234 (1,1 x 10%).

3.5. Sintese dos Complexos

3.5.1 Complexos de Ni'' coordenados a B-dicetonas e fenantrolina

As sinteses dos complexos sao relatadas como se segue e conforme o esquema da Figura
40: 0,5 mmol (0,1425 g) do ligante B-dicetona (4,4,4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona (bta),
4-clorofenil-4,4,4-trifluoro-1,3-butanodiona  (bte) ou  4,4,4-trifluoro-1-  (2-furil)-1,3-
butanodiona (btf)) foi adicionado a 0,5 mmol (0,1454 g) do sal Ni(NO3)>:6H>O previamente
solubilizado em acetonitrila (2 mL). A reagdo ficou em agitacdo durante 30 min quando 0,5
mmol (0,0901 g) de fenantrolina (fen) previamente dissolvida em acetonitrila (I mL) foi
adicionada gota a gota. A mistura resultante foi agitada por 24 h quando o produto final foi

removido por filtragdo, lavado com acetonitrila e seco sob pressao reduzida.
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Figura 40- Esquema reacional para obtengdo dos complexos de Ni'l,

1-0,0
Ni(NO,),.6H,0 2-fen
ACN

Complexo I - [Ni(#*>-NOs)(bta)(fen)]: MM (g mol™'): 516,05. Rendimento: 62%. Anélise
elementar para NiC22H14F3N3Os: C, 51,20; H, 2,73; N, 8,14%; Encontrado: C, 51,26; H, 2,69;
N, 8,33%. (+)-HRESIMS (acetonitrila), m/z: 453,0355 [M-NOs]" (calc. para NiC2HisF3N2O»,
453,0356 (A-0,22 ppm)). IV (ATR), v (cm™1): 3226, 3193, 3157, 3072, 3029, 3007, 2970, 1623,
1613, 1596, 1576, 1537, 1518, 1488, 1464, 1426, 1316, 1278, 1181, 1127, 1079, 1025, 849,
808, 763, 724, 707, 646, 583, 526, 505, 445, 427, 396, 298, 270, 255. UV-Vis (acetonitrila),
Amax (€): 338 (2,13 x 10*M ' em™), 291 (2,30 x 10* M~' cm™), 268 (5,14 x 10* M em™), 224
(5,80 x 10* M em™). AM(ACN)=141,3 S cm? mol .

Complexo II - [Ni(#*NOs)(btc)(fen)]: MM (g mol™'): 550,50. Rendimento: 62%. Anélise
elementar para NiCH3CIF3N3Os: C, 48,00; H, 2,38; N, 7,63%; Encontrado: C, 48,43; H,
2,32; N, 7,79%. (+)-HRESIMS (acetonitrila), m/z: 486,9967 [M-NOs]" (calc. para
NiC22H14CIF3N202, 486,9966 (A 0,20 ppm)). IV (ATR), v (cm™): 3326, 3103, 3128, 3089,
3076, 3031, 2971, 2942, 1614, 1590, 1715, 1566, 1538, 1518, 1461, 1424, 1291, 1280, 1252,
1225, 1182, 1148, 1129, 1089, 1066, 1025, 1014, 849, 784, 737, 723, 669, 647, 575, 486, 444,
429, 301, 268, 255, 242. UV-Vis (ACN), Amax (g): 340 (2,1 x 10* M' ecm™), 291
(2,3 x 10* M1 em™), 269 (5,1 x 10* M ecm™), 223 (5,6 x 10* M! em™). Am (acetonitrila),) =
133.9 S cm? mol ™.

Complexo III - [Ni(7>-NOs)(btf)(fen)]: MM (g mol™'): 506,01. Rendimento: 70%. Analise
elementar para NiC0H12F3N3Og: C, 47,47; H, 2,39; N, 8,30%; Encontrado: C, 47,17; H, 2,13;
N, 8,20%. (+)-HRESIMS (acetonitrila), m/z: 443,0148 [M-NO3]" (calc. para NiC20H13F3N>0s3,
443,0148). IV (ATR), v (cm™): 3155, 3144, 3125, 3067, 1606, 1581, 1537, 1515, 1488, 1437,
1427, 1391, 1317, 1286, 1261, 1240, 1187, 1140, 1123, 1087, 1074, 1025, 954, 913, 886, 724,
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684, 645, 595, 586, 428, 406, 353, 297, 263, 247, 226. UV-Vis (ACN), Amax (€): 355 (2,47 x
10* M em), 342 (2,57 x 10* M! em!), 290 (2,6 x 10* M! cm™), 269
(4,46 x 10* M em™), 224 (5,2 x 10* M ! em™). Am (acetonitrila),) = 133,7 S cm? mol .

3.5.2 Complexos de Cu'' coordenados a hidrazida e N-doadores

Complexo IV — [Cu(bth)(fen)](NO3)2:3H20: Uma suspensdao 0,5 mmol do ligante bth foi
adicionada em 0,5 mmol de nitrato de cobre (II) formando um precipitado verde claro. Apos 24
h em agita¢do, uma solucdo metanolica 0,5 mmol de fenantrolina foi adicionada lentamente ao
baldo da reacdo. Apds 48 h de agitagdo, o precipitado verde formado foi filtrado, lavado com
metanol e éter e seco sob pressdo reduzida. MM (g mol™'): 668,09. Rendimento: 65%. Anélise
elementar para CuC24H24NsO11S: C, 43,15; H, 3,62; N, 12,58%; Encontrado: C, 43,45; H, 3,54;
N, 12,43%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 488,0346 [M-2NOs-H]" (calc. para
CuC24H2uN6O118S, 488,0368). IV (ATR), v (cm™1): 3537, 3410, 3161, 3094, 3062, 1647, 1607,
1583, 1566, 1524, 1490, 1467, 1432, 1396, 1315, 1302, 1218, 1184, 1108, 1041, 1034, 1008,
972, 875, 849, 821, 794, 767, 719, 689, 567, 554, 489, 434, 403, 355, 332, 303, 265, 249. UV-
Vis (ACN e DMSO), Amax (€): 345 (3,7 x 10* M em™), 296 (3,9 x 10* M! cm™), 270
(7,6 x 10* M em™), 654 (65 M! em™). Am (metanol) =172,9 S cm? mol .

Complexo V — [Cu(bth)(dmb)](NO3)2: Mesmo procedimento do complexo IV. MM (g mol™):
650,07. Rendimento: 70%. Andlise elementar para CuCa4H22NsO10S: C, 44,34; H, 3,41; N,
12,93%; Encontrado: C, 44,42; H, 3,33; N, 12,51%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 524,0555
[M-2NOs-H]" (calc. para CuC24H22N¢O10S, 524,0575). IV (ATR), v (ecm™'): 3133, 3075, 3030,
2852, 1650, 1621, 1612, 1586, 1573, 1532, 1501, 1471, 1439, 1409, 1395, 1331, 1317, 1299,
1260, 1232, 1197, 1175, 1106, 1048, 1040, 1027, 1009, 973, 921, 879, 872, 850, 837, 821, 794,
741, 691, 533, 491, 479, 433, 404, 358, 332. UV-Vis (ACN e DMSO), Amax (g): 345
(4,4 x 10*M "' cm™), 298 (5,3 x 10* M em™), 287 (5,6 x 10* M~' cm™), 248 (5,3 x 10* M™!
em™), 653 (65 M! em™). Am (metanol) = 166,2 S cm? mol ™.

Complexo VI — [Cu(bth)(tpy)](NO3)2: Duas rotas sintéticas foram utilizadas na sintese do
composto, Figura 41, para obtengao do produto com maior rendimento e pureza como relatado

a seguir.



55

Método 1 [Cu(bth)(tpy)](NO3)2: 1,5H20: 0,5 mmol do ligante bth solubilizado em metanol foi
adicionado no baldo contendo uma solucdo metanolica 0,5 mmol do complexo
[Cu(tpy)(NO3)2]-H2O previamente sintetizado. A sintese ficou sob agitacdo durante 2 h em
temperatura abaixo de zero. O precipitado verde formado foi filtrado, lavado com metanol e
éter e seco sob pressio reduzida. Rendimento: 61%. MM (g mol!): 703,13. Analise elementar
para CuC7H25N7010S: C, 46,12; H, 3,58; N, 13,94%; Encontrado: C, 46,66; H, 3,52; N,
13,84%. IV (ATR), v (cm™"): 3440, 3078, 1586, 1515, 1476, 1448, 1392, 1365, 1333, 1297,
1251, 1082, 1040, 1023, 926, 879, 775, 732, 649, 437, 417, 378, 278, 252, 237, 223. UV-Vis
(ACN e DMSO), Amax (€): 339 (6,9 x 10* M! em™), 327 (6,3 x 10* M! em™), 302
(3,6 x 10* M! ecm™), 286 (53 x 10* M! ecm™), 276 (4,6 x 10* M! ecm™), 266
(4,2 x 10* M! em™), 253 (4,4 x 10* M! cm™), 686 (74 M! em™!). Am (acetonitrila) =
2247 S cm? mol™.

Método 2 [Cu(bth)(tpy)](NO3)2: 0,5 mmol do sal de cobre Cu(NO3)2:3H>0 em metanol foi
adicionado no baldo com 0,5 mmol de terpiridina e deixado sob agitacdo. Em seguida, na
mesma propor¢do estequiométrica 0,5 mmol do ligante bth em suspensdo de metanol foi
adicionado gota-a-gota durante um periodo de 2 h. Apods 48 h de agitagdo o precipitado verde
formado foi filtrado, lavado com metanol e éter e seco sob pressao reduzida. Rendimento: 42%.
MM (g mol™'): 667,10. Andlise elementar para CuC27H25sN7010S: C, 48,61; H, 3,17; N, 14,70%;
Encontrado: C, 48,21; H, 2,87; N, 13,91%.

Figura 41- Rotas sintéticas utilizadas na obtengdo do composto [Cu(bth)(tpy)](NO3)..

ROTA 1: 2+ ROTA 2:
. tpy (MeOH
bth + [Cu(tpy)(NO3),[H,0 | _MecOH/T<0C 4% | Cu(NO;),.3H,0 +  bth

3.53 Complexos de Cu'" coordenados a  iminopiridinas e
4-metilfenilterpiridina

Complexo VII — [Cu(Clmp)2(NO3)2]-2H20: O procedimento experimental descrito para o
complexo VII ¢ o mesmo empregado na sintese dos complexos VII — X como representado na

Figura 42. Em um baldo 0,25 mmol do ligante Clmp (0,049 g) foi solubilizado em 10 mL de



56

diclorometano e deixado em agitacdo. Posteriormente, uma solucdo etanolica 0,25 mmol
(0,0302 g) do sal de cobre Cu(NO3)2-3H>0 foi preparada e adicionada gota-a-gota sob o ligante
em agitacdo. Apos 15 h de agitacdo, a solugdo foi retirada e todo o solvente foi removido a
vacuo. O pd de cor verde cristalino foi obtido com adi¢do de éter ao baldo, entao foi filtrado,
lavado com diclometano e etanol e seco a vicuo. MM (g mol'): 656,92. Rendimento: 98%.
Analise elementar para CuC24H22ClbNsOs: C, 43,88; H, 3,88; N, 12,79%; Encontrado: C, 43,66;
H, 2,90; N, 12,41%. (+)-HRESIMS (metanol), m/z: 595,2853 [M-2NOs]" (calc. para
CuC24H2CLNgOs, 595,2857). IV (ATR), v (cm™1): 3478, 3092, 3066, 3032, 1596, 1487, 1383,
1325, 1309, 1296, 1235, 1204, 1156, 1089, 1057, 1026, 1011, 909, 839, 823, 780, 702, 650,
562, 541, 524, 491, 413, 382, 323, 302, 264, 253, 246, 237, 233. UV-Vis (ACN), Amax (€): 325
(1,2 x 10* M em™), 290 (1,7 x 10* M em™), 239 (3,1 x 10* M ecm™), 662, 691
(92,0 M ! cm™). Am (metanol) = 179,79 S cm? mol .

Figura 42- Esquema reacional para obtengdo dos complexos de Cu' coordenados as

Iminopiridinas.
R;
/ \ ONO, g,
R
/N////// !
g, it N,
2 NN + Cu(NO3),. 3H,0 CH,Cl, [ MeOH - /"Cu ------ AN
T=28°C/15h =N \N/
Rl
R, ONO, N\ /
R;
Complexo Ry R,
v H cl
VIl CH(CHy), H
X CH,CH; H
X H CH,

Complexo VIII — [Cu(diipmp)>(NOs)2]-H.0: MM (g mol!): 738,33. Rendimento: 88%.
Andlise elementar para CuCssHasNsO7: C, 58,56; H, 6,28; N, 11,38%; Encontrado: C, 58,78;
H, 5,92; N, 11,31%. IV (ATR), v (cm™): 3438, 3102, 3066, 3033, 2965, 2870, 1634, 1600,
1462, 1447, 1388, 1329, 1282, 1228, 1178, 1110, 1028, 909, 801, 777, 759, 657, 572, 543, 501,
473, 428, 315, 281, 277, 253, 245, 236, 232. UV-Vis (ACN), Amax (g): 336
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(1,7 x 10° M' em™), 278 (1,0 x 10* M em™), 684, 735 (131,0 M~ cm™). Am (metanol) =
136,37 S cm? mol ™.

Complexo IX — [Cu(diemp)2(NO3)2]-2H20: MM (g mol '): 700,24. Rendimento: 77%. Anélise
elementar para CuCs2H40NgOs: C, 54,89; H, 5,76; N, 12,00%; Encontrado: C, 55,28; H, 5,52;
N, 12,21%. IV (ATR), v (cm™'): 3452, 3075, 3030, 2970, 2936, 2878, 1635, 1599, 1572, 1454,
1327, 1276, 1225, 1179, 1160, 1109, 1057, 1027, 909, 868, 812, 772, 655, 504, 428, 380, 309,
253, 248, 246, 237, 224. UV-Vis (ACN), Amax (g): 333 (4,5 x 10° M cm™'), 285
(1,7 x 10* M em™), 690, 736 (179,0 M ! cm™!). Am (metanol) = 155,87 S cm? mol .

Complexo X — [Cu(memp)2(NOs)2]: MM (g mol™'): 580,05. Rendimento: 88%. Anélise
elementar para CuCasH24N¢Os: C, 53,84; H, 4,17; N, 14,49%; Encontrado: C, 54,34; H, 4,30;
N, 14,35. IV (ATR), v (cm™!): 3646, 3388, 3053, 3031, 2956, 2927, 1633, 1598, 1571, 1506,
1444, 1506, 1445, 1331, 1280, 1232, 1201, 1109, 1021, 910, 817, 785, 710, 654, 645, 556, 547,
524, 510, 473, 424, 415, 349, 310. UV-Vis (ACN), Amax (£): 329 (1,8 x 10* M cm™), 289
(2,3 x 10* M em™), 716, 696 (91,0 M! cm ™). Am (metanol) = 229,66 S cm? mol .

Complexo XI — [Cu(Clmp)(mftpy)](PFe)2: A rota sintética utilizada para obter o composto XI
¢ semelhante para os compostos XII e XIII conforme descrito a seguir e representado na Figura
43. 0,25 mmol do sal de cobre Cu(NO3)2-:3H>0 foi adicionado ao baldo contendo 0,25 mmol
(0,081 g) do ligante 4-metilfenilterpiridina (mftpy) em metanol. Ap6s 30 min em agitagdo 0,25
mmol do ligante Clmp foi adicionado a solugdo que mudou de coloragdo azul para verde. A
mistura reacional ficou em agitacdo por 24 h e apds esse periodo quase todo o solvente foi
removido a vacuo. Entdo, uma solugdo aquosa 0,5 mmol de NH4PFs foi adicionada ao baldo,
formando um precipitado verde que foi filtrado, lavado com agua, metanol e éter e deixado para
secar a vacuo. Posteriormente, o composto foi purificado em agua, filtrado e seco a vacuo. MM
(g mol™): 893,53. Rendimento: 90%. Analise elementar para CuCssH26CIF12NsP2: C, 45,70; H,
2,93; N, 7,84%; Encontrado: C, 45,80; H, 2,73; N, 7,90. IV (ATR), v (cm™'): 3102, 3038, 2971,
2921, 2861, 1620, 1605, 1558, 1490, 1478, 1447, 1432, 1406, 1369, 1315, 1249, 1197, 1167,
1098, 827, 815, 790, 772, 743, 728, 659, 555, 503, 473, 441, 412. UV-Vis (ACN), Amax (€): 326
(2,3 x 10* M em™), 286 (3,1 x 10* M ecm™), 230 (4,4 x 10* M! cm™), 617, 616
(46,4 M! cm™). Am (acetonitrila) = 281,75 S cm? mol ..
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Figura 43- Esquema reacional para obtengdo dos complexos de Cu'".

CH,

MeOH/ T =28°C/24 h
mftpy + Cu(NOs),. 3H,0 + N,N 2PFq

NH,PF¢ (H,0)

Complexo R, R;
XI H Cl
XII CH,CHj, H
XIII H CH;

Complexo XII — [Cu(diemp)(mftpy)](PFs)2: MM (g mol '): 915,19. Rendimento: 60%. Analise
elementar para CuCssH3sF12NsP2: C, 50,20; H, 3,22; N, 7,70%; Encontrado: C, 49,85; H, 3,99;
N, 7,72. IV (ATR), v (cm™!): 3086, 2971, 2934, 2876, 1603, 1573, 1556, 1476, 1452, 1429,
1404, 1367, 1312, 1249, 1166, 1113, 1097, 1057, 1032, 1021, 827, 789, 555, 502, 425, 414.
UV-Vis (ACN), Amax (¢): 327 (2,1 x 10* M! em™), 285 (3,0 x 10* M! ecm™), 229
(4,6 x 10* M ecm™), 638, 625 (33,0 M! cm™!). Am (acetonitrila) = 304,55 S cm? mol .

Complexo XIII — [Cu(memp)(mftpy)](PFs)2: MM (g mol™): 915,18. Rendimento: 75%.
Andlise elementar para CuCsgH3zsF12NsPa: C, 48,15; H, 3,35; N, 8,02%; Encontrado: C, 48,20;
H, 3,31; N, 8,06. IV (ATR), v (cm™): 3126, 3096, 3034, 2922, 2865, 1605, 1573, 1558, 1508,
1479, 1447, 1432, 1406, 1369, 1250, 1198, 1164, 1100, 1058, 1022, 818, 788, 765, 744, 728,
691, 691, 658, 648, 555, 503, 471, 428, 415. UV-Vis (ACN), Amax (€): 329
(2,9 x 10* M em™), 287 (3,4 x 10* M! ecm™), 228 (4,9 x 10* M! cm™), 611, 612
(45,0 M' cm™). Awm (acetonitrila) = 298,38 S cm? mol ™.
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4. Resultados e Discussao

Neste trabalho trés diferentes séries de compostos de Cu'' e Ni' foram obtidas a partir
de diferentes rotas sintéticas, as estruturas elucidadas e sua atividade bioldgica avaliada em
células tumorais de mama. Assim, para uma melhor discussdo, nesta secao os resultados de
caracterizagdo ¢ estudos bioldgicos foram separados de acordo com a classe de ligantes: -

dicetonas, hidrazidas e iminopiridinas.

4.1. Complexos de Ni'' coordenados a B-dicetonas e fenantrolina

Trés novos complexos de Ni' contendo B-dicetonas e 1,10-fenantrolina (fen) como
ligantes foram preparados a partir do sal de niquel nitrato de niquel (II) hexahidratado
(Ni(NO3)2.6H20) e dos ligantes quelantes em propor¢dao equimolar, ambos solubilizados em
acetonitrila a temperatura ambiente. Os compostos obtidos foram caracterizados por analise
elementar (CHN), IV, UV-Vis, reflectancia difusa, espectrometria com ionizagdo por
eletrospray de alta resolugao (HRESIMS), RPE e medidas magnéticas e de condutividade. Além
disso, a estrutura cristalina do complexo II também foi determinada. Todos os complexos de
Ni'l isolados sdo s6lidos azuis, soliveis em DMSO ou acetonitrila, em que as B-dicetonas (O,0),
o ion nitrato (O,0) e a fenantrolina (fen) atuam como ligantes bidentados, formando complexos
de formula geral [Ni(n?-NOs)(0,0)(fen)] como representado na Figura 44.

Figura 44- Estrutura proposta dos complexos de formula [Ni(n>-NOs3)(0,0)(fen)].
@ (L)) (I1m

O\N/ O\N/ O\N/
N//////1,, 1\‘1 ‘u\\\\\\\\o\ N// iy, | \\\\\\\\\Ox | \\\\\\\\O\
i ‘Nitl
\O \O Nl\ 3
' \0\\ \O\ 7 O\ O

F;C F;C

4.1.1 Analise Elementar e Condutimétrica

Os valores calculados de CHN das estruturas propostas para os complexos de Ni'' estdo
em acordo com os dados experimentais, apresentados na Tabela 5, ¢ possivel inferir que os

compostos estdo puros, uma vez que os desvios foram menores que +0,5%.
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Tabela 5- Valores calculados e experimentais de CHN dos complexos de Ni'.

CompleXOS %Cealc. %Cexp. %H calc. %Hexp. %N calc. %Nexp.

I 51,10 51,26 2,92 2,69 8,13 8,33
II 4791 48,43 2,56 2,32 7.62 7,79
I 47,38 47,17 2,58 2,13 8,29 8,20

Fonte: Dados de pesquisa.

Os valores de condutividade dos complexos de Ni'l foram obtidos a partir de solugdes
11073 M em acetonitrila e foram comparados com os trabalhos de Geary (GEARY, 1971) e
Velho (VELHO, 2006) apresentados na Tabela 5.

Tabela 6- Parametros de condutividade molar para diferentes tipos de eletrélito proposto por

Geary e Velho.
Solvente Eletrolito Faixa proposta por Geary Faixa proposta por Velho
(S cm? mol ™) (S cm?mol ™)
Acetonitrila 1:1 100-160 57-204
Acetonitrila 2:1 220-300 162-345
Dimetilsulféxido 1:1 50-70 20-62
Dimetilsulféxido 2:1 - 54-110

Fonte: (GEARY, 1971; VELHO, 2006)

Os valores encontrados para os compostos, Tabela 7, sdo maiores que
133,7 S cm? mol ! e estdo de acordo com os dados propostos na literatura para complexos em
solucdao que sdo classificados como eletrolitos 1:1. Este comportamento pode ser justificado
pela presenca da B-dicetona desprotonada, que mesmo em solu¢do permanece coordenada ao
centro metalico, bem como ao anion nitrato (NOs3 ) que em solugdo se encontra na forma livre,
o que leva a formagio de ions complexos de formula geral [Ni(O,0)(fen)]*. Adicionalmente,
foram realizados testes de estabilidade dos complexos em solugdo de dimetilsulfoxido (DMSO)
durante um periodo de 3 h. Nesse intervalo, os valores de condutividade permaneceram
constantes para os complexos I, II e III, conforme os valores apresentados na Tabela 7,
comprovando que apenas o fon nitrato abandona a esfera de coordenagdo do cation Ni' que

permanece coordenado ao 4nion B-dicetonato e a fenantrolina - [Ni(O,0)(fen)]".
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Tabela 7- Valores de condutividade molar dos complexos de Ni'' obtidos a partir de solucdes

1x107° mol L~! sob temperatura ambiente (T~25 °C).

Complexos Solvente Condutividade (S cm? mol ™)
I Acetonitrila 141,3
11 Acetonitrila 1339
I Acetonitrila 133,7
| Dimetilsulfoxido 36,40
I Dimetilsulfoxido 36,18
I Dimetilsulféxido 33,37

Fonte: Dados de pesquisa.

4.1.2 Espectrometria com ionizacio por electrospray de alta resolucio

Os complexos sintetizados foram analisados por espectrometria de massas em alta
resolugdo utilizando metanol e agua na proporcdo 9:1 ou 7:3, V/V. Os espectros foram
registrados no modo positivo. Os valores de m/z sdo referentes ao isétopo >*Ni, que apresenta
abundancia isotopica de 68,08%.

O pico do ion molecular dos complexos de Ni" estd relacionado com a razio
massa/carga do complexo, atribuido a perda do nitrato. Para o complexo III, ¢ possivel observar
a presen¢a do pico do ion molecular em m/z 443,0148 (calc. para [NiC20H12F3N203]", m/z
443,0148) referente a espécie [M-NOs]", como mostra a Figura 45. J4 para os complexos I e
II o pico do ion molecular é encontrado em m/z 453,0355 (calc. para [NiC22H4F3N202]", m/z
453,0356) e m/z 486,9967 (calc. para [NiCa:H13F3N202Cl]", m/z 486,9966), Figuras 46 e 47
respectivamente. E interessante ressaltar que o erro calculado para cada pico de ion molecular,
Tabela 8, ¢ menor que 5, sugerindo que as férmulas moleculares propostas para os complexos
de niquel(Il) estdo corretas.

A intensidade dos picos do ion molecular nos espectros dos complexos I, II e III pode
estar relacionada com o grupo substituinte das B-dicetonas que influencia nas estabilidades dos
complexos de Ni'' como destacado por Patel e Woods (WOODS; PATEL, 1994). O padrio
isotopico tedrico de todos complexos de Ni'! foi obtido utilizando o programa ChemDraw Ultra
12.0 e os valores tedricos estdo em concordancia com os experimentais conforme Tabela 8§,
apresentando um valor de erro aceitavel para o método utilizado.

Levando em consideragdo os sinais em m/z 623,0821 (calc. para [NiC32H20F3N4O3]",

m/z 623,0836), 633,1045 (calc. para [NiC3sH22F3NsO2]", m/z 633,1043) e 667,0648 (calc. para
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[NiC34H21CIF3N4O2]", m/z 667,0654) nos espectros de massas dos complexos III, T ¢ II,

respectivamente, pode-se propor que durante os experimentos de ionizagdo por eletrospray,

ocorreu a formacao de complexos de niquel(Il) coordenados a duas fenantrolinas € a uma f3-

dicetona, espécies [Ni(fen)z(B-diona)]* (GASQUE; MORENO-ESPARZA; RUIZ-RAMIREZ,

1992). Contudo, de acordo com os dados de andlise elementar (CHN) os compostos de Ni

11

estdo puros, descartando assim a possibilidade de mais de um produto na etapa final da sintese

dos compostos.

Tabela 8- Valores do padrao isotopico calculado e experimental obtidos para os complexos

carregados observados nos EMs dos compostos I-I11.

Complexos Padrao Isotopico Padrao Isotopico erro
Calc. Experimental

I 453,0356(100%) 453,0355 -0,22

454,0389(23.8%) 454,0401 2,64

455,0310(38.5%) 455,0331 4,61

456,0344 (9.2%) 456,0350 1,31

457,0286 (5.3%) 457.0313 5,90

458,0319 (1.3%) 458,0325 1,31

II 486,9966(100%) 486,9967 0,20

488,9921(38.5%), 488,9934 2,65

490,9891(12.3%) 490,9901 2,04

I 443,0148(100%) 443,0148 0,00

444,0182(21.6%) 4440171 -2,47

445,0103(38.5%) 445,0105 0,45

446,0136(8.3%) 446,0119 -3,81

Fonte: Dados de pesquisa.

Figura 45- Espectro de massas do complexo III.
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Figura 46- Espectro de massas do complexo I.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Figura 47- Espectro de massas do complexo II.
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Fonte: Dados de pesquisa.

4.1.3 Suscetibilidade magnética

Complexos de niquel(Il) apresentam configuracio eletrdnica [Ar]3d® e
preferencialmente nimero de coordenagdo (NC) igual a 6 ou 4. Com o objetivo de correlacionar
estrutura eletronica, geometria e magnetismo, medidas de suscetibilidade magnética foram
realizadas a fim de concluir se os compostos poderiam ser paramagnéticos, com os elétrons
desemparelhados no orbitais ez, ou diamagnéticos, com todos os elétrons emparelhados. A

Figura 48 representa os desdobramentos do campo cristalino de complexos d® para cada caso.
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Figura 48- Diagramas de desdobramento de campos cristalinos de ion com configuragio d®

com geometrias octaédrica (A) e plano quadrado (B) - diamagnético.

z

(A)

Fonte: Adaptado de (TOMA, 2016)

A balan¢a de Gouy, método utilizado para medir a susceptibilidade magnética (ym), leva
em consideragdo a interagdo entre elétrons desemparelhados e o campo magnético. Um material
diamagnético ¢ repelido por um campo magnético enquanto um material paramagnético ¢
atraido por ele. Quando os compostos paramagnéticos sao atraidos por esse campo, a variagao
do peso causada pelo movimento da amostra ¢ registrada e, a partir da for¢a associada, €
possivel calcular a suscetibilidade magnética do composto e entdo o momento magnético
efetivo (Ler) que € calculado utilizando a equag@o abaixo:

Her=2,828 (ym.T)"?
onde ym = suscetibilidade magnética (cm* mol™")

T = temperatura (K)

Para determinar a suscetibilidade magnética de todos os compostos foi utilizado o
método de Gouy no estado so6lido, a temperatura ambiente (GIRERD; JOURNAUX, 2010).
Com os dados da Tabela 9, pode-se observar um aumento aparente na massa das amostras, na
presenca do campo magnético, com momentos magnéticos per = 3,09, 3,31 e 3,02 MB para os
complexos I, II e III, respectivamente. Estes resultados afirmam que os compostos sdo
paramagnéticos com dois elétrons desemparelhados, o que implica em uma configuragio d® na
qual a simetria em torno do metal ¢ preferencialmente estabilizada pelo campo ligante em
geometria octaédrica distorcida a temperatura ambiente (TOMA, 2016). Os valores de
momentos magnéticos obtidos estdo na faixa de outros complexos de Ni'! relatados na literatura

(HERNANDEZ-AYALA et al., 2020).



Tabela 9- Dados de magnetismo dos compostos de niquel(I), a 25 °C.

| I 11}
¥m, 107 (cm® mol™) 3,99 4,57 3,57
e, (M.B.) 3,09 3,31 3,02

N° e” desemparelhados 2 2 2

Fonte: Dados de pesquisa.

4.1.4 Difracio de raios X de monocristal
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A estrutura molecular do complexo II foi determinada por andlise de raios X de

monocristal. Monocristais adequados a técnica foram obtidos a partir da sintese do complexo

IT conforme procedimento experimental.

Verificou-se que o complexo II cristaliza no sistema triclinico, grupo espacial P1 com

uma molécula independente por unidade assimétrica, apresentando uma geometria octaédrica

distorcida, na qual os ligantes se coordenam ao ion metalico de forma bidentada com os

seguintes angulos: 80,69 (8) © para fen; 90,89 (7) ° para o ligante btc; e 60,34 (7) © para o ligante

nitrato. A representacao molecular de Il ¢ apresentada na Figura 49 e os dados cristalogréaficos

para este complexo se encontram no anexo A.

Figura 49- Representa¢ao estrutural do complexo II (elipsodides com nivel de probabilidade de

50%).

Fonte: Dados de pesquisa.
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Os comprimentos e angulos de ligagao mais importantes sao apresentados na Tabela 10.
No complexo II, as posi¢des axiais sao ocupadas por dois atomos de oxigénio (012 e Ol)
ligados a uma distancia de 2,136(2) e 1,997(2) A. Nos eixos equatoriais as distdncias das
ligacdes entre o atomo de Ni e os atomos de oxigénio 02 e O11 sdo de 2,001(2) e 2,136(2) A.
Enquanto que as ligagdes dos 4tomos de nitrogénio (N1 e N2) da fenantrolina ao Ni estdo a
2,072(2) € 2,045(2) A de distancia. Pela estrutura de raios X, a coordenacio bidentada do nitrato
ao centro metalico confere as duas ligagdes Ni-Onos uma distncia maior (2.136(2) A), de modo
que essas duas ligacdes sdao mais fracas do que as demais. Por outro lado, a distancia da ligacao
Ni-Olpee no eixo axial € menor do que o esperado para compostos com geometria octaédrica
distorcido, que apresentam ligagdes mais longas nesse eixo. Essa diminui¢do na distancia da
ligagdo Ni-Olp € justificada pela formacdo do anel de seis membros com a coordenagdo
bidentada da B-dicetona.

Tabela 10- Comprimentos de ligacdo selecionados [A] e angulos [°] para o complexo II.

Atomo Atomo Atomo Distancia/A Angulo/®
NiO1 O1 - 1,997(2) -
NiO1 02 - 2,001(2) -
Ni01 NI - 2,072(2) -
Ni01 N2 - 2,045(2) -
NiO1 Ol11 - 2,136(2) -
NiO1 012 - 2,136(2) -

0Ol NiO1 02 - 90,89(7)
0Ol NiO1 N1 - 93,35(8)
Ol Ni01 N2 - 102,16(9)
Ol Ni01 Ol11 - 98,05(8)
02 NiO1 N2 - 92,91(8)
02 NiOl 012 - 87,39(8)
02 Ni01 Ol11 - 91,96(8)
NI Ni01 012 - 90,73(8)
N1 Ni01 Ol11 - 93,02(8)

N2 Ni0l O12 - 99,60(8)
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N2 Ni01 N1 - 80,69(8)
011 Nio1 012 - 60,34(7)

Fonte: Dados da pesquisa.

O empacotamento cristalino ¢ estabilizado por interagdes do tipo n—x stacking, que sao
contatos hidrofobicos que ocorrem entre a nuvem eletronica de dois anéis e por “short contacts”
(Anexo A). O atomo de oxigénio O13 estabelece trés interacdes (Figura 50), uma com o
hidrogénio H9 do ligante btc e duas com a fenantrolina através dos atomos de hidrogénio H12
e H19. As interagdes C9-H9 - O13 e C12-H12 --- F2 formam uma cadeia no eixo b. Ha também
uma interacao intermolecular « - © entre os atomos C11 - C15 ¢ C13 - C22 da fenantrolina
com distancias de 3,358 (4) e 3,321 (4) A.

Figura 50- Representacdo da interagdo C9 — H9 - O13 e C12 — H12 - F12 do complexo II.

Fonte: Dados de pesquisa.

4.1.5 Espectroscopia na regiao do ultravioleta visivel (UV-vis)

Os espectros na regido do ultravioleta visivel dos compostos foram obtidos em
acetonitrila em concordancia com a lei de Lambert-Beer no intervalo entre 200-800 nm. Para
uma melhor compreensao, os espectros dos ligantes e dos complexos sdo apresentados juntos a
fim de correlacionar as bandas presentes nos ligantes € nos complexos e deste modo sugerir a
coordenagio da fenantrolina e das B-dicetonas ao centro metalico de Ni'.

Os compostos organicos como fenantrolina e [-dicetonas apresentam grupos
cromoéforos que sdo responsaveis pelas transigdes eletronicas na regido do ultravioleta visivel.
As ligacdes pi (m) presentes nas conjugagdes C=C do anel aromadtico e na ligagdo dupla entre o
atomo de carbono e 0 4tomo de oxigénio permitem transic¢des eletronicas do tipo n—n* e n—n*,
ambas permitidas pelas regras de selecdo. Nos espectros de UV-Vis a fenantrolina apresenta
duas bandas com valores de absortividade molar maior que 1x10*L mol! cm™ em 263 e 230
nm e um ombro em 278 nm, todas atribuidas como transi¢does n—n* ¢ n—n* (SILVA et al.,

2011), Figura 51. As B-dicetonas, por sua vez, apresentam espectros similares com bandas
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alargadas e de comprimento de onda de absor¢do maxima (Amax) na regido entre 400-200 nm,
sendo a banda de maior energia atribuida a transicdo n—n* (intraligante) envolvendo o grupo
carbonila, bem como a conjugacdo e deslocalizacdo de todo sistema eletronico do ligante
(LOPES et al., 2013; ALMEIDA et al., 2015). Considerando a banda de menor energia nos
espectros de UV-vis atribuida a transi¢do n—n* envolvendo o grupo carbonila representado
pelos tautdmeros ceto-enol (ALMEIDA et al., 2015; PAIXAO et al., 2019a).

As bandas de absor¢ao observadas no espectro eletronico dos complexos metalicos na
regido do UV-Vis sdo decorrentes de transi¢des envolvendo elétrons entre niveis de energia
diferentes, tais como transi¢des n—n*, n—n* (intraligante), d-d ou bandas de transferéncia de
carga (TOMA, 2016). Como exemplo, no espectro da Figura 51, o complexo I apresentou
bandas de transicdo eletronica intraligante m—n* em 337 e 267 nm. Ambas as bandas
encontram-se deslocadas para frequéncias mais altas quando comparadas com as bandas dos
ligantes livres fenantrolina e bta, revelando um efeito batocromico apos a coordenacdo dos
ligantes ao centro metalico de Ni'. Por outra lado, um efeito hipsocromico foi observado em
225 nm no espectro do complexo I. Tanto o efeito batocromico quanto o hipsocromico sugerem
a quelagao dos ligantes ao metal.

Figura 51- Espectros UV-vis dos compostos I, Hbta e fen em solugcdo de acetonitrila na

concentragdo 1x10™> M.

Complexo I
— Hbta
fen
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o
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Fonte: Dados de pesquisa.

Nos espectros de absor¢io eletronica de complexos d® octaédricos, como no composto

[Ni(en);]*" onde en = etilenodiamina, trés transi¢des eletronicas podem ser observadas. As
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transicdes sao do estado fundamental para o excitado, e todas sdo permitidas por spin. Essas
absor¢des ocorrem em aproximadamente 900, 550 e 325 nm (HOUSECROFT; SHARPE,
2013). Para os complexos de Ni'', no estado sélido, apenas uma banda em torno de 600 nm foi
observada, como exemplo, o complexo I apresentou uma banda centrada em 596 nm, Figura
52. Essa banda ¢ atribuida a transi¢do d-d de complexos octaédricos distorcidos. Os
deslocamentos observados em 596, 602 e 596 nm para os complexos I, II e III,
respectivamente, estd relacionado com o nivel de energia do desdobramento dos orbitais d em
um campo octaédrico influenciado pela natureza eletronica do ligante. Este comportamento
pode ser justificado pela presencga dos substituintes no anel aroméatico da B-dicetona, uma vez
que ligantes n-doadores como o cloro, contribuem para o aumento da doagdo 7 e a estabilizagao
do nivel tog, assim diminui a separacdo de energia entre os orbitais e consequentemente o
comprimento de onda da banda d-d aumenta, desta forma o complexo II apresenta a banda d-d
centrada em uma regido de maior comprimento de onda.

A Tabela 11 traz os dados de absortividade molar e as atribui¢des das bandas em solugao
e no estado solido dos complexos e seus ligantes livres. Os espectros de UV-vis e reflectancia
difusa dos compostos II e III podem ser encontrados no anexo B e C.

Figura 52- Espectro de reflectincia difusa do composto 1.
0,5

Complexo I

0,4

0,3 1

0,2 1

0,1

0,0 T T T T T T T
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Tabela 11- Atribuicdo das bandas observadas (Amax) e valores de absortividade (eméx) dos

complexos sintetizados I-I11.

Composto A (nm) ¢/10* (L.mol'cm™) Atribuicio
fen 278(om) 1,1 IL (n—»n* e n—1*)
263 2,8 IL (n—»n* e n—1*)
230 4,7 IL (n—7n* e n—7*)
bta 328 1,6 IL (m—7*)
258(om) 0,5 IL (n—»7n* e n—1*)
225 0,4 IL (n—»7n* e n—n*)
I 337 2,1 IL (m*—n*)
290 2,2 IL (n—n* e n*—>n*)
267 5,1 IL (n—»n* e n*—>n*)
225 5,7 IL (n—»n* e n*—n*)
596 - d-d
btc 330 2,2 IL (m*—mr*)
262 0,8 IL (n—»n* e n*—>n*)
226 0,7 IL (n—n* e n*—>n*)
II 340 2,1 IL (m*—n*)
266 4,6 IL (n—»n* e n*—>n*)
223 5,5 IL (n—»n* e n*—>n*)
602 - d-d
btf 347 7,2 IL (n*—m*)
320 7,5 IL (n—»n* e n*—>1*)
229 1,3 IL (n—»n* e n*—>1*)
I 354 2,4 IL (n*—m*)
343 2,6 IL (n—n* e n*—>n*)
291 2,5 IL (n—»n* e n*—7*)
269 4,4 IL (n—»n* e n*—>1*)
226 5,2 IL (n—n* e n*—>n*)
596 - d-d

Fonte: Dados de pesquisa.
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4.1.6 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

Os ligantes B-dicetonas apresentam uma mistura das formas tautdmericas ceto e enol,
como apresentado na Figura 53. Na forma ceto os modos vibracionais referentes ao estiramento
simétrico e assimétrico da carbonila, aparecem em regides de 1723 cm™' e 1706 cm™,
respectivamente. Na sua forma enol essas absor¢gdes de cetonas conjugadas ndo aparecem no
infravermelho. Em vez disso, o estiramento da carbonila é observado como uma banda larga e
intensa por volta de 1622 cm™'. Essa absorcdo intensa e deslocada é resultado do estiramento
assimétrico das ligacdes conjugadas C-C e C-O da forma endlica e da deformacgao angular das
ligacdes O-H estabilizada por ressonancia, gerando um carater de ligagdo simples na forma
endlica (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Figura 53- Representacdo do tautomerismo ceto-endlico das B-dicetonas.

O O OH o)

Fonte: A autora.

Nos espectros de IV dos ligantes livres B-dicetonas foi observada uma banda intensa e
alargada entre 1605-1583 cm™' condizente com o tautdmero na forma enol uma vez que as
absorgdes se encontram em regido de menor frequéncia quando comparado com a forma ceto.
Assim as absor¢des em 1596, 1583, 1605 cm™! observadas para os ligantes Hbta, Hbtc e Hbtf,
respectivamente, sdo atribuidas ao grupo C=0. As diferentes regides de absor¢cdo dessas
ligagdes podem estar relacionadas com o grupo retirador dos ligantes B-dicetonas, uma vez que
o efeito eletronico provocado pelos substituintes arométicos ligados a carbonila leva a uma
maior deslocalizacdo eletronica. Consequentemente, a introducdo de grupos retiradores de
elétrons fortes provoca uma diminui¢do de energia do estiramento C=0O na ordem
Hbtc < Hbta < Hbtf. A banda larga na regido de 3400 cm™ dos ligantes Hbta, Hbtc e Hbtf é
atribuida ao estiramento da ligagdo O-H na forma enolica. Esses valores de absor¢do dos
ligantes livres encontram-se na Tabela 13.

O espectro da fenantrolina apresenta forte absor¢do na regidio entre 1600-1400 cm™.
Dentro desta faixa caem as frequéncias vibracionais caracteristicas do anel aromatico. No caso

de compostos heterociclicos de nitrogénio, como piridina ¢ quinolina, essas absor¢des sao

associadas aos estiramentos assimétricos (Vass) € simétricos (Vs) das ligagdes C=C e C=N
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(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Como pode ser observado no espectro da
Figura 53, as bandas em 1587, 1562, 1504 ¢ 1421 cm™! sdo atribuidas as vibra¢cdes C=C e C=N
do anel aromatico da fenantrolina.

Os espectros dos ligantes livres e dos complexos foram analisados em conjunto a fim
de comparar os deslocamentos das bandas e propor a coordenacgao ao centro metalico. Os dados
mais relevantes de infravermelho e todos os graficos sao apresentados na Tabela 13 e no anexo
D. Neste aspecto, a regido entre 1600-1400 cm™ fornece maiores informagdes. Nos espectros
do complexo I e do ligante livre Hbta, Figura 54, os estiramentos da carbonila foram observados
em 1613 cm™ e 1597 cm™, respectivamente. Esse deslocamento para uma regido de maior
frequéncia no complexo (A = 16 cm™) sugere a coordenacio do ligante via 4tomos de oxigénio.
Ao comparar essa regido no complexo I, observa-se que essas bandas também se deslocam
significativamente para maiores niimeros de onda em 1597, 1577, 1538 e 1519 cm!,
corroborando com a hipotese de coordenagdo da fenantrolina via 4&tomos de nitrogénio. Todas
essas informagdes podem ser observadas nos espectros da Figura 54. Estas analises também
foram realizadas para os complexos II e I1I e seus respectivos ligantes.

Figura 54- Espectro de IV expandido na regido entre 1700-1400 cm™! dos compostos I, Hbta

e fen.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Compostos contendo fluor apresentam forte absor¢do em uma ampla faixa, geralmente
entre 1400-1100 cm™!, devido aos modos de estiramento C-F. O grupo CF3 presente nas
B—dicetonas apresentam forte absor¢io na regido entre 1350-1120 cm'. No ligante Hbta, por
exemplo Figura 55, as frequéncias de absorc¢do da ligagdo C-F apresentam-se como bandas de
forte intensidade em 1254, 1200, 1140, 1118 e 1069 cm™'. No complexo, Figura 55, essas
bandas sdo observadas em 1253, 1182, 1128 ¢ 1080 cm ™.

Figura 55- Espectro de IV expandido na regidio entre 1350-1000 cm™! dos compostos I, Hbta

e fen.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O ion nitrato quando coordenado a centros metalicos apresentam diferentes modos de
coordenacdo, tais como o monodentado (a), bidentado (b) e em ponte mono (c) ou bidentado
(d) (ADDISON et al., 1971), como mostra a Figura 56. Entretanto, fazer a distingdo entre os
modos de coordenagdo mono- e bidentado utilizando espectros de infravermelho €, geralmente,
dificil, pois na maioria dos casos, os grupos coordenados -ONO; e -O>NO possuem a mesma
simetria (Cay) (KARAYANNIS et al., 1974).

Figura 56- Modos de ligacao do nitrato na simetria Cay.
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Fonte: Adaptado de (KARAYANNIS et al., 1974)

Os modos mono e bidentado do nitrato apresentam trés bandas de estiramento N-O no
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infravermelho, como esperado para simetria Cay. A Tabela 12, correlaciona os estiramentos e
deslocamentos de ion nitrato em complexos de niquel octaédrico, em que o ligante esteja
monodentado, como no complexo [Ni(en)2(NOs3):], e bidentado, como no complexo
[Ni(en)2NO3]ClO4 (NAKAMOTO, 1986).

Tabela 12- Valores das bandas de estiramentos N-O presente em complexos de Ni'' coordenado

a nitrato mono e bidentado.

[Ni(en)2(NO3)2] [Ni(en)2NO3]ClO4
vs 1420 cm™ v4(NO2) v1 1476 cm™! v(N=0)
v1 1305 cm™! vy(NO2) vs 1290 cm™! vo(NO»)

v2 1008 cm™ v(NO) v21025 cm™! vy(NO>)

Fonte: (NAKAMOTO, 1986).

De um modo geral, a diferenca (A =vs — vi) entre as bandas de maior absor¢ao ¢ tomada
como uma medida aproximada da covaléncia do grupo nitrato e um valor de ~ 200 cm™! para
os complexos estudados sugere forte covaléncia para a ligagdo metal-nitrato (AGARWAL et
al., 2006). A diferenca entre essas bandas ¢ geralmente menor para complexos com nitrato
ligados na forma mono- em vez de bidentada (KARAYANNIS et al., 1974). De acordo com os
espectros da Figura 57, a presenca de bandas intensas em 1488, 1279 e 1024 cm ™! no complexo
I indica que o nitrato coordenou-se ao niquel de maneira bidentada, uma vez que a diferenca
vs - vi é igual a 209 cm™!. O mesmo padrio foi observado nos compostos IT (A =171 cm ) e
I (A=169 cm™).

Figura 57- Espectro de IV expandido na regido entre 1550-1000 cm™! dos compostos I, Hbta
e fen.
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Tabela 13- Atribuicdes de alguns modos de estiramento na regido do infravermelho dos

ligantes livres e dos complexos de Ni'.

Atribuicoes Compostos
fen Hbta I Hbtc 11 Hbtf I
Vounr 3484 3460 - 3404 - 3420 -
3369
VCHar 3061 3124 3072 3117 3130 3139 3155
3033 3070 3070 3075 3145
3125
3067
Vec - 1575 - 1569 - 1541
1557 1533 1469
1493 1441
1470
VeonaVee 1587 - 1597 - 1591 - 1582
1562 1577 1566 1535
1504 1538 1538 1516
1493 1519 1519 1438
1421 1426 1426
Ve—o - 1596 1623 1589 1614 1605 1605
1613
Ver - 1254 1253 1245 1252 1259 1285
1200 1182 1199 1182 1194 1260
1140 1128 1144 1129 1145 1187
1118 1080 1091 1089 1104 1142
1069 1087 1123
Ve - 1254 1253 1245 1252 1259 1285
1200 1182 1199 1182 1194 1260
1140 1128 1144 1129 1145 1187
1118 1080 1091 1089 1104 1142
1069 1087 1123
Vro - - 1488 - 1461 - 1487
1279 1290 1318
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1024 1026 1025

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2. Complexos de Cu'' coordenados a hidrazida e N-doadores

Compostos de cobre contendo hidrazidas vém sendo explorados pelo nosso grupo de
pesquisa de modo que a escolha da hidrazida do acido 4-benzopirano [4,3 Jtiofeno-2-carboxilico
(bth) foi realizada como uma estratégia para melhorar as propriedades farmacoldgicas de
compostos com potencial quimioterapico direcionados ao ADN, anteriormente obtidos pelo
grupo (LOPES et al., 2013; PAIXAO et al., 2017, 2019b). Sendo assim, trés novos complexos
de Cu' foram sintetizados a partir de diferentes rotas sintéticas com estequiometria 1:1:1
(metal/hidrazida/N-doadores). As técnicas de andlise elementar e condutimétrica,
susceptibilidade magnética, ressonancia paramagnética eletronica (RPE), IV, UV-Vis e massas
foram utilizadas para propor as estruturas dos complexos de cobre(Il) (ver Figura 58). Os
solidos obtidos possuem coloracdo verde e foram soliveis em DMSO, metanol e acetonitrila.
Figura 58- Estruturas propostas dos complexos de Cu'' com a hidrazida bth e diferentes N-

doadores.

v

N

4.2.1 Analise Elementar e Condutimétrica

De acordo com os dados apresentados na Tabela 14, os dados de CHN obtidos
experimentalmente estdo em concordancia com os valores calculados de porcentagem para C,
H e N levando em consideracdo as moléculas de agua (hidratagdo) nos complexos IV e VL.
Além disso, os erros calculados entre as porcentagens calculada e experimental de C, H e N

foram menores que 0,5, permitindo concluir que os compostos estdo puros.
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Tabela 14- Dados de anélise elementar e condutimétrica (solugdes 1x10~> M) dos compostos
de Cu'.
Complexo  %Ccale.  %Cexp.  %Hcale.  %Hexp.  %Ncale.  %Nexp. AM
(S cm? mol )
v 43,15 4345 3.62 3,54 12,58 12,43 172,9 (MeOH)
A% 4434 4442 3.41 3,33 12.93 12,51 166,2 (MeOH)
VI 46,72 46,66 3,49 3,52 14,13 13,84 224.7 (ACN)

Fonte: Dados da pesquisa.

A fim de verificar se os complexos de Cu'l sdo espécies neutras ou carregadas em
solugdo, medidas de condutividade molar foram realizadas (Tabela 14) e comparadas com a
literatura (Tabela 15). De acordo com as Tabelas 14 e 15, todos os complexos comportam-se
como eletrdlitos do tipo 2:1, o que sugere que independente do complexo avaliado, ambos os
fons nitratos sdo perdidos em solugdo e como resultado, espécies do tipo [Cu(bth)(N,N)]J**
(complexos IV e V) ou [Cu(bth)(N,N,N)]** (complexo VI), sdo geradas em solugio.

Tabela 15- Valores de condutividade molar dos complexos ternarios de Cu' obtidos a partir de

solucdes 1.10~3 mol L~! sob temperatura ambiente (T~25 °C).

Solvente Eletrolito Faixa proposta por Geary Faixa proposta por Velho
(S cm? mol ™) (S cm?mol ™)
Acetonitrila 1:1 100-160 57204
Acetonitrila 2:1 220-300 162-345
Metanol 1:1 80-115 62-123
Metanol 2:1 160-220 87-204

Fonte: (GEARY, 1971; VELHO, 2006)

4.2.2 Espectrometria com ionizacao por electrospray de alta resolucio

Os complexos de cobre com bth também foram analisados por espectrometria de massas
em alta resolugdo no modo positivo utilizando metanol como solvente. Os valores de m/z sdao
referentes ao isdtopo *Cu, que apresenta abundancia isotopica de 69,15%. Neste experimento,
as moléculas de agua (sugeridas como de hidratacdo) presentes nas formulas moleculares dos
complexos IV e VI ndo foram consideradas por nao fazerem parte da primeira esfera de
coordenagao.

Os espectros de massas dos complexos IV e V nas Figuras 59 e 60, apresentaram um



78

pico atribuido ao ion [C12H11N20,S]", que refere-se ao ligante bth. A presencga do pico do ion

molecular nos espectros dos complexos IV e V em m/z 488,0346 (calc. para [CuC24Hi7N4O2S]",
m/z 488,0363) e m/z 524,0555 (calc. para [CuC24H21N4O4S]", m/z 524,0575), respectivamente,

representa a perda dos ligantes nitrato e de um hidrogénio formando o ion [M-2NOs-H]

+

(PAIXAO et al., 2017), confirmando assim as estruturas propostas pela analise de CHN. O

padrio isotopico tedrico dos complexos de Cu! estd em acordo com o obtido

experimentalmente (Tabela 16) e o erro associado ao pico de 100% ¢ menor do que 5%.

Figura 59- Espectro de massas do composto IV.
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Figura 60- Espectro de massas do composto V.
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Tabela 16- Valores do padrao isotopico calculado e experimental obtidos para os complexos

carregados observados nos EMs dos compostos IV e V.

Complexos Padrao Isotopico Padrao Isotopico Erro (%)
Calculado Experimental
v 488,0363(100,0%) 488,0346 -3,48
489,0402 (26,0%) 489,0360 -8,58
490,0350 (44,6%) 490,0323 -5,51
491,0384 (11,6%) 491,0341 -8,75
\Y% 524,0575 (100.0%) 524,0555 -3,82
525,0608 (26.0%) 525,0574 -6,47
526,0556 (44.6%) 526,0536 -3,80
527,0590 (11.6%) 527,0554 -6,83

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.3 Espectroscopia de Ressonincia Paramagnética Eletronica (RPE)

Os complexos IV e V foram analisados por RPE no estado sélido e em solucdo de
DMSO em diferentes temperaturas a 298 e 77 K. Todos os dados obtidos com a analise estao
dispostos na Tabela 17.

No estado solido, os complexos IV e V (Figuras 61 e 63) apresentaram um sinal
caracteristico de cobre(Il) com uma estrutura hiperfina proveniente do acoplamento do spin
eletronico do complexo com o spin nuclear do metal (1=3/2). No complexo IV o desdobramento
hiperfino pode ser observado com valores g1 = 2,071, gy =2,257e¢ Ay=148 Ga298 K e g1 =
2,068, gy = 2,416 e Ay = 100 G a 77 K. Enquanto no complexo V esses desdobramentos
apresentam valores de g1 = 2,071, g/=2,240e A/= 172 Ga298 Ke g1 =2,071, g/=2,242 e Ay
=169 Ga 77 K. Como o valor de A€ maior a temperatura ambiente pode-se dizer que o elétron
desemparelhado tem uma interagdo maior com o spin nuclear do metal a temperatura ambiente.
Os valores de giso (ver tabela 17) em 298 e 77 K dos complexos IV e V indicam que ambos os
sinais sdo provenientes da mesma espécie de complexo e que as mudangas nos valores sao
referentes apenas a mudanca de temperatura.

Em solugdo a 298 K, Figuras 62 e 64, foram obtidos espectros caracteristico de cobre(II)
com a presenca de duas espécies de cobre com os mesmos valores de giso 2,104 para o complexo

IV e 2,091 para o complexo V. Em 77 K também ¢ possivel observar a presenga de duas
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espécies de cobre(Il) com diferentes valores de giso (Tabela 17). A partir desses dados em
solugdo, pode-se concluir que os dois sinais presentes nas diferentes temperaturas sao
correlatos, pois apresentam pequeno desvio. Além disso, esses resultados mostram que a
presenca de mais de uma espécie de cobre pode ser referente a coordenacao do DMSO (mesma
estrutura apresenta mesmo g), devido a labilidade do nitrato em solugao.

Nos espectros de RPE dos complexos IV e V no estado s6lido a 298 e 77 K, Figuras 61
e 63, também ¢ possivel observar um sinal caracteristico em aproximadamente 1600 G. Esse
sinal ¢ referente ao Ams; proveniente do acoplamento magnético entre dois centros metalicos
de cobre gerando um spin total igual a 1. Essa interagdo magnética entre os centros metalicos
cobre-cobre deve ser facilitada pelas interagdes m-m ou m-stacking entre os anéis aromaticos,
devido ao centro metalico estar em um arranjo quase planar. Como a intensidade desse sinal foi
maior em baixa temperatura, pode-se inferir que o acoplamento entre os dois elétrons apresenta
caracteristicas ferromagnéticas. Em solucdo, o sinal caracteristico do Ams; nao foi observado
para o complexo IV (Fig. 62), portanto o acoplamento existente ¢ desfeito na presenca do
solvente o que leva a concluir que essa interagcdo magnética nao ¢ muito forte, uma vez que a
temperatura maior (298 K) ela desaparece, indicando também uma possivel coordenagdao do
solvente DMSO. Ja para o complexo V, Fig. 64, ¢ possivel ver que o sinal caracteristico de
Amsz ndo aparece na solucdo a temperatura de 298 K, porém quando esta ¢ resfriada a 77 K o
sinal ¢ observado. O acoplamento entre essas espécies parece ter um comportamento
ferromagnético em solugao.

Figura 61- Espectros de RPE do complexo IV no estado s6lido a 298 e 77 K.
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Figura 62- Espectros de RPE do complexo I'V em solugdo de DMSO a 298 e 77 K.

| Complexo IV em solucio de DMSOa 77 K

‘ Complexo IV em solugio de DMSO a 298K |

a.u
a.u

3
N
]
N

Sinal RPE
Sinal RPE

1
6000

T
5000

T T T T T 1
1000 2000 3000 4000 5000 6000 1(]'(;0 20I00 3OI00 .1OIOO

Campo magnético, G Campo magnético, G

Fonte: Dados da pesquisa.
Figura 63- Espectros de RPE do complexo V no estado sélido a 298 e 77 K.
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Figura 64- Espectro de RPE do complexo V em solu¢do de DMSO a 298 e 77 K.
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Nos espectros de RPE observa-se que os valores de g seguem a ordem g;,>g1 > 2,0023
consistentes com a geometria octaédrica alongada segundo o eixo z indicando que o orbital
d(x2-y?) é o mais ocupado. O calculo da razdo empirica g//A; estima a extensdo da distor¢io
tetraédrica em compostos de cobre!’ com estrutura tetragonal (DA SILVEIRA et al., 2011;
ACILAN et al., 2017). Valores que variam entre 100-150 cm™' indicam uma estrutura planar
ou tetragonal, enquanto valores mais altos até 200-250 cm™" sdo indicativos de uma simetria ja
bastante distorcida quase tetraédrica em torno do ion cobre(Il). As razdes empiricas g;/Ay (ver
Tabela 17) estimadas para composto IV e V (ver Tabela 17) indicam que o ion metalico Cu"

tem uma vizinhanga tetragonal proporcionada pelo arranjo dos ligantes.

Tabela 17- Dados de RPE para os compostos de cobre(II).

Complexos 298 K 77 K
Ams; | giso gL gr | AnG | g/ Ay* | Amsy | giso | gL g | AnG | gl AS

IV (solido) | 4,133 | 2,133 | 2,071 |2,257 | 148 - 4,144 | 2,184 | 2,068 | 2,416 | 100 -
v 2,104 2,124 | 2,068 | 2,236 | 176 121
(solugdo) 2,104 2,141 | 2,068 | 2,288 | 155 138
V (solido) 4,151 | 2,127 | 2,071 | 2240 | 172 - 4,155 | 2,128 | 2,071 | 2,242 | 169 -
V (solugao) 2,091 ot 2,125 | 2,070 | 2,235 | 179 119

2,091 ' 2,102 | 2,070 | 2,167 | 172 124

* Ay (em unidades 10* cm') = gy B A, (em unidades G) = 0,46686 x 10* g, A, (em unidades G); sendo
B =1,39969 MHz/G

Fonte: Dados de pesquisa.

4.2.4 Espectroscopia na regiao do Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos complexos e seus respectivos ligantes
foram analisados no intervalo entre 200-800 nm, utilizando os solventes DMSO e ACN de grau
espectroscopico. Os comprimentos de onda de absor¢do méxima (Amax) € absortividade molar
(emax) para todos os ligantes livres e os respectivos complexos sdo apresentados na Tabela 18 e,
de acordo com os dados, os ligantes N-heterociclicos fen, dmt e tpy possuem bandas com altos
coeficientes de absortividade molar (¢ > 10* mol™' L cm™) atribuidas as transi¢des do tipo
n — w* e n — ©* que sdo permitidas pelas regras de selecdo. Essas transicdes sdo mais
energéticas, e, portanto, estdo localizadas na regido de menor comprimento de onda do espectro

UV-vis. O ligante hidrazida bth também apresenta bandas com valores de absortividade molar
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maiores que 10* mol™! L cm™!, sendo que a banda de maior energia, em 343 nm, pode ser
atribuida a transi¢ao m—n* do anel aromatico.

Nos espectros de todos os complexos preparados (espectros dos compostos IV e V no
anexo B), as bandas na regido do ultravioleta possuem valores de absortividade molar maior
que 7,6x10* mol ! L cm™ e sdo atribuiveis as transi¢des intraligante. No espectro do complexo
VI (Fig.65), uma banda alargada e centrada em 339 nm pode ser atribuida como uma banda de
transferéncia de carga metal ligante (TCML). No caso de ligantes derivados da piridina, como
a terpiridina, essas transi¢des de maior energia podem ocorrer devido ao orbital vazio n* de
baixa energia. Assim, a capacidade do ligante n-receptor receber esse elétron do centro metalico
aumenta, caracterizando uma transi¢ao do tipo TCML (TOMA, 2016). Quando os espectros
dos complexos e dos ligantes livres sdo comparados, € possivel observar pequenos
deslocamentos das bandas, sugerindo a coordenagdo do centro metélico aos ligantes hidrazida
e N-doadores, como mostrado no espectro do complexo VI, Figura 65.

Figura 65- Espectros UV-vis dos compostos VI, tpy e bth nos solventes DMSO e ACN e

concentracdo 1x10™> M.
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Fonte: Dados de pesquisa.

O ion cobre(Il) apresenta configuracio eletronica [Ar] 3d° e dependendo do ligante
forma complexos com diferentes geometrias, como revela o diagrama de desdobramento dos
orbitais d°, Figura 66. O desdobramento de orbitais d favorece a ocorréncia de transi¢des d-d
caracteristicas de metais com subcamada d incompleta. Em uma configuragio d°, o estado

fundamental D se desdobra em E; e T2g no campo On € uma tUnica transi¢ao envolvendo esses
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dois estados ¢ esperada no espectro eletronico. Jahn e Teller mostraram que moléculas ndo
lineares que apresentam um estado eletronico degenerado, devem sofrer distorgdes para
diminuir a simetria da molécula e quebrar a degenerescéncia (TOMA, 2016). Dessa forma, em
um composto com geometria tetragonal as duas ligacdes metal-ligantes (axial) sdo de
comprimentos diferentes das quatro restantes (equatoriais) (MIESSLER; FISCHER; TARR,
2014).

Figura 66- Diagramas de desdobramento de campos cristalinos de fon com configuracio d’
para uma geometria plano quadrado, gerada a partir do octaédrico.
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plano
quadrado

Fonte: Adaptado de (TOMA, 2016).

As transi¢des envolvendo orbitais d sdo facilmente reconhecidas em um espectro
eletronico, pois geram bandas largas e de baixa intensidade (¢ = 10 a 10> mol™' L cm™).
Solugdes de concentragdes 1 x 102 M foram preparadas utilizando os solventes DMSO e ACN,
a fim de avaliar a banda d-d dos complexos de Cu'. Os espectros UV-Vis dos complexos IV e
VI (espectro do composto V no anexo B) apresentados na Figura 67, mostraram uma banda
larga e assimétrica centrada em 654 nm (65 L mol™! cm™) e 686 nm (74 L mol~! cm™),
respectivamente, atribuidas a transicdo d-d do cobre(Il). Valores semelhantes foram
encontrados na literatura como relatado por Drielly et al. ao analisar a banda d-d de uma série
de compostos de Cu! coordenados a hidrazidas e bases heterociclicas (PAIXAO et al., 2017).
Como os espectros dos complexos foram obtidos em DMSO, solvente coordenante,

provavelmente, a geometria em torno do ion metalico ¢ piramidal de base quadrada ou
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tetragonal devido ao efeito Jahn-Teller (ALMEIDA et al., 2015).

Figura 67- Espectros UV-vis dos compostos IV ¢ VI em DMSO e ACN na concentragdo
1x1072 M.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Tabela 18- Atribuicdo das bandas observadas (Amix) € valores de absortividade (emax) dos

complexos sintetizados IV-VL.

Composto A (nm) ¢ (L.mol-'em™) Atribuicio
bth 343 3,5 % 10% T—m*
300 1,9 x 10* ot
288(ombro) 1,8 x 10* T—*
254(ombro) 1,1 x 10* n—*
239 6,2 x 10* n—m*
dmt 274 3,9 x 10* T —n*en— n*
261 43 x10* T—n¥en— ¥
237 6,1 x 10* T—n*en—n*
fen 276(om) 1,5 x10* n— n*en— ¥
263 2,3 x10* T—n¥en— ¥
240 6,2 x 10* T— n*en— m¥
tpy 335 0,5 x 10* T—n*en — ¥
277 43 x 10 T — n*en— ¥
252 2,5 % 10* ©—n*en— ¥
238 6,0 x 10* n— n*en— ¥
v 345 3,7 x 10* IL (m—m*)
296 3,9 x 10* IL (0 —7*)
270 7,6 x 10* IL (n—n* e T—m*)
654 65,0 d-d
Y 345 44%10° IL (75 —1*)
208 53 x 104 IL (n—7* & 1% —1¥)
287 5,6 x 10* IL (n—m¥e T—1*)

248 5,3 x10* IL (n—7*e n—7*)
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653 65,0 d-d
\% | 339 6,9 x 10* TCML

327 6,3 x 10* IL (m*—n*)
302 3,6 x 10* IL (n—n*e n—n*)
286 5,3 x 10* IL (n—7n*e n—n*)
276 4,6 x 10* IL (n—»n*e n—n*)
266 4,2 x 10* IL (n—n*e n—n*)
253 4.4 x10% IL (n—n*e n—n*)
686 74,0 d-d

Fonte: Dados de pesquisa.

4.2.5 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

Os compostos ternarios de cobre(Il) contendo hidrazida e bases heterociclicas
apresentaram absorgdes caracteristicas na regido do infravermelho que sdo correlacionadas com
as bandas existentes nos respectivos ligantes. As principais atribuigdes no infravermelho sao
apresentadas na Tabela 19 e os espectros de IV dos compostos IV e V podem ser visualizados
no anexo D.

A hidrazida bth apresenta trés absor¢des em 3289, 3263 € 3175 cm™' que correspondem
aos estiramentos (simétrico e assimétrico) dos grupos NH> e NH. Uma banda atribuida ao grupo
C=0 foi observada em 1610 cm™'. A presenca dos anéis arométicos confere ao espectro da bth
um conjunto de absor¢des na regido entre 1553 e 1406 cm™' que sdo caracteristicas de
estiramentos C=C. As bases nitrogenadas também apresentaram nessa mesma regido trés
bandas intensas atribuidas aos estiramentos C=C e C=N do anel aromatico.

Bandas largas centradas entre 3488 — 3444 cm™! confirmam a presenca de moléculas de
agua nos complexos IV e VI. Embora o perfil dos espectros no infravermelho dos complexos
de Cu' sejam ligeiramente semelhantes aos espectros dos respectivos ligantes livres, as bandas
referentes aos grupos NH> e NH foram observadas em regides de menor numero de onda, como
ja relatado em trabalhos anteriores publicados pelo grupo (RODRIGUES et al., 2015; SOUSA
etal., 2015; PAIXAO et al., 2017). Outro deslocamento importante refere-se aos estiramentos
dos grupos C=0, que também aparecem em frequéncias bem distintas nos espectros dos
complexos em relagdo ao ligante livre bth. Como exemplo, no espectro do complexo V, Figura
68, essa banda ocorre em 1586 cm™! e no ligante em 1610 cm™', um deslocamento de 24 cm™.
Esse deslocamento para regido de menor energia no infravermelho estd relacionado com a
coordenagdao do Cu(Il) ao oxigénio da carbonila, que provoca a diminui¢do da densidade

eletronica da ligagdo C=0. Além disso, observa-se também nos espectros dos complexos
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mudangas nas posi¢des das bandas na regido compreendida entre 1650 — 1400 cm™! em relagdo
aos ligantes livres. Considerando estas observagoes, € possivel propor que a coordenagao da
hidrazida bth ao centro metéalico ocorre via &tomos de nitrogénio e oxigénio para os complexos
de cobre e, como esperado, todos os ligantes N,N- e N,N,N-doadores comportam-se como
quelantes bi-e tridentado, respectivamente (PAIXAO et al., 2017, 2019b).

Figura 68- Espectro de IV expandido na regido entre 1650-1400 cm™! dos compostos VI, bth
e tpy.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Tabela 19- Atribuigdes de alguns modos de estiramento na regido do infravermelho dos

ligantes livres e dos complexos de Cu' com a hidrazida bth.

Atribuigoes Compostos
bth fen dmt tpy v \4 VI
Von - - - - 3444 - 3488
VNH2.VNH 3289 - - - 3159 3133 3198
3263
3175
VCHar 3046 3062 3048 3051 3092 3075 3073
3033 3013 3002 3028
3010
Ve 2948 - - - 2968 2986 -
2867 2849 2951
2845 2851

Veo 16101 - - - 1582 1612 1586
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- 1586 1584 1581 1583 1621 1515

Vc=c+c=N

1562 1557 1561 1566 1612 1476
1504 1452 1469 1526 1586 1448
1493 1454 1490 1573 1393
1421 1421 1468 1562 1365

1432 1558

1533

1501

1470

1439
VC=Car 1553 - - - 1562 1558 1535
1526 1526 1532 1515
1490 1490 1501 1502
1462 1468 1471 1448

1455 1442 1439

1439 1432

1406

Fonte: Dados de pesquisa.

4.3. Complexos de Cu'' coordenados a iminopiridinas e terpiridina

Os ligantes iminopiridinicos foram obtidos a partir da reagdo de condensagdo entre
aldeido e anilinas substituidas nas posicdes 1 e 4 com grupos doadores e retirados de elétrons.
Os solidos cristalinos de coloracao amarelo sdo soltveis em solventes apolares e polares e foram
caracterizados por RMN 'H em CDCls;, UV-vis e IV. Os espectros de RMN 'H dos ligantes
encontram-se no anexo E. A partir da sintese dos ligantes duas novas séries de compostos de
cobre contendo ligantes iminopiridinicos e terpiridina foram obtidas. A primeira série de
compostos do tipo [Cu(N,N)2(NO3):], em que N,N= 4-cloro-N-(piriridina-2-metileno)anilina
(Clmp), 2,6-dietil-N-(piriridina-2-metileno)anilina (diemp), 2,6-diisopropil-N-(piriridina-2-
metileno)anilina (diipmp) ou 4-metil-N-(piriridina-2-metileno)anilina (memp), foi obtida na
proporg¢ao 1:2 (metal/iminopiridina) utilizando diclorometano e metanol como solventes. Os
solidos cristalinos obtidos possuem coloragdo verde e sdo soluveis tanto em solventes polares
como em apolares e estaveis ao ar. As técnicas de CHN, analise condutimétrica, UV-Vis,
reflectancia difusa, IV e espectrometria por massas foram utilizadas para caracterizar os
compostos e propor suas respectivas estruturas da Figura 69. A segunda série de compostos do
tipo [Cu(N,N)(N,N,N)](PFs)2, no qual N-N= 4-cloro-N-(piriridina-2-metileno)anilina (Clmp),
2,6-dietil-N-(piriridina-2 metileno)anilina (diemp), 4-metil-N-(piriridina-2-metileno)anilina
(memp) e N,N,N = 4-(4-metilfenil)-terpiridina (mftpy), foi obtida na propor¢ao 1:1:1 a partir
da reagdo da mftpy com nitrato de cobre (II) trihidratado (Cu(NO3)2.3H20) e posterior adi¢ao
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do ligante iminopiridinico em metanol. Sélidos de coloragdo verde ou azul foram isolados a
partir de uma solugdo aquosa contendo NH4PFs e caracterizados por andlise elementar (CHN)
e condutimétrica, massas, UV-Vis, reflectancia difusa e IV. As estruturas propostas dos
complexos sdo apresentadas na Figura 70.

Figura 69- Estruturas propostas dos complexos de formula [Cu(N,N)2(NO3):].
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Figura 70- Estruturas propostas dos complexos de formula [Cu(N,N)(N,N,N)](PFs)..
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4.3.1 Analise Elementar e Condutimétrica

Os dados de analise elementar (CHN) experimentais estdo em concordancia com o0s

dados calculados, Tabela 21. Tais dados permitem concluir que as formulas moleculares
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propostas estdo corretas € que 0s compostos estdo puros.
Tabela 20- Valores experimentais de andlise elementar e condutimétrica dos complexos de Cu'!

coordenados aos ligantes iminopirinicos.

CompleXO %Ccalc, %Cexp, %Hcalc, %Hexp, %Ncalc‘ %Nexp, AM (S sz mol_

)
VII 43,88 43,66 3,38 2,90 12,79 12,41 179,79
VIII 58,56 58,78 6,28 5,92 11,38 11,31 136,37
IX 54,89 55,28 5,76 5,52 12,00 12,21 155,87
X 53,84 54,34 4,17 4,30 14,49 14,35 229,66
XI 45,70 45,80 2,93 2,73 7,84 7,90 281,75
XII 50,20 49,85 3,22 3,99 7,70 7,72 304,55
XIII 48,15 48,20 3,35 3,31 8,02 8,06 298,38

Fonte: Dados de pesquisa.

As andlises condutimétricas dos compostos VII a X foram realizadas em metanol
(1 x 10> M) e os dados da Tabela 21 indicam que os compostos estdo na faixa de eletrdlito 2:1,
como observado por Geary (GEARY, 1971) e por Velho (VELHO, 2006), Tabela 21. Com isso
pode-se inferir que em solugio os compostos se encontram carregados [Cu(N,N)2]** com os
dois nitratos fora da esfera de coordenagdo. Os dados de condutimetria dos compostos XI, XII
e XIII foram obtidos em solugdo de acetonitrila (1x10~> M) e os valores experimentais indicam
que os compostos sdo eletrolitos do tipo 2:1. Com isso podemos dizer que em solucao o PFg
atua como contra ion e os complexos em solucio sdo do tipo [Cu(N,N)(N,N,N)J**.

Tabela 21- Parametros de condutividade molar para diferentes tipos de eletrolito proposto por

Geary e Velho.
Solvente Eletrolito Faixa proposta por Geary Faixa proposta por Velho
(S cm? mol ™) (S cm?mol ™)
Acetonitrila 1:1 100-160 57-204
Acetonitrila 2:1 220-300 162-345
Metanol 1:1 80-115 62-123
Metanol 2:1 160-220 87-204

Fonte: (GEARY, 1971; VELHO, 2006)

4.3.2 [Espectrometria com ionizac¢io por electrospray de alta resolucio

O complexo VIII foi analisado por espectrometria de massas em alta resolu¢do no modo
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positivo utilizando metanol como solvente. Ao analisar o espectro de massas do composto VIII,
Figura 71, o pico do ion molecular em m/z 595,2853 ¢ relativo a espécie [M-2NOs]", revelando
que o metal reduziu durante a andlise. De acordo com a literatura, complexos de cobre(II)
analisados por espectrometria com ionizagdo por eletrospray no modo positivo podem sofrer
um processo inesperado de redugdo. Uma hipétese para explicar a redugdo do Cu' € que elétrons
gasosos produzidos por uma descarga elétrica entre o capilar ESI e o cone de amostragem pode
reduzir os ions de metal na superficie de uma gota ou na fase gasosa (SATTERFIELD;
BRODBELT, 2001; NAKAHATA, 2016).

O padrio isotdpico teodrico para o sinal de 100% do fragmento [M-2NOs]" corresponde
a m/z 595,2857, ou seja, um erro de -0,67 associado ao pico do ion molecular. Além disso, o
padrio isotopico do ion molecular estd em concordancia com os dados tedricos, como mostra a
Tabela 22. Com base nessa analise, pode-se afirmar que o composto VIII sofre redugdo em
solugdo de metanol. O sinal em m/z 267,1847 ¢ referente ao fragmento [CigH23N2]™ atribuido
ao ligante livre diipmp protonado. O célculo tedrico para esse fragmento corresponde a m/z
267,1856 e o erro associado corresponde a -3,37.

Figura 71- Espectro de massas do composto VIII.
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X107 4
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129 105972843
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] JU A L) sessss [M-2NO,]*
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Tabela 22- Valores do padrdo isotopico calculado e experimental obtidos para o complexo

carregado observado no EMs do composto VIII.

Padrao Isotopico calculado Padrao Isotopico experimental
595, 2857(100,0%) 595, 2853
597,2839 (44.6%) 597,2843
596,2891 (38.9%) 596,2883
598,2872 (17.4%) 598,2867
599,2906 (3.3%) 599,2893

Fonte: Dados de pesquisa.

4.3.3 Espectroscopia na regio do Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Nos espectros dos ligantes livres iminopiridinicos aparecem duas ou trés bandas na
regido do ultravioleta visivel que sio referentes as transi¢cdes T - m° do grupo imino de maior
energia, m > © do anel aromatico da piridina e © - n° do grupo fenil (QIU et al., 2009). Nos
ligantes Clmp e memp as bandas em 232 e 243 nm s3o atribuidas as transicdes T > do grupo
imino. As absorcdes em 282, 275 e 283 nm observadas para os ligantes Clmp, diemp e memp,
respectivamente, sio referentes as transi¢des m -> n do anel aromatico da piridina. Enquanto
que as bandas observadas em maiores comprimento de onda 330 (Clmp), 364 (diemp) e 333
nm (memp) sdo atribuidas as transigdes m -> m do grupo fenil (QIU et al., 2009). O
deslocamento e o0 maximo de absor¢dao das bandas atribuidas ao grupo fenil esta relacionado
com o efeito estérico e eletronico do grupo R ligado ao anel aromadtico. Por apresentar um
carater estérico e eletronico maior, a banda em 364 nm do ligante diemp encontra-se em maior
comprimento de onda em comparagdo com os demais ligantes (QIU et al., 2009).

A partir da analise feita dos espectros de absorcao dos ligantes foi possivel relacionar a
energia dos ligantes as transi¢des eletronicas dos complexos de formula [Cu(N,N)2(NOs)2]. No
espectro do complexo VII, Figura 72, as bandas em 325 nm (1,2x10* L mol~! cm™), 290 nm
(1,7x10* L mol™' cm™") € 239 nm (3,1x10* L mol~' cm™) sdo atribuidas as transi¢des intraligante
n > © do ligante iminopiridinico. O efeito batocromico observado nos deslocamentos das
bandas do complexo indica a coordenagdo do ligante ao centro metédlico. Os demais espectros

dos compostos VIII, IX e X podem ser encontrados no anexo B.
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Figura 72- Espectros UV-vis dos compostos VII e Clmp em solu¢do de ACN na concentragao

1x107> M.

Complexo VII

—— Clmp
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Fonte: Dados de pesquisa.

Os complexos de cobre com iminopiridinas e a terpidina substituida (mftpy) apresentam
bandas na regido entre 200 a 300 nm com valores de absortividade molar maior do que
1x10*L mol~'em™, indicando que as transi¢des que ocorrem nessa regido sio de predominancia
intraligante (IL, T — n* e n — 7). As bandas entre 300 a 400 nm sdo atribuidas como transi¢des
de transferéncia de carga metal ligante (TCML), devido ao cardter m receptor da 4-
metilfenilterpiridina (mftpy). Os deslocamentos dessas bandas quando comparados com os
respectivos ligantes livres indicam a coordenag@o ao centro metalico. Por exemplo, no espectro
do complexo XI, Figura 73, as bandas em 326 e 286 nm apresentam pequeno deslocamento
para a regidao do vermelho em relagdao aos ligantes mftpy e Clmp. Os dados referentes aos
espectros UV-Vis tanto para os ligantes quanto para seus respectivos complexos podem ser
consultados na Tabela 23. Os espectros dos demais complexos e os ligantes encontram-se no

anexo B.
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Figura 73- Espectros UV-vis dos compostos XI, mftpy e Clmp em solucdo de ACN na

concentragdo 1x10™> M.
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Tabela 23- Atribuicdo das bandas observadas (Amix) € valores de absortividade (emax) dos

complexos sintetizados VII-XIII.

Composto A (nm) ¢ (L.mol'cm™) Atribui¢do
mftpy 320 1,2x10* n—7n* e n—u*
277 4.2x10* 1—1* e n—o*
Clmp 323 7,1x10° n— m (fenil)
282 1,3x10* n— m (anel aromético da piridina)
232 1,3x10* n— 7 (imino)
Vil 325 1,2x10% IL (m—7*)
290 1,7x10* IL (n—7*)
239 3,1x10% IL (n—7*)
662 d-d
691 92,0 d-d
XI 326 2,3x10* TCML
286 3,1x10% IL t—n* e n—n*
230 4,4x10* IL t—n* e n—n*
617 d-d
616 46,4 d-d




95

VIII 336 1,7x10° IL (m—m*)
278 1,0x10* IL (n*—n*)
684 - d-d
735 131,0 d-d
Diemp 364 3,8x10° n— 7 (fenil)
275 1,3x10* n — m (anel aromético da piridina)
IX 333 4,5x10° IL (m—7*)
285 1,7x10% IL (m—x*)
690 - d-d
736 179,0 d-d
XI1 327 2,1x10% TCML
285 3,0x10* IL(m—n* e n—7*)
229 4,6x10* IL(m—n* e n—7*)
638 ) -
625 33,0 d-d
memp 333 6,2x10° 1 — m (fenil)
283 9,7x10° n— m (anel aromético da piridina)
234 1,1x10% T — 7 imino
X 329 1,8x10* IL (n*—n*)
289 2,3x10* IL (n*—n*)
716 - d-d
696 91,0 d-d
XIIT 329 2,9x10* TCML
287 3,4x10% IL(m—n* e n—>7*)
228 4,9x10* IL(n—7* e n—71*)
611 ; d-d
612 45,0 d-d

Fonte: Dados de pesquisa.

Os complexos de cobre contendo as iminopirinas foram caracterizados por refletancia
difusa e UV-Vis com o objetivo de analisar o arranjo estrutural adotado pelos complexos no
estado solido e em solugdo. O perfil da banda d-d nesses complexos no estado sélido ¢
caracterizado por uma banda assimétrica e larga na regiao entre 550 — 800 nm centrada em 662,

684, 690 e 716 nm para os compostos VII, VIII, IX e X, respectivamente. Segundo a literatura,
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as transi¢des d-d de complexos de Cu'' com geometria tetragonal ocorrem nessa mesma regiio
(SILVA etal., 2014). Em solugdo, os espectros dos complexos [Cu(N,N)2(NO3)2] foram obtidos
em ACN (1x1073 M) e diferentes perfis foram observados. Por exemplo, no espectro da Figura
74, a banda d-d no complexo [Cu(diemp)>(NO3).] (IX) desloca-se para maior comprimento de
onda (centrada em 736 nm) com valor de ¢ igual a 179 L mol~' cm™!, enquanto que no espectro
do complexo [Cu(memp)2(NO3)2] (X), Figura 75, a banda d-d ocorre em 696 nm com valor de
¢ igual 2 92,0 L mol-'cm™. Comparando os espectros das Figuras 74 e 75, no primeiro caso ha
um indicio de que em solugdo ocorra a perda de centrossimetria da molécula, pois, de acordo
com Toma as transicdes eletronicas com valores de absortividade molar entre 10 a 100 L mol™!

cm‘l

sdo atribuidas a complexos d" em campo On e complexos d" tetraédricos ou sem centro de
inversdo apresentam valores entre 100 a 1000 L mol~' cm™' (TOMA, 2016). No segundo caso,
ocorreu um deslocamento hipsocromico indicando que a geometria em solugdo difere daquela
observada no estado sdlido (tetragonal), sendo justificada pela substituicdo do ligante axial
nitrato (NO3 ) por moléculas do solvente ou mudanga de geometria.

Figura 74- Graficos de refletancia difusa e UV-vis do complexo [Cu(diemp)2(NO3)2] (IX).
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Figura 75- Graficos de refletancia difusa e UV-vis do complexo [Cu(memp)2(NO3)2] (X).
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Fonte: Dados de pesquisa.

Os espectros de reflectancia difusa dos complexos XI, XII ¢ XIII apresentaram uma
banda larga na regido entre 500 — 700 nm, centradas em 617, 638 e 611 nm, respectivamente.
Ja em solugdo de ACN, essas bandas encontram-se centradas em 616, 625 ¢ 612 nm,
respectivamente. Em geral, essas bandas sdo atribuidas as transi¢des d-d de complexos de Cu"!
pentacoordenados. Os valores de deslocamento estdo em concordancia com os encontrados na
literatura (bandas centradas na regido entre 645 — 770 nm) como descrito por Massoud ef al. ao
discutir os espectros UV-vis das estruturas de complexos de Cu' em ACN com numero de
coordenacdo igual a cinco (DONIZ KETTENMANN et al., 2021). Além disso, os espectros
UV-Vis dos complexos em acetonitrila (1,0x10~2 M) revelaram que apenas a banda d-d do
complexo [Cu(mftpy)(diemp)]** (XII) deslocou-se para menor comprimento de onda (625 nm,
& =33 L mol! cm™), Figura 76, indicando uma possivel mudanca na geometria do complexo.
Para os demais complexos os deslocamentos foram menores do que 1 nm, como pode ser visto
na Tabela 23 e nos espectros do anexo C, indicando que ndo houve mudanga de geometria ou
coordenagao de solvente ao centro metalico.

A influéncia que a 4-metilfenilterpidina exerce no desdobramento dos orbitais d €
consideravelmente maior do que as iminopiridinas, implicando em bandas d-d em regides de
menor comprimento de onda, isso pode ser observado nas bandas atribuidas a transi¢do d-d nos
complexos de cobre(Il) com iminopiridinas na regido do UV-vis, dados na Tabela 23. Nos
compostos VII, VIII, IX e X essas transi¢gdes encontram-se em regides de maiores

comprimentos de onda quando comparando com os compostos XI, XII e XIII.
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Figura 76- Espectros de refletancia difusa e UV-vis do [Cu(mftpy)(diemp)](PF¢)> (XII).
6

Complexo XII 75 1 = Complexo XII

W
(=]
1

638 625

A
a4 -
g(Lmol cm )

[\
1
N
W
1

0 T T T T T
400 500 600 700 500 600 700 800

A(nm) A(nm)

Fonte: Dados de pesquisa.

4.3.4 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

De acordo com os dados de CHN, os complexos de cobre(Il) contendo derivados de
iminopiridina sdo hidratados e pelos espectros de infravermelho as bandas largas caracteristicas
de estiramentos O-H foram observadas entre 3600 — 3300 cm™!, permitindo inferir que as
moléculas de 4gua ndo estdo coordenadas (NAKAMOTO, 1986).

As iminopiridinas apresentam absor¢des intensas na regido do IV como os estiramentos
das ligagdes -C=N- da imina. Nos ligantes livres Clmp, memp, diipmp e diemp esses

estiramentos ocorreram em 1623, 1626, 1632 e 1640 cm™

, € NOS seus respectivos complexos
essas bandas estdo deslocadas para regido de maior energia (1628, 1633, 1634, 1634 cm™)
como pode ser observado nos espectros da Figura 77 para o composto [Cu(memp):2]** (X). As
absorgdes intensas na regido entre 1600 — 1550 cm™' sdo atribuidas ao conjunto de estiramentos
C=N e C=C do anel aromatico na piridina. No ligante memp essas bandas estdo em 1583 e
1566 cm™ e no complexo [Cu(memp)2]** (X) esses estiramentos foram encontrados em 1588 e

1571 cm™, respectivamente (Figura 77). Essas atribui¢des mostram que os ligantes

iminopiridinicos coordenam via atomos de nitrogénio do grupo imino e piridina ao ion metalico

de Cu'’.
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Figura 77- Espectros de IV expandidos na regido entre 1700 — 1500 cm™' dos compostos X e

memp.
90 -
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Fonte: Dados de pesquisa.

namero de onda(cm )

As principais variagdes espectrais dos complexos em comparagao com o ligante livre

sdao encontradas nas regioes de deformacao do anel fora do plano e deformacgdo do anel no

plano, onde a absor¢ao dos anéis da piridina ocorre. Estas vibracdes nos ligantes livres ocorrem

em torno de 400 cm™ e 620 cm™! e nos complexos as bandas deslocam-se para maior niimero

de onda, como pode ser observado na Tabela 24. As diferengas nos deslocamentos dessas

bandas variam entre 7 ¢ 38 cm™' dependendo do modo vibracional e do ligante, sugerindo assim

a coordenagdo do nitrogénio da piridina ao metal.

Tabela 24- Valores de deslocamento da deformacdo do anel fora do plano e no plano dos

ligantes iminopiridinicos e seus respectivos complexos de Cu".

Compostos Vibracdo do anel da piridina
Deformagado do anel Deformagao do anel
fora do plano no plano

Clmp 405 626
IX 414 650
diipmp 407 621
X 428 657
diemp 407 617
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XI 429 655
memp 405 616
XII 424 654

Fonte: Dados de pesquisa.

Os espectros de IV dos complexos de cobre contendo iminopiridinas e terpiridina
também indicaram a coordenagdo dos ligantes ao centro metalico pelos atomos de nitrogénio,
uma vez que as bandas de estiramento carbono nitrogénio da imina e da piridina encontram-se

deslocadas para regido de menor niimero de onda. Por exemplo, no espectro do ligante Clmp,
Figura 78, a banda de Vc-x da imina encontra-se em 1623 c¢cm™ e no complexo

[Cu(mftpy)(Clmp)](PFs)> (XI) em 1620 cm™'. Enquanto os estiramentos das ligagdes C=N e
C=C da piridina nos ligantes Clmp e 4-metilfenilterpiridina encontram-se em 1602, 1584 ¢
1564 cm™, essas bandas no espectro do composto XI sdo atribuidas em 1605, 1574 e
1558 cm™. Além disso, os estiramentos C=C do anel aromatico do composto XI estdo em 1490,
1478, 1447, 1432 e 1406 cm™'. As atribui¢des dos ligantes e dos complexos estdo listados na
Tabela 25 e os seus respectivos espectros podem ser encontrados no anexo D.

Figura 78- Espectros de IV expandidos na regido entre 1650 — 1400 cm™! dos compostos XI,

Clmp e mftpy.
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Tabela 25- Atribuicdes de alguns modos de estiramento na regido do infravermelho dos

ligantes livres iminopiridinicos e dos complexos VII-XIII.

Atribuigodes Compostos
mftpy Clmp diipmp diemp memp VII VIII IX X XI XII  XIII
Vot - - - - - 3471 3445 3446 3645 - - -
3392
Ve Nimin - 1623 1632 1640 1626 1628 1634 1634 1633 1620 1617 1620
Veanscae 1602 1600 1587 1584 1602 1596 1600 1599 1598 1605 1603 1605
1584 1586 1567 1565 1583 1574 1572 1571 1574 1573 1573
1565 1565 1566 1558 1556 1558
Veecar 1514 1478 1471 1467 1505 1487 1462 1470 1506 1490 1477 1509
1466 1462 1440 1454 1489 1449 1440 1462 1480 1478 1451 1479
1438 1434 1435 1464 1435 1454 1444 1447 1429 1447
1410 1405 1438 1411 1432 1404 1431
1406 1405
Veotar 3064 3083 3075 3057 3053 3092 3101 3076 3054 3101 3112 3127
3051 3067 3058 3010 3032 3066 3066 3029 3027 3040 3084 3097
3029 3050 3013 3006 3033 3033 3041 3033
3019
Veis - - 2959 2965 2917 - 2965 2970 2955 - 2970 2970
N 2926 2932 2856 2930 2935 2928 2935 2922
2868 2870 2868 2877 2876 2864
Vch2
Vpp - - - - - - - - - 827 828 819
814

Fonte: Dados de pesquisa.

4.4.

Atividade Antitumoral in vitro dos complexos de Ni'' e Cu"!

O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais comum no mundo. Para classificar

pacientes com cancer de mama, uma série de fatores clinicos e patologicos sao considerados a

fim de avaliar o prognostico e determinar a terapia adequada. Os tumores de mama sdo

categorizados em trés principais classes: os que apresentam receptor de estrogénio (ER+) ou
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receptor de progesterona (PR+), os que apresentam fator de crescimento epidérmico humano,
termo conhecido em inglés como Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER-2+) com
ou sem ER+, e o triplo-negativo (TN) definido pela auséncia desses receptores (PEROU et al.,
2000; SORLIE et al., 2001). Geralmente, os tumores triplo negativo possuem um pior
prognostico quando comparados a outros subtipos de tumores, pois apresentam maior risco de
recorréncia no periodo de trés anos, maiores taxas de mortalidade e sdo altamente metastaticos,
com disseminagao para 6rgaos solidos como figado, pulmao e cérebro (RAKHA; ELLIS, 2009;
MAYER et al., 2014; ABRAMSON et al., 2015; POPOLIN, 2016).

Com base nessas informacdes, a atividade antitumoral dos ligantes e seus complexos foi
analisada em duas linhagens metastaticas de mama, a saber, MCF-7, uma linhagem celular
positiva de receptor hormonal e a MDA-MB-23, uma linhagem celular triplo negativa. Para
facilitar a discussdao, os resultados da atividade citotoxica in vitro dos compostos serao
discutidas separadamente, de acordo com as diferentes classe de ligantes utilizadas neste
trabalho. Os complexos de formula [Ni(7>-NO3)(O-O)(fen)] foram testados em diferentes
concentragdes (250 — 3,9 uM) e incubados com células MCF-7 e MDA-MB-231, durante 48 h.
Da mesma forma que a cisplatina, todos os complexos de niquel foram mais eficazes contra a
linhagem celular MCF-7 do que contra as células MDA-MB-231 (Tabela 26). Mais
especificamente, os complexos I e I foram 1,62 e 2,18 vezes mais eficientes do que a cisplatina
contra a linhagem MCF-7 (ICso complexo I = 29,94 uM; ICso complexo I = 22,33 uM e ICso
cisplatina = 48,78 uM). Uma vez que os valores de ICso para os complexos I e II sdo proximos,
podemos especular que o mecanismo de morte celular de I e II em células MCF-7 deve ser
semelhante. Com exce¢io do complexo III, os demais compostos de Ni'! foram mais ativos do
que o farmaco de referéncia (cisplatina) na linhagem MDA-MB-231. Curiosamente, todos os
ligantes livres também foram mais ativos nas células MDA-MB-231 do que nas células
MCF-7, mas apenas a fen foi mais eficaz do que a cisplatina. Contudo, foi demonstrado
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa que complexos ternarios de Cu'! com B-dicetonas,
fenantrolina e derivados foram seletivos (indice de seletividade > 3) ao passo que a fenantrolina
e seus derivados ndo foram (POLLONI et al., 2019; SOUSA et al., 2020). Quanto as células
MCF-7, os complexos de niquel aqui relatados apresentaram atividade semelhante ou superior
quando comparados a outros complexos de niquel ja descritos na literatura (SUKANYA;
VENKATA RAMANA REDDY, 2018; ANJOMSHOA et al., 2019; DEVI et al., 2019;
KUMAR et al., 2019).
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Tabela 26- Atividade antitumoral dos complexos de Ni' e seus ligantes.

Compostos ICsovcr-7) (M) ICs0 (MmpA-MB-231) (UM)
Hbta 237,50 & 3,63 161,00 = 5,78
Hbtc 166,90 *+ 6,20 51,35 =+ 0,64
fen 49,78 + 3,78 7,44 £ 2,55
[Ni(7°-NOs)(bta)(fen)](I) 29,94 + 1,97 50,86 + 0,99
[Ni(17*-NO3)(btc)(fen)](IT) 22,33 + 325 37,30 + 1,97
[Ni(17*-NO3)(btf)(fen)](I11) 61,71 = 5,20 86,82 + 2,3
cisplatina 48,78 = 1,63 60,24 = 2,54

Fonte: Dados de pesquisa.

A atividade antitumoral dos compostos de Cu'' contendo a hidrazida bth e os diferentes
ligantes N-doadores também foi analisada nas linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-
MB-231 em diferentes concentragdes (50 a 0,024 uM) por 48 h (Tabela 27). De acordo com os
resultados, os ligantes fenantrolina (fen) e dimetoxibipiridina (dmt) foram mais ativos na
linhagem MDA-MB-231, enquanto que nas células MCF-7, a terpiridina foi o tnico ligante a
apresentar alta atividade (ICso < 10 uM), sendo 45 vezes mais potente do que o ligante bth, que
apresentou um valor de ICso superior a 160 uM em ambas linhagens tumorais. Ao analisar os
valores de ICso dos complexos, conclui-se que a quelagdo exerceu um papel fundamental no
aumento da atividade citotoxica, uma vez que os complexos metéalicos apresentaram alta
atividade citotoxica, superior a da cisplatina e seus respectivos ligantes livres, exceto o
complexo IV que foi menos ativo que a fen. Os resultados contra a linhagem MCF-7
demonstraram que os compostos IV e V possuem boa capacidade em inibir a proliferacao das
células tumorais com valores de ICso de 13,3 e 12,0 uM, respectivamente. Comparando os
resultados obtidos, verifica-se ainda que o composto IV foi 3 vezes mais ativo do que a
fenantrolina enquanto o composto V foi 25 vezes mais ativos do que o ligante dmt. Os
compostos IV e V também apresentaram boa atividade antitumoral na linhagem MDA-MB-
231, sendo que o composto V (ICso = 11,3 uM) foi mais ativo que o ligante dmt
(ICs0= 25,0 uM) e a cisplatina (ICso = 58,1 uM). Dos trés complexos analisados, o complexo
VI foi o mais ativo, com valores de ICso iguais a 3,3 uM e 8,38 uM nas linhagens MCF-7 e
MDA-MB-231, respectivamente. Considerando a linhagem MDA-MB-231, o composto VI foi
2 vezes mais citotoxico do que a terpiridina (tpy). De um modo geral, a introdugao da terpiridina

na esfera de coordenacdo do cobre'! contendo a hidrazida bth melhorou os resultados de
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citotoxicidade em comparagdo com os complexos IV e V e aos compostos obtidos
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, dentre eles Cu(4-FH)(fen)(ClO4), e Cu(4-
NH)(fen)(ClO4)2 (4-FH = 4-fluoro-fenodxiacetico-hidrazida, 4-NH = 4-nitro-benzil-hidrazida e
fen =1,10-fenantrolina), que apresentaram valores de ICso de 6,5 e 4,6 uM, respectivamente,

contra linhagem de cancer de mama MCF- 7 (PAIXAO et al., 2017).

Tabela 27- Atividade antitumoral dos complexos de Cu'' com hidrazida e seus ligantes.

Compostos ICsomcr-7y(nM) ICs0 (MpA-MB-231)(nM)
bth 167,2 + 1,13 349.9 + 0,50
fen 49,8 £2.32 7,4 +0,34
dmt 312,7 + 1,83 25,0 + 0,23
tpy 3,7+0,56 17,26 = 1,06
[Cu(bth)(fen)(NO3)](NO3)2 (IV) 13,3+0,33 12,08 + 0,44
[Cu(bth)(dmt)(NO3)](NOs3)2 (V) 12,0 + 0,001 11,3 0,60
[Cu(bth)(tpy)](NO3)2 (VI) 3,3+0,28 8,38 + 1,52
cisplatina 65,6 £ 0,50 58,1 +0.,8

Fonte: Dados de pesquisa.

A atividade antitumoral das duas séries de compostos de Cu'' contendo iminopiridinas
também foi avaliada nas linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 em diferentes
concentragdes (1,25 a 160 pM) e no periodo de 24 h a 48 h como mostra a Tabela 28. Conforme
os graficos no Anexo F, os testes de viabilidade celular indicaram que os ligantes
iminopiridinicos € mftpy ndo inibem em pelo menos 50% a proliferacdo das células tumorais
de mama, impossibilitando assim o célculo do ICso. Os complexos [Cu(clmp)2(NO3)2] (VII) e
[Cu(diipmp)2(NO3)2] (VIII) também ndo exibiram atividade antitumoral contra as células
MCF-7 e MDA-MB-231, apresentando valores de ICso maiores do que 160 uM. No periodo de
24h, o composto [Cu(diemp)2(NO3)2] (IX) apresentou valor de ICso igual a 77,80 uM na
linhagem MDA-MB-231, porém no tempo de 48 h o composto ndo inibe de maneira eficiente
a proliferacdo dessas células com ICso> 160 uM. Esses resultados indicam que um mecanismo
de reparo eficiente foi acionado contra o complexo ou as células tumorais adquiriram resisténcia
a ele, como na cisplatina (ROCHA et al., 2018). O composto [Cu(memp)2(NO3):] (X) também
apresentou atividade antitumoral moderada contra as células MCF-7, porém também houve
diminui¢ao de sua atividade com o tempo. Na linhagem MDA-MB-23, apos 48 h, foi possivel
determinar um valor de ICso=129,9 uM contra a linhagem tumoral MDA-MB-231.

Os complexos de Cu'! contendo os ligantes iminopiridinicos e 4-metilfenilterpiridina
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(mftpy) apresentaram moderada atividade antitumoral somente nas linhagens MDA-MB-231.
O composto [Cu(diemp)(mftpy)](PFs)2 (XII) apresentou um mecanismo de agdo diferente do
composto [Cu(clmp)(mftpy)](PFes)> (XI), pois apds 48 h de incubacdo foi observada uma
inibicao mais eficaz contra a proliferacao das células tumorais (ICso = 100,7 uM). Essa eficacia
também pode ser observada ao comparar a atividade citotéxica dos complexos
[Cu(diemp)2(NO3)2] (IX) e [Cu(diemp)(mftpy)](PFs)2 (XII) por 48 h. O complexo XII foi mais
citotoxico que o IX, devido provavelmente ao seu mecanismo de agdo que consegue romper 0s
mecanismos de reparo e a resisténcia adquirida pelas células tumorais. Comparando os
complexos [Cu(memp)2(NO3)2] (X) e [Cu(memp)(mftpy)](PFe)> (XIII) a introdu¢ao da mftpy
neste caso ndo foi relevante, uma vez que, por 48 h os compostos apresentaram valores
proximos de ICso contra as células MDA-MB-231. A avaliagdo da citotoxicidade em outras
linhagens celular ¢ desejavel, afim de avaliar melhor o potencial antitumoral destes compostos.

Tabela 28- Atividade antitumoral dos complexos de Cu'' com iminopirinas.

Compostos 24 horas 48 horas
ICsomcr-7y  ICsoompa-MB-231)  ICsovmcr-7y  ICsompA-MB-231)

[Cu(clmp)2(NO3)2] (VII) ND ND ND ND

[Cu(diipmp)2(NOs3)2] (VIII) ND ND ND ND

[Cu(diemp)2(NO3)2] (IX) ND 77,80 ND ND
[Cu(memp)2(NO3)2] (X) 50,31 ND ND 129.9

[Cu(clmp)(mftpy)](PFs)2 (XI) ND 135,9 ND ND
[Cu(diemp)(mftpy)](PFs)> (XII) ND ND ND 100,7
[Cu(memp)(mftpy)](PFe)2 (XIII) ND 123.4 ND 138,2

Legenda - ND: Néo determinado. ICso > 160 uM. Fonte: Dados de pesquisa.
4.5. Interacio com ADN

Os complexos metalicos dependendo de sua estrutura e da natureza dos ligantes podem
ter diferentes modos de interacdo com o ADN e serem considerados bons candidatos a
metalofarmacos. Mais especificamente, quando ligantes labeis estdo ligados ao metal, eles
podem ser deslocados por um atomo de nitrogénio da base purina resultando na formacao de
uma ligagdo covalente entre o metal e 0 4&tomo de nitrogénio da base do ADN, como no caso
da cisplatina. No caso de complexos estaveis ou inertes, eles podem se ligar ao ADN de forma
nado-covalente ao quebrar a hélice do ADN, dependente de suas estruturas; por interagao

eletrostatica, quando um complexo cationico pode interagir com os grupos fosfato do ADN de
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carga negativa. Outra forma de interagdo ¢ por intercalagdo quando complexos com ligantes
fenantrolina e/ou terpiridina que apresentam anéis aromaticos planares, podem interagir devido
a insercdo desses anéis entre as bases do ADN e a possibilidade de formagao de ligacao de
hidrogénio ou for¢as de van der Waals entre o complexo e a superficie externa do ADN resulta
em interacdes de ligagdo ao sulco maior ou menor da hélice do ADN. (NIKOLAOU; SILVA,
2018). Portanto, essas interacdes podem ser exploradas para fins medicinais, bloqueando ou
impossibilitando a replicacao do ADN por meio de ligacao ou clivagem oxidativa ou hidrolitica.

Uma gama de técnicas espectroscopicas e fisico-quimicas sdo utilizadas para estudar a
interagdo de complexos metalicos com acidos nucléicos para distinguir possiveis modos de
ligacao (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; KELLETT et al., 2019). As espectroscopias
usadas rotineiramente incluem: UV-Vis, emissdo de fluorescéncia e dicroismo linear (DL) e
circular (DC) (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; KELLETT et al., 2019).

A espectroscopia UV-Vis ¢ frequentemente usada para investigar a interacdo entre
compostos metalicos e ADN(SIRAJUDDIN; ALL; BADSHAH, 2013; REHMAN et al., 2015).
De acordo com a literatura, mudangas no perfil espectral durante a interagao entre o ADN e um
complexo metalico podem oferecer informagdes relevantes sobre o modo de liga¢do envolvido
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Complexos metalicos que se ligam através de
intercalagdo exibem efeito hipocromico (diminuigdo da absorbancia) frequentemente
acompanhado por batocromismo (desvio para o vermelho) (LI et al., 2014). Este tipo de
interagdo envolve a interacdo de empilhamento n-m * entre o par de bases do ADN e um
cromoéforo aromatico (LI et al., 2014; KAZEMI et al., 2015; BARRA et al., 2016), enquanto o
efeito do hipercromico ¢ atribuido ao modo de ligagcdo do sulco, que pode ser o resultado da
desnaturagdo da estrutura de dupla hélice e / ou a ligagdo eletrostatica como resultado da
interagdo entre compostos catidnicos e grupos fosfato da estrutura do ADN (SIRAJUDDIN;
ALI; BADSHAH, 2013).

Mudangas na morfologia do ADN induzidas pela presenga de complexos metélicos
podem ser monitorado com alta sensibilidade usando a técnica de dicroismo circular (DC)
(CHANG; CHEN; HOU, 2012). Os espectros de DC do ADN mostram duas bandas entre 220
— 300 nm, uma banda negativa em ~ 245 nm atribuida a forma B do lado direito do ADN e uma
banda positiva em ~ 275 nm relacionada com o empilhamento n-n * da base (DA SILVEIRA
et al., 2011; REHMAN et al., 2015). Um aumento no sinal eliptico nas bandas positivas e
negativas indica intercalagdo (KELLETT et al., 2019), enquanto liga¢ao no sulco ou interacao
eletrostatica ¢ observada quando pouca ou nenhuma mudanga ocorre nos espectros de DC

(ZHAO et al., 2014; REHMAN et al., 2015).



107

4.5.1 Interag¢io com ADN dos complexos de Ni'! por UV-vis e dicroismo celular

A Fig. 79 mostra o espectro eletronico do complexo I1I (os espectros dos complexos I
e II sdo mostrados no anexo G). Ao aumentar a concentragdo de ct-ADN, foi observado um
efeito hipocromico nas bandas de transferéncia de carga intraligante (ILCT) na faixa entre
334 — 350 nm para todos os complexos de Ni. Além disso, o aparecimento de pontos
isosbésticos para os complexos I e III (Tabela 29) sugere a presenca de, pelo menos, duas
espécies em equilibrio na solucdo (complexo livre e ligado ao ADN)(GAO etal., 2010; ZEHRA
et al., 2018). Os valores das constantes de ligagdo intrinseca (Kp) para todos os complexos de
Ni"" foram obtidos por meio do grafico de Benesi-Hildebrand e sdo mostrados na Tabela 29.
Figura 79- Espectros UV-vis do complexo III (3,0 x 107> M) obtidos a partir de concentragdes
crescentes de ct-ADN (1,21 x 10" mol L™!) em solugfio tampdo (pH 7,2). Requadro: 1/AA
versus 1/[ADN].

1.2 30
1.0 1€ rd
4 12 //

0.8+ T8 ,a”
8 )
€ 0.6 20000 40000 60000  8000Q
¢ 1/[DNA]
< 044

0.2

0.0

250 275 300 325 350 375 400
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Dados de pesquisa.

Os valores das constantes de ligago, Kb, obtidos para todos os complexos de Ni'! sdo
menores do que os valores das constantes de ligagdo relatados na literatura para
metalointercaladores e intercaladores classicos (por exemplo, 10’ M~ 1) (SIRAJUDDIN; AL,
BADSHAH, 2013). Sendo assim, uma interacdo por meio de ligacdo no sulco e/ou forgas
eletrostaticas com o grupo fosfato na estrutura do ADN nio pode ser descartada, uma vez que

os complexos sdo catidnicos em solugéo.
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Tabela 29- Constantes de ligacdo do ADN (Kp) e pontos isosbésticos dos complexos de

niquel(Il).
Complexos Ponto Isosbéstico (nm) Kp (M) R*
| 257 6,05x10° 0,9936
1 - 1,31x10* 0,9450
I 259 4,94x10° 0,9942

*coeficiente de correlagdo.
Fonte: Dados de pesquisa.

Ao analisar os espectros de dicroismo celular dos compostos de Ni', pouca ou nenhuma
mudanca no perfil espectral de DC foi detectado ao aumentar a concentragiio dos complexos de
niquel(1l), sugerindo uma interagfo eletrostatica e/ou ligagdo no suco, como pode ser observado
no espectro de DC do composto 111, Figura §0.

Figura 80- Espectros de DC apds adi¢do de concentragdes crescentes do complexo TII
(1,010 M, em DMSO) ao ct-ADN (7,09x107> M) em tampdo Tris-HCI 10x107> M / NaCl
100x107* M, r = [complexo]/[ADN].
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Fonte: Dados de pesquisa.

O experimento de competi¢cdo de fluorescéncia com Hoechst 33.258 foi também
realizado para investigar o modo de ligagdo entre os complexos de niquel e ct-DNA (RUIZ et

al., 2013; REHMAN et al., 2014). A sonda Hoechst 33258 liga-se ao sulco menor do ADN,
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resultando em um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia do sistema ADN-
Hoechst (REHMAN et al.,, 2014). O experimento de competicdo com Hoechst 33258
empregando o complexo III, Fig. 81, mostrou que ao aumentar a concentragao do Il na solugao
Hoechst-ADN, a fluorescéncia Hoechst-ADN diminui. O mesmo comportamento também foi
observado para os compostos I e II (os espectros de fluorescéncia I e II estdo disponiveis no
anexo G). Esses resultados sugerem que os complexos de niquel sdo capazes de se ligar ao sulco
menor do ADN, deslocando o Hoechst 33258 ligado a estrutura do ADN. Este comportamento
¢ consistente com os resultados de absor¢ao UV-Vis e DC relatados anteriormente. Até agora,
uma conclusdo que pode ser tirada é que a atividade citotoxica de complexos de niquel (ver
Tabela 26) se correlaciona com afinidades de ligagdo ao ADN, no qual os complexos com
constantes de ligacdo mais fortes exibem maior citotoxicidade.

Figura 81- Espectros de fluorescéncia apos adicdo de concentracdes crescentes do complexo
III (1,0x107° M, em DMSO) ao ct-ADN (7,09x10~°> M) em tampdo Tris-HCI 10x107> M / NaCl
100x1073 M, r = [complexo]/[ADN].
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Fonte: Dados de pesquisa.
4.5.2 Intera¢io com ADN dos complexos de Cu' por UV-vis e dicroismo celular

Os modos de ligacdo dos complexos IV, V e VI foram avaliados pela curva de titulacao
espectrofotométrica com ct-ADN e os espectros de UV-vis dos complexos foram obtidos na
auséncia e com incrementos sucessivos de ct-ADN. Na Fig. 82, ao aumentar a concentracao de

ct-ADN o efeito hipocromico fica evidenciado nas bandas de transferéncia de carga intraligante
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(ILCT) na faixa entre 281— 350 nm dos compostos IV e V (espectro UV-vis do complexo IV
no anexo G). Um comportamento diferente foi observado no espectro UV-vis do composto VI,
Fig. 83, um deslocamento hipercrémico na banda de transferéncia de carga intraligante (ILCT)
em 255 nm seguido de um efeito hipocromico na regiao entre 281 — 336 nm na banda de TCML.
Além disso, somente esse composto apresentou um ponto isosbéstico em 275 nm (Tabela 30)
sugerindo a presenca de pelo menos duas espécies, complexo livre e ligado ao ADN, em
equilibrio na solugdo (GAO et al., 2010; ZEHRA et al., 2018). Os valores das constantes de
ligacdo intrinseca (Kyp) para todos os complexos de cobre foram obtidos por meio do grafico de
Benesi-Hildebrand e sdo mostrados na Tabela 30.
Figura 82- Espectros UV-vis do complexo V (4,0 x 107> M) obtidos a partir de concentra¢des
crescentes de ct-ADN (1,21 x 10 M) em solucdo tampdo (pH 7,2). Requadro: 1/AA versus
1/[ADN].
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Figura 83- Espectros UV-vis do complexo VI (2,5 x 107> M) obtidos a partir de concentracdes
crescentes de ct-ADN (1,21 x 10* M) em solucio tampdo (pH 7,2). Requadro: 1/AA versus
1/[ADN].
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Fonte: Dados de pesquisa.

Tabela 30- Constantes de ligacdo do ADN (Ky) e pontos isosbésticos dos complexos ternarios

de cobre(II).

Complexos Ponto Isosbéstico (nm) Ky (M) R*
| AY - 4,22x10? 0,9960
A% - 3,09x10° 0,9991
VI 275 9,24x10° 0,9968

*coeficiente de correlagao.

Fonte: Dados de pesquisa.

No espectro de DC do composto V, Figura 84, pode-se observar que nao houve
alteracdes significativas com a adi¢do de crescentes concentragdes do complexo V ao ct-ADN.
O perfil do espectro continua o0 mesmo, sugerindo uma interacao eletrostatica e/ou ligagdo no
suco. O mesmo pode ser observado para os demais compostos (espectros no anexo G). Como
o composto VI apresentou o maior valor de Ky, € maior citotoxicidade (ver Tabela 27), podemos
inferir que existe uma relag@o entre o modo de ligacdo do composto e sua atividade antitumoral.

Os testes de competicdo de fluorescéncia com a sonda Hoechst 33.258 ndo foram

realizados para os complexos IV, V e VI, pois tais compostos absorvem na mesma regiao da



112

sonda.

Figura 84- Espectros de DC ap6s adi¢io de concentracdes crescentes do complexo V (1,0x1073
M, em ACN) ao ct-ADN (7,09x107> M) em tampao Tris-HCI 10x107> M / NaCl 100x107> M,
r = [complexo]/[ADN].
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Fonte: Dados de pesquisa.

4.6. Ancoragem Molecular dos complexos de Ni'!

Para melhor entender as diferencas nos valores de ICso apresentados pelos complexos
de Ni'! simulagdes de ancoragem molecular, termo comumente conhecido em inglés como
molecular docking, seguidas de simulag¢des semi-empiricas foram executadas a fim de estudar
a energia e a interagdo dos compostos I-III com ct-ADN.

Nos estudos por docking molecular foi utilizado a sequéncia do ct-ADN
d(CGCGAATTCGCG); (PDB ID: 1BNA), e os resultados indicam que os compostos se ligam
no sulco menor em uma regido rica em pares de bases A-T como mostra a Figura
85A(THAKUR et al., 2019). A geometria das interacdes ¢ estabilizada por interagdes
hidrofobicas no sulco menor da regido ct-ADN (Figura 85B) e, neste caso nao foi observado
formacgdo de ligagdo de hidrogénio por nenhum composto. Os resultados sugerem que a
introducdo de um substituinte cloro no anel aromatico do composto I melhorou a interagao
com ct-ADN, indicando uma geometria de interacdo mais favordvel em comparacdo com 0s
outros complexos (Figura 85B). Os estudos de docking e semi-empiricos ndo foram capazes de
prever a interagdo eletrostatica, porém essa interagao nao pode ser descartada devido ao carater

16nico do composto em solucgao.
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Figura 85- Ancoragem molecular seguidas de simula¢des semi-empiricas dos complexos I-I11
com ct-ADN. A) representa o complexo II (bastdes) ligado no sulco menor do ct-ADN
(desenho e superficie) em uma regido rica em A-T. B) representa a ligacdo dos complexos I

(azul), II (rosa) e III (amarelo) no sulco menor do ct-ADN.

Fonte: Dados de pesquisa.

A Tabela 31 traz os dados da energia de interacdo (AHin() dos compostos de Ni'' com ct-
ADN obtidos a partir do docking molecular. Os dados indicam que o composto II apresenta o
menor valor de energia de interagdo (17 kcal mol™), corroborando com os resultados de
citotoxicidade e interagdo com ADN, considerando que o composto Il foi mais ativo nas
linhagens tumorais e possui o maior valor de Kb.

Tabela 31- Calculos semi-empiricos obtidos a partir da interagdo dos compostos I-III com ct-
ADN.

Compostos  AHint (kcal mol™)

I 24
11 17
111 36

Fonte: Dados de pesquisa.
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4.7. Clivagem dos complexos de Ni"!

O ADN plasmidial pode apresentar trés conformagdes distintas que estdo
esquematicamente representadas na Figura 86 (SILVA, 2013). Na forma superenovelada do
ADN plasmidial (Forma I, F 1), os plasmideos sdo geralmente representados como um circulo
estendido, mas, na verdade, estdo intactos mantendo sua fita de ADN de forma superenrolada.
Essa ¢ a forma mais rapida de migracdo em gel na maioria das condi¢des de eletroforese.
Quando FI sofre uma quebra simples (em apenas umas das fitas) durante o isolamento do
plasmideo ou no tratamento com compostos que interagem com o ADN, ocorre o relaxamento
da estrutura superenovelada e o ADN plasmidial assume a forma circular aberta (Forma II, F
I1). Essa ¢ a forma do plasmideo de migracdo mais lenta. Se houver outro evento de clivagem
na cadeia complementar perto do local da primeira quebra, ha a formacao de uma quebra dupla
e 0 ADN plasmidial fica na sua forma linear (Forma III, F III). Na maioria das condi¢cdes em
gel, o ADN plasmidial linear migra a uma taxa intermedidria entre a forma superenrolada e a
circular. As trés formas possuem mobilidade eletroforéticas diferentes, portanto, podem ser
separadas por eletroforese em gel de agarose e entdo analisadas conforme a quantidade e a
forma de ADN clivado.

Figura 86- Representacio esquematica das 3 formas das moléculas de ADN plasmidial.
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Fonte: Adaptado de (SILVA, 2013)

Diferentes concentracdes do complexo Il no tratamento do plasmideo mostram sua
capacidade em clivar o ADN (Fig. 87 e 88). Porém, foi apenas na presenca de peroxido de
hidrogénio (H202) que o complexo foi capaz de induzir cortes na dupla hélice do ADN,

produzindo plasmideos lineares (forma III), conforme observado no controle tratado com a
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enzima de restricdo Nhel (Nhel digested). Também foi observado na eletroforese em gel de
agarose que a presenca de H>O; potencializou o surgimento das bandas nas Formas II (cortes
na fita simples) e IIl (cortes na dupla fita), uma vez que todas as bandas divergiram
estatisticamente do controle tratado apenas com H>O». Além disso o DMSO, um sequestrador
de espécies reativas de oxigénio, foi capaz de reduzir a quantidade de quebras na fita de ADN
nas concentragdes utilizadas.

Figura 87- Clivagem representativa do plasmideo siSTRIKE ™ pelo complexo II. Resultados
quantitativos densitométricos da eletroforese em gel de agarose. Os dados sdo expressos como
média = desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata. Diferencas significativas
foram determinadas utilizando testes ANOVA de uma via e o de comparagdes multiplas de
Tukey. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 (em comparagdo com o tratamento

de controle com H202 15 mM). **** p <<0,0001. ns ndo significativo.
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Figura 88- Resultado da eletroforese em gel, mostrando o aumento da forma Il e Il do

plasmideo induzido pelo co-tratamento com o complexo II e H>Ox.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Kong et al. utilizaram diferentes condi¢des reacionais para investigar a influéncia dos
complexos de niquel ao danificar o ADN e concluiram que a maioria precisava de um agente
externo para induzir rupturas (KONG et al., 2008). Ali et al. também observaram que
complexos de Ni'! podem degradar o plasmideo pBR322 através da clivagem oxidativa na
presenca de H>O; induzido pela formagdo de radicais hidroxila. Os autores observaram que a
adicdo de um sequestrador de radical hidroxila, como o DMSO, inibe completamente a
atividade de clivagem do ADN dos complexos estudados (ALI et al., 2014). Segundo esses
autores, as reacdes do tipo Fenton ou de Haber-Weiss podem explicar como ocorre essa quebra
oxidativa. Assim, inicialmente o ion niquel é oxidado por H:0O2 para produzir o radical
hidroxila, ¢ na segunda ctapa, o Ni** formado ¢ reduzido de volta. Os radicais hidroxila sdo
responsaveis pela quebra do ADN. As seguintes equa¢des podem explicar como os complexos

de niquel induzem a formacdo desses radicais:

H>O: + Ni**complexo — Ni**-complexo + OH™ + 'OH

H>0: + Ni**-complexo — Ni**-complexo + 2H" + 'Oy~

Bedier et al. também estudaram a interagio de complexos de Fe'l, Ni'', Zn'' ¢ Hg"
coordenados a benzil a-monoxima piridiltiosemicarbazona com ADN. Eles trataram o ADN de

timo de bezerro com os complexos e realizaram analises de eletroforese em gel. Os resultados
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mostraram que o complexo de Ni" exibiu a maior e mais completa atividade de clivagem do

ADN e que o mecanismo de quebra foi dependente da presenca de H>O2 (BEDIER et al., 2017).

4.8. Apoptose dos complexos de Ni'!

Uma vez que os complexos de niquel mostraram atividade antitumoral contra a
linhagem celular MCF-7, eles foram selecionados para estudos de apoptose a fim de elucidar o
mecanismo pelo qual induzem a morte celular. Em uma abordagem simples, a deteccao de
apoptose por Anexina V/iodeto de propidio (IP) por citometria de fluxo consiste na ligagdo da
Anexina V a fosfatidilserina, na membrana das células que estdo iniciando o processo de morte
celular apoptoética, e na ligagdo do IP ao ADN das células que ndo apresentam integridade de
membrana, ou seja, células que estdo em processo final de apoptose e/ou células necroticas. De
acordo com a Fig. 89A os complexos I e II induziram apoptose tardia semelhante a cisplatina,
fendomeno esse que pode ser explicado pela possibilidade desses complexos interagirem com o
ADN. Da mesma forma, Polloni ef al. mostraram que complexos semelhantes de Cu'' também
induziram apoptose tardia em células de sarcoma 180 (POLLONI et al., 2019). Em 48 h, ndo
foi observada necrose (Fig. 89B) ou apoptose precoce (Fig. 89C) para os complexos de Ni'™.
Figura 89- A) Tratamento das cé¢lulas MCF-7 com os complexos I e I1 leva a apoptose tardia.
B) mas sem efeitos sobre a necrose ou C) apoptose precoce. Os resultados sdo apresentados
como uma média dos experimentos em triplicata. O teste t de Student e os dados ndo
paramétricos foram comparados com o teste U de Mann-Whitney. Diferencas significativas em

comparac¢ao com o meio sao denotadas * p <0,05.
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4.9. Ensaios de migracio celular dos complexos de Cu!' coordenados a

hidrazida e N-doadores — método Wound Healing

A migragdo celular ¢ essencial para muitos processos biolégicos, como reparo e
regeneragao tecidual. Entretanto, o processo descontrolado impulsiona a progressdo de muitas
doengas, incluindo a invasdo e metastase do cancer (CONDEELIS; SINGER; SEGALL, 2005;
ALMEIDA; AMORIM, 2019). Para avaliar os efeitos dos complexos IV, V e VI sobre a
migragdo celular, foi realizado um ensaio de Wound Healing nas células MCF-7 e MDA-MB-
231.

Conforme mostrado na Fig. 90, a taxa de fechamento do risco em uma area definida
representa a capacidade migratoria das células apds o tratamento com os compostos de Cu(Il)
e a cisplatina. As células cancerosas ndo tratadas no grupo de controle migram rapidamente
para a area da ferida. O mesmo pode ser observado quando as células foram tratadas com o
farmaco de referéncia (cisplatina). Em contraste, a mobilidade das c€lulas cancerosas tratadas
com o composto IV ¢ marcadamente reduzida.

Figura 90- Imagens dos riscos obtidas apds 0, 24 e 48 h de incubagdo do composto IV (5pM)
nas células tumorais de mama MDA-MB-231, em comparagdo com o controle e a cisplatina

(SuM).

Sem tratamento

Cisplatina (5 uM)

IV(5 uM)

Fonte: Dados de pesquisa
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Os resultados na Figura 91, permitem observar que apos o tempo de incubagédo de 24
horas na concentragdo de SuM, os complexos V e VI inibem em aproximadamente 5% a 10%,
respectivamente, o fechamento da risca em comparacdo com o controle de células sem
tratamento. O mesmo pode ser observado para a cisplatina nesse mesmo intervalo de tempo e
concentragdo, permitindo assim concluir que as células migraram rapidamente em ambos o0s
casos. Ao contrario, o complexo IV inibiu 80% da migracdo celular em relagio ao controle e a
cisplatina, nas mesmas condi¢des descritas acima, o que implica que o composto IV pode inibir
efetivamente a capacidade migratéria das células MDA-MB-231.
Figura 91- Determinagdo do efeito inibitério da migragdo celular induzida pelos complexos
IV-VI, o ligante tpy ¢ a cisplatina em células tumorais MDA-MB-231.
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Fonte: Dados de pesquisa.

Os resultados do ensaio wound healing nas células MCF-7, como observado na Figura
92, mostram que os complexos de Cu'! exibiram melhores resultados em concentragdes menores
do que a cisplatina. Em comparag¢do com o controle, o composto 1V inibiu 95% da migracao
celular, enquanto a cisplatina nas mesmas condi¢des inibiu 25% da migragao celular, utilizando
as condigdes de 48 h de incubagdo e na concentragdo de 5 uM. Quanto ao complexo VI, apesar
do resultado de citotoxicidade do ligante tpy nessa linhagem ser equivalente do complexo V1
(Tabela 27), o ensaio de wound healing mostrou que o complexo VI inibe de modo mais
eficiente a migragao celular do que o ligante livre. Esses dados indicam que o complexo exerce
maior influéncia na atividade antimetastatica do que o ligante livre. O melhor resultado com o
composto V foi obtido na concentragdo de 10 uM, inibindo em 82% o fechamento da risca em
comparacdo com o controle de células sem tratamento. Além disso, na concentragdo de 10 uM
e 48 h os resultados sugerem que os compostos seguem a seguinte ordem em relagdo a

diminui¢do de emissdo de metastases IV > VI > V.
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Figura 92- Determinagdo do efeito inibitorio da migragdo celular induzida pelos complexos

IV-VI, o ligante tpy e a cisplatina em células tumorais MCF-7.
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5. CONCLUSAO

Treze novos compostos metalicos foram sintetizados e caracterizados. Destes, trés sdo
compostos de Ni'! coordenados a diferentes B-dicetonas e ao ligante diiminico fenantrolina com
formula geral [Ni(#*’NOs)(0,0)(fen)]. A analise de raios X de monocristal permitiu determinar
a estrutura do complexo [Ni(#*NOs)(btc)(fen)] (II) de modo que o ligante nitrato (NO3)
coordenado bidentado completa a esfera octaédrica distorcida do centro metélico. Os dados de
citotoxicidade mostraram que os complexos de Ni'! foram mais eficazes contra a linhagem
celular MCF-7 do que contra as células MDA-MB-23. Considerando que o composto [Ni(5*
NO3)(btc)(fen)] (II) foi mais ativo nas duas linhagens tumorais, a ancoragem molecular
mostrou que a introdugdo do cloro no anel aromatico da B-dicetona leva a uma geometria de
interagdo com o ADN mais favoravel do que os compostos [Ni(#>NO;)(bta)(fen)] (I) e [Ni(#*
NO3)(btf)(fen)] (III), além disso os dados de interacdo com ADN por UV-vis mostraram que o
composto [Ni(7>NO;z)(btc)(fen)] (II) possui maior valor de constante de interagdo com ADN,
Ky. Estudos de interagdo com o ADN levaram a concluir que o ADN ¢ um dos possiveis alvo
biolégico dos compostos de Ni'' devido as técnicas de dicroisdomo celular e fluorescéncia
indicarem interagdo eletrostatica e/ou ligagdo no sulco, hipdtese reforcada com a docagem
molecular que mostrou que os complexos se ligam no sulco menor da dupla hélice do ct-ADN.
Os estudos de clivagem mostraram que esses compostos se comportam como nucleases
artificiais pelo mecanismo oxidativo na presenca de H2Oz. O mecanismo de morte celular
estudado para os compostos de Ni'l indica que os compostos [Ni(#2"NOs)(bta)(fen)] (I) e [Ni(n*
NO3)(btc)(fen)] (IT) induzem apoptose tardia em células MCF-7.

Trés complexos de Cu'' com a hidrazida bth e N-doadores bi-tridentados (fenantrolina,
dimetoxibipiridina e terpiridina) de formula geral [Cu(bth)(N-doador)](NO3)> foram obtidos e
caracterizados pelas técnicas de CHN, andlise condutimétrica, espectrometria de massas, RPE,
UV-Vis e IV. Os estudos de RPE no estado solido indicaram que os compostos
[Cu(bth)(fen)](NO3)2 (IV) e [Cu(bth)(dmt)](NOs3)> (V) apresentam interacdo magnética entre
dois centros metélicos. Como essa interagao ¢ muito fraca ela ¢ desfeita em solugdo de DMSO
a 298 K. Com relacdo a atividade citotoxica os complexos sdo mais ativos do que a cisplatina,
inclusive na linhagem resistente MDA-MB-231. Esses complexos também podem se ligar ao
ADN por interagdes eletrostatica e/ou se ligagdo no sulco e os estudos preliminares de migracao
celular demonstraram que esses compostos inibem a migragao de células MCF-7 e MDA-MB-
231 de forma mais eficaz que o farmaco de referéncia cisplatina e o ligante livre tpy. Com isso,

a introdugio da terpiridina na esfera de coordenagdo do Cu' com hidrazida mostrou ser uma
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boa estratégia no desenvolvimento de candidatos a farmacos devido aos promissores resultados
in vitro de citotoxicidade e de migracdo celular.

Os trés ligantes iminopiridinicos Clmp, diemp e memp foram sintetizados e
caracterizados por RMN de 'H, UV-Vis e IV. As rea¢des de complexacdo levaram a duas
diferentes séries de compostos com estruturas do tipo [Cu(N,N)(NOs)] e
[Cu(N,N)(N,N,N)](PF¢)>. Os valores de CHN experimentais e tedricos corroboram com as
estruturas propostas e indicam pureza dos produtos. Os dados de condutividade molar
mostraram que esses compostos sdo eletrolitos do tipo 2:1 com formulas geral [Cu(N,N)2]*" ou
[Cu(N,N)(N,N,N)]**. Quanto aos resultados de citotoxicidade, os ligantes iminopiridinicos nio
sdo ativos nas linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231, somente 0s compostos
[Cu(memp)2(NO3)2] (X), [Cu(diemp)(mftpy)](PFe)2 (XII) e [Cu(memp)(mftpy)](PFs) (XIII)

apresentaram moderada atividade antitumoral na linhagem MDA-MB-231.
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7. ANEXOS

Difracio de raios X (ANEXO A)

Tabela A1- Dados cristalograficos do complexo II.

Formula Empirica
Massa Molar (g/mol)
Temperatura de coleta (K)
Sistema cristalino

Grupo espacial

Parametros da célula unitaria

Volume (A%)
Z
densidade calc. (g/cm®)
coeficiente de absor¢io/mm™
F(000)
Tamanho do cristal (mm?)

Radiagao

Faixa de 20 para coleta de dados (°)

Intervalo de Akl

Reflexoes coletadas
Reflexoes unicas

Dados / restrigdes / parametros

Qualidade do ajuste em F>

NiC22H13CIF3N305
550,51
298
triclinico
Pl
a/A =10,4668(4)
b/A =10,6658(4)
c/A =11,3277(5)
a/°=109,7310(10)
B/°=109,8380(10)
v/° =94,4580(10)
1092,98(8)
2
1,673
1,077
556,0
0,534 x 0,315 x 0,146
MoKa (A =0,71073)
4,238 a 52,044
-12<h<12

-13<k<13
-13<1<13

33217
4285 [Rint = 0,0413; Ryjgma = 0,0221]

4285/18/317
1,057
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indices R finais [I>=20c (I)]

indices R finais [todos os dados]

Densidade residual max e min (e A)

0,81/-0,44

R; =0,0364; wR> =0,0847
R1=10.0493; wR> = 0.0942

Tabela A2- Distancias e angulos de intera¢des intermoleculares do composto I1.

d(A-H) d(A-R) <(A-H-R)  Symmetry
C9-H9--O13 0,929 3,382(3) 155.,6 X, 14y, Z
C10-H10-011 0,931 3,467(4) 171,2 1x, 1-y, 1-z
C12-H12-013 0,930 3,323(5) 130,2 1, -y, 1z
C12-H12-F2 0,930 3,509(4) 154,3 X, -1+y, z
C15-H15-F1 0,929 3,461(5) 160,0 X, -y, 1z
C19-H19--013 0,930 3,382(5) 1575 1x, 1-y, 2-2
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ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (ANEXO B)

Figura B1- Espectros de UV-Vis do composto II e dos ligantes btc e fen em solucao de

acetonitrila na concentragdo 1x107> M.
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Figura B2- Espectros UV-Vis do composto III e dos ligantes btf e fen em solucdo de

acetonitrila na concentragdo 1x107> M.
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Figura B3- Espectros UV-Vis dos compostos IV, fen e bth em solu¢do de DMSO e ACN na

concentragio 1x10™> M.
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Figura B3- Espectros UV-Vis dos compostos V, dmt e bth em solugdo de DMSO e ACN na

concentracdo 1x10™> M.
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Figura B4- Espectro UV-Vis do composto VIII em solugdo de ACN na concentragdo 1x107°
M.
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Figura B5- Espectros UV-Vis dos compostos IX e diemp em solugdo de ACN na concentragado

1x107> M.
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Figura B6- Espectros UV-Vis dos compostos X e memp em solugdo de ACN na concentragdo

1x107> M.
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Figura B7- Espectros UV-Vis dos compostos XII, diemp e mftpy em solu¢do de ACN na

concentragio 1x107> M.
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Figura B8- Espectros UV-Vis dos compostos XIII, memp e mftpy em solu¢do de ACN na

concentragdo 1x10™> M.
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Figura B9- Espectro UV-Vis do composto V em solucio de ACN (1x107> M)
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Figura B10- Espectro UV-Vis do composto VII em solugdo de ACN (1x107° M)
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Figura B11- Espectro UV-Vis do composto VIII em solugdo de ACN (1x107> M)
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Figura B12- Espectro UV-Vis do composto XI em solugio de ACN (1x1072 M)
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Figura B13- Espectro UV-Vis do composto XIII em solugdo de ACN (1x1072 M)
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REFLECTANCIA DIFUSA (ANEXO C)

Figura C1- Espectro de reflectancia difusa do composto II.
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Figura C2- Espectro de reflectancia difusa do composto III.

0,50
Complexo III
. 0,254
0,00 T T T
400 500 600 700 800

Alnm)

Figura C3- Espectro de reflectancia difusa do composto VII.
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Figura C4- Espectro de reflectancia difusa do composto VIII.
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Figura C5- Espectro de reflectancia difusa do composto XI.
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Figura C6- Espectro de reflectincia difusa do composto XIII.
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ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (IV) (ANEXO D)

| ﬂ‘iﬁ}ll’.v

Figura D1- Espectros de IV dos compostos II, fen e Hbtc.
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Figura D2- Espectros de IV dos compostos III, fen e Hbtf.
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Figura D3- Espectros de IV dos compostos IV, bth e fen.
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Figura D4- Espectros de IV dos compostos V, bth e dmt.
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Figura D5- Espectros de IV do composto VII e do ligante Clmp.
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Figura D6- Espectros de IV do composto VIII e do ligante diipmp.
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Figura D7- Espectros de IV do composto IX e do ligante diemp.
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Figura D8- Espectros de IV dos compostos XII, diemp e mftpy.
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Figura D9- Espectros de IV dos compostos XIII, memp e mftpy.
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ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA. NUCLEAR DE
HIDROGENIO -RMN 'H (ANEXO E)

Figura E1- Espectro de RMN 'H do ligante livre Clmp em CDCls.
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Figura E3- Espectro de RMN 'H do ligante livre memp em CDCl3.
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Figura F4- Viabilidade celular em células tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) ap6s
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Figura F5- Viabilidade celular em células tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) ap6s
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INTERACAO COM ADN POR UV-Vis E DICROISMO CELULAR (ANEXO G)

Figura G1- Espectros UV-vis do complexo I (3,0x107> M) obtidos a partir de concentracdes

crescentes de ct-ADN em solucao tampao (pH 7,2). Requadro: 1/AA versus 1/[ADN].
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Figura G2- Espectros UV-vis do complexo II (3,0x107> M) obtidos a partir de concentragdes

crescentes de ct-ADN em solucao tampao (pH 7,2). Requadro: 1/AA versus 1/[ADN].
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Figura G3- Espectros de DC ap6s adi¢io de concentra¢des crescentes do complexo I (1,0x1073
M, em ACN) ao ct-ADN (7,09x107> M) em tampao Tris-HC1 10x107> M / NaCl 100x107* M,
r = [complexo]/[ADN].
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Figura G4- Espectros de DC apds adicdo de concentragdes crescentes do complexo II
(1,0x107* M, em ACN) ao ct-ADN (7,09x107> M) em tampdo Tris-HCI 10x10> M / NaCl
1001073 M, r = [complexo]/[ADN].
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Figura G5- Espectros de fluorescéncia apos adi¢do de concentragdes crescentes do complexo
I(1,0x107> M, em ACN) ao ct-ADN (7,09x107> M) em tampao Tris-HCI 10x107> M / NaCl
100x107 M, r = [complexo]/[DNA].
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Figura G6- Espectros de fluorescéncia apds adigdo de concentragdes crescentes do complexo
II (1,0x10° M, em ACN) ao ct-ADN (7,09x107> M) em tampao Tris-HCI 10x10~> M / NaCl
100x1073 M, r = [complexo]/[DNA].
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Figura G7- Espectros UV-vis do complexo IV (3,0 x 107> M) obtidos a partir de concentracdes
crescentes de ct-ADN em solugdo tampao (pH 7,2). Requadro: 1/AA versus 1/[ADN].
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Figura G8- Espectros de DC apds adi¢do de concentragdes crescentes do complexo IV

(1,0x107* M, em ACN) ao ct-ADN (7,09x107> M) em tampdo Tris-HCI 10x10> M / NaCl

100x1073 M, r = [complexo]/[ADN].
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Figura G9- Espectros de DC apds adicdo de concentragdes crescentes do complexo VI
(1,0x107 M, em ACN) ao ct-ADN (7,09x107> M) em tampdo Tris-HCI 10x107> M / NaCl
100x107 M, r = [complexo]/[ADN].
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ARTICLE INFO ABSTRACT

In this work, three nickel(Il) complexes, namely, [Ni(nZ—NO:,;)(bta)(phen)] D, [Ni(nZ—NO:,;)(btc)(phen)] (ID), and
[Ni(nz—NO3)(th(phen)] (ID) (bta = 4,4,4-trifluoro-1-phenyl-1,3-butanedione anion, btc = 1-(4-chlorophenyl)-
4,4,4-trifluoro-1,3-butanedione anion, btf = 4,4,4-trifluoro-1-(2-furyl)-1,3-butanedione anion, phen = 1,10-

Keywords:
Nickel complexes
B-diketones

DNA blinding phenanthroline) were prepared and fully characterized by magnetic susceptibility measurements, spectroscopic

2NA tC cavage methods and single-crystal X-ray diffraction. The spectral and structural data confirm that the B-diketones anions
optosis i . ) i X . ;

Csnfer coordinate via the oxygen atoms, whilst the heterocyclic base coordinates through the nitrogen atoms. A nitrate

coordinated in bidentate mode completes the coordination sphere around the metal center. The anticancer
activity of chelating ligands and their nickel complexes was evaluated against two tumor cell lines, MCF-7 (a
hormone responsive cancer cell) and MDA-MB-231 (triple negative breast cancer cell). The complexes I and II
were more active than cisplatin and interacted more effectively with DNA, with Ky, values in the range of 10°
-10* M~1. According to data from circular dichroism (CD) and fluorescence spectroscopy, these complexes
appear to bind to the DNA groove and/or by electrostatic forces. Molecular docking followed by semiempirical
simulations reinforce that they are capable of binding in the minor groove of the double helix of ct-DNA in an A-
T rich region. DNA cleavage studies indicated that the complex II cleaves the plasmid DNA in the presence of
H,0,. Subsequently, we found that I and II induce late apoptosis in MCF-7 cells.

1. Introduction

Metal complexes containing [-diketones have attracted strong in-
terest as potential pharmacological agents, since such compounds have
significant biological properties. In this sense, it is interesting to note
that the compound cis-diethoxy(1-phenylbutane-1,3-dionato)titanium
(IV) was the first non-platinum-based metal anticancer drug to enter
clinical trials [1]. More recently, Wilson et al. reported three pt!t

complexes with 3-diketone that exhibited anticancer activity compar-
able to cisplatin towards several different cell lines. It was also reported
that the uptake in HeLa cells increases as the lipophilicity of the in-
vestigated Pt complex increases [2]. In previous studies, we also re-
ported Pt complexes containing [ -diketones more active than carbo-
platin against the K562 cell line [3], and in the literature, other
complexes with platinum group metals have been evaluated in recent
years [4].
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In previous works, we verified that Cu" complexes bearing hetero-
cyclic bases and B-diketones as ligands are promising anticancer agents,
displaying selective cytotoxicity against tumor cell lines [5-7]. One of
them, [Cu(bta)(phenanthroline)ClO4] (bta = 4,4,4-trifluoro-1-phenyl-
1,3-butanedione anion), induces DNA-damage and leads to GO/G1
checkpoint arrest, with consequent induction of cell death [8]. These
findings indicate that metal complexes with B-diketones and N-donor
ligands are promising anticancer agents, although there are few reports
in the literature. In order to continue our search for bioactive com-
pounds, this work describes biological studies involving three Ni"
complexes. More specifically, DNA binding, cleavage, apoptosis and
cytotoxicity studies were carried out to assess the anticancer potential
of these complexes. Nickel is an essential component of several en-
zymes, which make it interest for the design of bioactive compounds,
since endogenous metals may be less toxic [9,10]. Several studies have
revealed that nickel complexes possess promising anticancer activity
[11,12]. For example, four Ni"" complexes containing thiosemicarba-
zone exhibited significant degree of cytotoxicity against human lung
adenocarcinoma cell line (A549). These complexes also induced the
apoptosis in A549 cells and inhibited the migration of lung cancer cells
[13].

2. Experimental section
2.1. Reagents and solvents

All chemicals, including the ligands 4,4,4-trifluoro-1-phenyl-1,3-
butanedione (Hbta), 1-(4-chlorophenyl)-4,4,4-trifluoro-1,3-butane-
dione (Hbtc) and 4,4,4-trifluoro-1-(2-furyl)-1,3-butanedione (Hbtf)
were purchased from Merck and used without prior treatment.

2.2. Syntheses

2.2.1. Complex I - [Ni(7>-NO3)(bta)(phen)]

0.5 mmol (0.1425 g) of 4,4,4-trifluoro-1-phenyl-1,3-butanedione
(Hbta) dissolved in 1 mL of acetonitrile was added to 0.5 mmol
(0.1454 g) of Ni(NO3),6H,0 previously solubilized in 1 mL of acet-
onitrile. The mixture was kept under magnetic stirring for 30 min at
room temperature. Next, 0.5 mmol (0.0901 g) of 1,10-phenanthroline
(phen) dissolved in 1 mL of acetonitrile was added dropwise. After 24 h,
a precipitate was isolated by filtration, washed with acetonitrile and
dried under reduced pressure.

MM (g mol ~1): 516.05. Yield: 62%. Anal. Calc. for NiCy,H; 4F3N30s:
C, 51.20; H, 2.73; N, 8.14%; Found: C, 51.26; H, 2.69; N, 8.33%.
(+)-HRESIMS (methanol), m/z: 453.0355 [M—NOs3]* (calc. for
NiC2sH15F3N20,, 453.0356 (A —-0.22 ppm)). ATR-FTIR, v (ecm™1): 3226,
3193, 3157, 3072, 3029, 3007, 2970, 1623, 1613, 1596, 1576, 1537,
1518, 1488, 1464, 1426, 1316, 1278, 1181, 1127, 1079, 1025, 849,
808, 763, 724, 707, 646, 583, 526, 505, 445, 427, 396, 298, 270, 255.
UV-Vis (ACN), Amax (€): 338 (2.13 x 10*M ' em™1), 291 (2.30 x 10*
M~' em™'), 268 (5.14 x 10* M~' em™"), 224 (5.80 x 10* M~!
cm ™ Y. Ay (acetonitrile) = 141.3 S cm? mol L.

Similar procedures were used to prepare the complexes II and III,
using the corresponding ligands btc and btf, respectively.

2.2.2. Complex II - [Ni(n*-NOs)(btc)(phen)]

MM (g mol™1): 550.50. Yield: 62%. Anal. Calc. for
NiC,,H;5CIF3N3O0s: C, 48.00; H, 2.38; N, 7.63%; Found: C, 48.43; H,
2.32; N, 7.79%. (+)-HRESIMS (acetonitrile), m/z: 486.9967
[M—NO:;]+ (CalC. for NiC22H14C1F3N202, 486.9966 (A 0.20 ppm)).
ATR-FTIR, v (cm ™ 1): 3326, 3103, 3128, 3089, 3076, 3031, 2971, 2942,
1614, 1590, 1715, 1566, 1538, 1518, 1461, 1424, 1291, 1280, 1252,
1225, 1182, 1148, 1129, 1089, 1066, 1025, 1014, 849, 784, 737, 723,
669, 647, 575, 486, 444, 429, 301, 268, 255, 242. UV-Vis (ACN), Amax
(e): 340 (2.1 x 10* M ' em™1), 291 (2.3 x 10* M~ ! ecm™ 1), 269
(51 x 10* M™! em™1), 223 (5.6 x 10* M™! ecm™ Y. Ay
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(acetonitrile) = 133.9 S cm? mol ~ 1.

Complex III - [Ni(n?-NO3)(btf)(phen)]

MM (g mol ™ !): 506.01. Yield: 70%. Anal. Calc. for NiCoH;2F3N30s:
C, 47.47; H, 2.39; N, 8.30%; Found: C, 47.17; H, 2.13; N, 8.20%.
(+)-HRESIMS (acetonitrile), m/z: 443.0148 [M—NO3]* (calc. for
NiCaoH13F3N03, 443.0148. ATR-FTIR, v (cm™1): 3155, 3144, 3125,
3067, 1606, 1581, 1537, 1515, 1488, 1437, 1427, 1391, 1317, 1286,
1261, 1240, 1187, 1140, 1123, 1087, 1074, 1025, 954, 913, 886, 852,
724, 684, 645, 595, 586, 428, 406, 353, 297, 263, 247, 226. UV-Vis
(ACN), Amax (€): 355 (2.47 x 10* M ™' em™ 1), 342 (2.57 x 10* M™*
em™1),290 (2.6 x 10*M ™' ecm™1), 269 (4.46 x 10* M~ em 1), 224
(5.2 x 10* M~ ! em™Y). Ay (acetonitrile) = 133.7 S cm? mol ™.

2.3. Physical measurements

The UV-Vis absorption spectra (200-800 nm) were performed on a
UV-2501 PC Shimadzu spectrophotometer. Infrared spectra (IR) were
obtained on a PerkinElmer Frontier MIR spectrometer equipped with an
attenuated total reflectance — ATR -sample holder with a diamond
crystal in the region 4000-220 cm ™. High-resolution electrospray io-
nization mass spectra — HRESIMS — were measured on a micrOTOF-Q II
(Bruker Daltonics) spectrometer, operating in the positive mode.
Methanol or acetonitrile (ACN) were used as solvent system and the
samples were infused into the ESI source at a flow rate of 3 pL/min. The
values for the charged complex ions were calculated via software
ChemDraw Ultra 15.0. EPR spectroscopic measurements were regis-
tered in a Bruker EMX instrument (Kalsruhe, Germany), working at X-
band (9.5 GHz, 100 kHz modulation amplitude, and 20 mW power).
Samples were introduced in quartz tubes (4 mm internal diameter), and
measured in solid state or in DMSO solution, at room temperature or at
77 K. For magnetic susceptibility measurements, the Gouy method was
used, through weighing in an analytical balance (sensitivity 0.00001 g)
coupled to a permanent 6000 Gauss magnet. The percentage of carbon,
hydrogen and nitrogen (CHN) present in the samples was determined
on a Perkin-Elmer 2400 elemental analyzer. Conductivity measure-
ments were performed using a Tecnopon mCA-150 conductivity meter
with acetonitrile or dimethyl sulfoxide as solvents.

2.4. Crystal structure

Single crystals of II were obtained by the addition of the ligands
(previously dissolved in 2 mL methanol) to 0.125 mmol of Ni
(NO3)o6H,0. The mixture was stirred for 1 h and kept for slow eva-
poration during five days until the formation of blue crystals. The
crystals thereby formed were collected and dried. Thus, a single crystal
was mounted on a Bruker D8-Venture diffractometer and the X-ray
diffraction data were collected using MoKa (A = 0.710731 f\) at room
temperature. Data collection, reduction and integration were performed
using the software APEX3.0 [14]. The structure was solved by direct
methods and refinement by the full square least squares method over F>
using SHELX software [15]. The non-hydrogen atoms were refined
anisotropically while the positions of hydrogen atoms were generated
and refined using the riding model. The crystallographic data are
summarized in Table 1. CCDC 1957945 contains the supplementary
crystallographic data for the complex II. They can be obtained, free of
charge, via www.ccdc.cam.ac.uk.

2.5. Cytotoxicity against breast cancer cells

The cell viability was assessed using the classical [3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (MTT) colori-
metric assay [16]. Herein, 5.0 X 10° cells (MCF-7 and MDA-MB231)
were incubated for 24 h in 96-well cell culture plates. After this incu-
bation period, the nickel complexes, their ligands or cisplatin were
added (concentrations from 500 to 3.9 pM in serial dilution; com-
pounds solubilized in DMSO 0.5%) in a final volume of 200 pL. Cells
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Table 1
Data refinement and crystal structure for complex IL
Empirical formula Cy2H13ClF3N3NiOg
Formula weight 550.51
Temperature/K 298
Crystal system triclinic
‘Space group P-1
a/A 10.4668(4)
b/A 10.6658(4)
c/A 11.3277(5)
a/’ 109.7310(10)
B/ 109.8380(10)
v/° 94.4580(10)
Volume/A? 1092.98(8)
Z 2
Pealcg/cm’ 1.673
u/mm’? 1.077
F(000) 556.0
Crystal size/mm® 0.534 x 0.315 x 0.146
Radiation MoKa (A = 0.71073)

4.238 to 52.044
—12<h<12,-13<k=<13,-13 <1< 13

20 range for data collection/”
Index ranges

Reflections collected 33,217
Independent reflections 4285 [Rine = 0.0413, Ryigma = 0.0221]
Data/restraints/parameters 4285/18/317

Goodness-of-fit on F? 1.057
Final R indexes [I > =20 ()] R; = 0.0364, wR, = 0.0847
Final R indexes [all data] R; = 0.0493, wR, = 0.0942
Largest diff. peak/hole / e 0.81/-0.44

A3

were incubated for 48 h at 37 °C. After incubation with the compounds,
the medium was removed, followed by the addition of 50 pL of MTT
(2.0 mg/mL) diluted in phosphate buffered saline (PBS). The pre-
cipitated blue MTT formazan was then dissolved in 50 pL of DMSO, and
the absorbance was measured at 570 nm in a VARIAN CARY-50 plate
reader MPR multiwell. Cell viability was expressed as the percentage of
absorption values in treated cells compared with untreated (control)
cells. ICsq curve fitting was carried out using GraphPad Prism 5 Soft-
ware (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

2.6. DNA binding studies

2.6.1. DNA solution

UV-Vis absorption spectra were recorded in a spectrophotometer
Thermo Scientific at room temperature. Calf thymus (ct) DNA was
purchased from Sigma Chemical Co. (USA) and used as received. All
DNA samples were dissolved in Tris-HCI buffer 10 x 10~ M / NaCl
100 x 1073 M, pH = 7.2. The ct-DNA concentrations was determined
spectrophotometrically using ¢ = 6600 M~* cm ™! at 260 nm, ratio UV
absorbance at 260 and 280 nm. The ratio (Aseo/A2s0) Was found be-
tween 1.80 and 1.91, indicating that the ct-DNA was free of proteins.

2.6.2. UV-Vis spectroscopy

The intrinsic binding constants (K;) for the interaction of the Ni"
complexes with ct-DNA were determined by UV-Vis absorption titra-
tion experiments. The titrations were carried out adding increasing
amounts of DNA (from 5.76 X 107° to 4.98 x 10> M) to a fixed
amount of the complex (3.0 X 10~°M). DNA binding studies were
performed spectrophotometrically by recording the spectrum after each
addition of DNA. Changes in absorbance were monitored at the max-
imum wavelengths of 350, 334 and 338 nm for complexes I, II and III,
respectively.

The intrinsic binding constants (K;,) values for the binding of the
complexes to DNA were determined using Benesi-Hildebrand equation:

A _ Ec X 1
(A—Ag) (ep-c—¢c) Kp[DNA]

Where A and A, are absorbances of free compound and the compound-
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DNA, respectively. ec and ep.c are the absorption coefficients of the free
compound and the compound-DNA adduct respectively. Ky, is given by
intercept-to-slope ratio of 1/(A-Ap) vs 1/[DNA] plots.

2.6.3. Circular dichroism (CD) spectroscopy

The ct-DNA concentration (Tris-HC] buffer 10 x 102 M / NaCl
100 x 1073 M, pH = 7.2) was 7.09 x 10 ~5M, whereas concentrations
of complexes varied from 2.58 x 107 °to 1.44 x 10~ > M. CD spectra
of DNA were recorded at room temperature using a Jasco spectro-
polarimeter, model 815 J, in the region 216-300 nm, scan rate of
100 nm/min, 6 accumulations. The samples (DNA and complexes) were
incubated for 48 h at 310 K.

2.6.4. Fluorescence spectroscopy

In the Hoechst 33,258 fluorescence displacement experiments, 3 mL
of a solution, that is, 20 x 10 M DNA and 2 x 10~ ® M Hoechst
33,258 (in Tris-HCl buffer 10 x 1073 M / NaCl 100 x 1073 M,
pH = 7.2) were titrated with successive aliquots of compounds solu-
tions (0 — 1.20 x 10~° M). The emission spectra were recorded over
the range 358-660 nm (Aox = 338 nm), using a Horiba Jobin Yvon
model Fluorolog-3 FL3-122 spectrofluorophotometer. The samples
were incubated for 5 min at 298 K.

2.7. Theoretical studies protocol

The best resolution of X-ray crystallographic data from ct-DNA were
downloaded from the Protein Data Bank (PDB, code: 1BNA). All the
water molecules were removed and, in the final stage, hydrogen atoms
were added to a receptor molecule before initiating the docking pro-
cess. Molecular docking simulations were performed with the GOLD
(Genetic Optimization for Ligand Docking) suit version 5.5. The binary
ct-DNA/Ni" complexes had the energy optimized by the
MOPAC2016TM software [17] with semiempirical orbital method PM7
[18]. The semiempirical simulations were performed in the best ranked
docking solution to calculate the interaction enthalpy between ct-DNA
and Ni" complexes (AHint) according to the equation (1) as previously
describe [19]:

AH; = AHg — (AHpna + AHy)

where AHg, AHpya and AHy;" are the enthalpies of formation of the
binary structure (ct-DNA/Ni" complexes), ct-DNA and Ni! complexes,
respectively.

2.8. DNA cleavage studies

In order to evaluate interactions of Ni! complexes with DNA, the
most active complex (II) was mixed with plasmid DNA samples. It was
used the plasmid siSTRIKE™ U6 Hairpin Cloning System — hMGFP
(Promega), which has a single restriction site to the enzyme Nhel at
nucleotide position 1654. The reaction mixtures (20 pL total volume)
contained 30 ng/pL of plasmid, metal complex in different concentra-
tions (30 uM and 120 pM) in PBS 1X with or without H,O, (15 mM) and
dimethyl sulfoxide (DMSO 0.05%). Reaction mixtures were incubated
at 37 °C for 12 h, and then quenched by the addition of 10 pL of loading
buffer (0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol,
10 mM EDTA). Samples were loaded onto a 0.8% agarose gel con-
taining ethidium bromide (10 pg/mL) in TBE buffer (90 mM
Tris-borate, pH 8.0, 20 mM EDTA). The gel was run at 80 V for 3 h and
photographed under UV light. Quantitation of cleavage products was
performed by ImageJ 1.52a software.

2.9. Apoptosis
To evaluate the apoptosis events, MCF-7 cells were seeded in 12-

well plates at 5.0 x 10° cells/well for 24 h. Next, they were treated
with nickel complexes (10 uM) or cisplatin (10 uM) as positive control
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for 48 h. After, the cells were trypsinized, washed with ice-cold PBS and
resuspended in binding buffer, according to the kit instructions. The
cells were then incubated with FITC-conjugated Annexin V (1:100) for
another 15 min as recommended by FITC Annexin Apoptosis Detection
Kit (BD Pharmigen™). Propidium iodide (1 pg/mL) was added im-
mediately before BD FACSCANTO™ flow cytometer analysis. The ex-
citation/emission used for FITC-conjugated Annexin V was 494/
518 nm, while to propidium iodide, the excitation was 585/617 nm. A
total of 10,000 events were counted per sample, and analyzed by the
software BD FACSDiva (BD Bioscience).

3. Results and discussion

In this work, Ni"! complexes containing a deprotonated p-diketone
ligand were prepared and characterized by elemental analysis (CHN),
conductivity, FT-IR, UV-Vis, High-resolution Electrospray Ionization
Mass Spectrometry (HRESIMS), EPR and magnetic measurements.
Additionally, the crystal structure of II was also determined. In all Ni"
complexes, isolated as blue solids soluble in DMSO or acetonitrile, [3-
diketones (O—O0), nitrate and 1,10-phenanthroline (N—N) act as bi-
dentate ligands forming complexes of general formula [Ni(n*NOs)
(0—O)(N—N)I.

Regarding the structural aspects, the molar conductivity values
(10 M; acetonitrile) indicate that all complexes are 1:1 electrolytes,
which attest the loss of the nitrate anion in solution [6,7]. These
complexes also behave as 1: 1 electrolytes when dissolved in DMSO
(10~% M), even after 2 h. In this study, the conductivity values did not
vary significantly with time, suggesting that the species [Ni(O—O)
(N—N)" are stable in DMSO. The mass spectra of these compounds
exhibit the corresponding molecular ion [M—NO3] *. For example (see
Fig. 1), the spectrum of complex [Ni(NO3)(btf)(phen)] III exhibits the
cationized ion at m/z443.0148 [M—-NO3]" (cale. for
NiC,,H;4CIF3N,05, 443.0148. The infrared spectra of the complexes
indicate the coordination via oxygen atoms of the (3-diketonato ligand,
since the carbonyl stretching frequency presents a significant shift
[6,7]. Three bands observed at = 1470, 1290 and 1025 cm ™ corro-
borate with a bidentate nitrate group. Two absorptions around 1135
and 1260 cm ™! are due to the symmetric and asymmetric stretching
frequencies of the CF3 group. New bands at = 520 and =~ 427 cm ™!
can be assigned to vy;.0 and vy, respectively. As to the UV-Vis spectra
(acetonitrile, 10~ M), p-diketones and 1,10-phenanthroline exhibited
two or three bands between 200 and 400 nm (& — n* or n — 7*
transitions) [20]. As can be seen in Fig. 2, a red shift or blue shift in
comparison to the free ligands confirms the presence of nickel com-
plexes in solution [3,6,7,21,22].

A “silent” EPR spectra was obtained for the complexes I to III in
solid state, at room temperature (Fig. S1, Supplementary Material),
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Fig. 2. UV-Vis spectra of complex I, Hbta and phen (ACN, 10> M).

indicating that the metal ion is in a distorted octahedral or in a square
planar geometry in all these samples, or alternatively the signal is not
observed in a CW-EPR X-band instrument. The EPR signal for a Ni" ion
in a pseudo-octahedral environment has a Zeeman energy bigger than
the X-band frequency, so the spectra show a false diamagnetic beha-
viour. In the case of a square planar environment in a D4sh symmetry
group, all the 3d electrons are paired, leading also to a “silent” spec-
trum. At 77 K, in solid and also in DMSO solution only the complex I,
[Ni(bta)(phen)NOs], showed an isotropic signal, as shown in Fig. S2,
Supplementary Material. This behaviour indicates that under low
temperature this compound changes its geometry, and consequently
was detected by EPR. The other compounds remain silent, and probably
do not show changes in the metal geometry with the temperature.
Therefore, based on the crystallographic data, these complexes keep its
distorted octahedral structure, except complex I.

To verify the actual symmetry around the metal, the magnetic
susceptibility of all the compounds were measured in the solid state, at
room temperature, using the Gouy method [23]. Results indicated an
apparent increase in the samples mass, in the presence of the magnetic
field, with magnetic moments pes = 3.09, 3.31 and 3.02 MB (magneton
Bohr) respectively for complexes I, II and III, as shown in the Table 2.
These results attested that all of them are paramagnetic, with two un-
paired electrons expected for a d® configuration. These data indicate
that all the complexes have a distorted octahedral geometry around the
nickel ion at room temperature, corroborating the X-ray diffraction data
(see below). In solution, the nitrate ions are labile, not bound, sub-
stituted by water molecules, and acting as counter-ions. For complex I
the geometry around the nickel ion is changed to tetrahedral. Other-
wise, if it was square planar or tetragonal it would be diamagnetic.

The molecular structure of complex II was determined by single-

ntens. lnlen%_ +MS, 23 9min#1431) +MS, 23.9min #1431
x106 “1_00 ] 4430148
1.04 443.0148
. 0.8
1 0.6
445.0105
0.8 1 4440171
L 021 446.0119
A
0.6 1 0'0442 4ia ad4 445 4ds mz
0.4+
0.2
623.0821
1 247.0178
0.0 | |
O+ —TTTT——T—Tr——TT—TTTT—TT—TTT—T—
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

Fig. 1. (+)-HRESI-MS spectrum of III (charged complex ion observed was [M — NOs] ™).
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Table 2

Magnetic susceptibility of the compounds [Ni(NO3)(bta)(phen)] I, [Ni(NO3)
(btc)(phen)] II and [Ni(NOj3)(btf)(phen)] III measured by Gouy method, at
room temperature.

I I I
K, 1073 CGS units 3.99 4.57 3.57
Hef, M.B. 3.09 3.31 3.02
unpaired e~ 2 2 2

crystal X-ray analysis. It was found that II crystallizes in the triclinic
space group P1, with one molecule independent per asymmetric unit.
The molecular representation of II is shown in Fig. 3. This complex
presents a distorted octahedral geometry, in which the ligands are co-
ordinated to the metal ion in a bidentate manner, with the following
bite angles: 80.69(8)° for phen; 90.89(7)° for the btc ligand; and
60.34(7)° for nitrate ion. The most important bond lengths and bond
angles are presented in Table 3.

Crystal packaging is stabilized by i — s stacking and short contacts
(Table 4). Oxygen atom O13 establishes three interactions, one with
hydrogen H9 of the btc ligand and two with phenanthroline through
hydrogen atoms H12 and H19. The interactions C9-H9 - 013 and C12-
H12 - F2 form a chain on the b-axis, Fig. 4. There is also ® — m in-
termolecular interaction between the atoms C11 - C15 and C13 - C22
from phenanthroline, with distances of 3.358(4) and 3.321(4) A.

3.1. In vitro anti-tumoral activity

We evaluated the potential of nickel complexes and their ligands
against two metastatic breast cell lines, namely, MCF-7, a hormone-
responsive breast cancer cell line and MBA-MB-231, a cell line that is
more sensitive to chemotherapy treatment [24,25]. For this, the com-
pounds were tested in different concentrations (250-3.9 uM) and in-
cubated with MCF-7 and MBA-MB-231 cells for 48 h. In the same way
as cisplatin, all nickel complexes were more effective against the MCF-7
cell line than against the MBA-MB-231 cell line (see Table 5). More
specifically, the complexes I and II were 1.62 and 2.18 times more ef-
fective than cisplatin against the MCF-7 line (ICsg complex 1 = 29.94 UM;
ICs0 complex 1 = 22.33 uM and ICsg cisplatin = 48.78 pM). Due to similar
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Table 3

Selected bond lengths [A] and angles [°] for complex II.
Atom Atom Atom Length/A Angle/®
NiO1 01 - 1.997(2) -
Ni01 02 - 2.001(2) -
Ni01 N1 - 2.072(2) -
NiO1 N2 - 2.045(2) -
Ni01 0o11 - 2.136(2) -
Ni01 012 - 2.136(2) -
01 NiO1 02 - 90.89(7)
01 Ni01 N1 - 93.35(8)
o1 Ni0O1 N2 - 102.16(9)
01 Ni01 011 - 98.05(8)
02 Ni01 N2 - 92.91(8)
02 Ni01 012 - 87.39(8)
02 Ni01 011 - 91.96(8)
N1 Ni01 012 - 90.73(8)
N1 Ni01 011 - 93.02(8)
N2 Ni01 012 - 99.60(8)
N2 Ni01 N1 - 80.69(8)
011 Ni01 012 - 60.34(7)

Table 4

Geometric parameters for intermolecular interactions present in complex II.

d(A - H) d (A-R) < (A — H-R) Symmetry

C9 — H9-013 0.929 3.382(5) 155.6 x,1+yz
C10 — H10-011 0.931 3.467(4) 171.2 1-x, 1-y, 1-z
Cl12 — H12-013 0.930 3.323(5) 130.2 1-x, -y, 1-z
Cl12 — H12-F2 0.930 3.509(4) 154.3 X, -1+y1z
C15 — H15+F1 0.929 3.461(5) 160.0 X, -y, 1-z
C19 — H19-013 0.930 3.382(5) 157.5 1-x, 1-y, 2-z

anti-tumorigenic activity between these two complexes, the molecular
mechanism underlying the cytotoxic effect of I and II on MCF-7 cells
may be similar. Interesting, all free ligands were more active in MBA-
MB-231cells than in MCF-7 cells, but only phen was more effective than
the cisplatin. However, we have shown that diketone complexes are
selective (selectivity index > 3) and that phenanthroline and its de-
rivatives are not selective or active for some cell lines [5,8]. As to the
MCF-7 cells, the complexes reported here possess similar or higher

Fig. 3. Structural representation of complex II (ellipsoids with 50% probability level).
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Table 5
Antitumoral activity of nickel complexes and their ligands.

Compound ICsomcr-7) ICs0 (mBA-MB-231)
I 29.94 = 1.97 50.86 + 0.99
I 22.33 + 3.25 37.30 + 1.97
III 61.71 = 5.2 86.82 + 2.3

Hbta 237.50 *+ 3.63 161.00 = 5.78
Hbtc 166.90 = 6.2 51.35 + 0.64
phen 49.78 + 3.78 7.44 = 255

cisplatin 48.78 + 1.63 60.24 *+ 2.54

ICs0: Concentration required for 50% inhibition of cell growth.

activity when compared to other nickel complexes already described
[26-29].

3.2. DNA-binding

Several anticancer drugs exert their antitumor activity causing da-
mage the DNA structure [30-32]. UV-Vis spectroscopy is often used to
investigate the interaction between metal-based compounds and DNA
[33,34]. According to the literature, changes in the spectral profile
during the interaction between DNA and a metal complex can offer
relevant information about the binding mode involved [33]. Metal
complexes that bond through of intercalation exhibit hypochromic ef-
fect often accompanied by bathochromism (red shift) [35]. This type of
interaction involves m-rt* stacking interaction between DNA base pair
and an aromatic chromophore [35-37], while hyperchromism effect is
attributed to groove binding mode, which may be the result of dena-
turation of the double helix structure and/or to electrostatic binding as
a result from of interaction between cationic compounds and phosphate
groups of DNA backbone [33].

The Fig. 5 shows electronic spectrum of the representative complex
III (spectra of complexes I and II are shown in the Supplementary
Material, S3 e S4, respectively). On increasing ct-DNA concentration, it
was noticed a hypochromic effect on the intraligand charge transfer
(ILCT) bands observed in the range of 334-350 nm for all nickel(II)
complexes. Furthermore, the appearance of isosbestic points for com-
plexes I and III (Table 6) suggests the presence of, at least, two species
in equilibrium in the solution (free and DNA bound complex) [38,39].
The values of intrinsic binding constants (K;) for all nickel complexes
were obtained by means of double reciprocal Benesi-Hildebrand plot
(Insert in Fig. 5) and are shown in Table 6.

The intrinsic binding constants values obtained for all nickel(II)
complexes are lower than the binding constants values reported in the
literature for metallointercalators and classical intercalators (ca. 10”7
M™1 [33]. On the other hand, an interaction by means of groove
binding and/or electrostatic forces with phosphate group of DNA
structure cannot be ruled out since the complexes are cationic in so-
lution. Similar binding constants (K};) values (10° and 10* M~ 1) were
observed for copper(Il) complexes containing similar ligands (10*M™ Y
[40,41].

1.2 "
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Fig. 5. UV spectra solutions containing complex III (3.0 x 10~° M) and in-
creasing concentration of ct-DNA in buffer solution (pH 7.2). Insert: 1/AA versus
1/[DNA].

Table 6

DNA-binding constants K}, and isosbestic points of nickel(II) complexes.
Complexes Isosbestic Points (nm) Ky M~ R*
I 257 6.05 x 10° 0.9936
g - 1.31 x 10* 0.9450
I 259 4.94 x 10° 0.9942

*Correlation coefficient.

DNA morphology changes induced by presence of drugs can be
monitored with high sensitivity by means of circular dichroism (CD)
technique [42]. CD spectra of DNA exhibit two bands studied (in
220-300 nm): a negative band at ~245 nm attributed to the right-
handed helicity B form of DNA and a positive band at ~275 nm due to
n-nt* base stacking [34,43,44]. An increase in the elliptical signal at
positive and negative bands is indicative of the intercalation mode [45],
whilst groove binding or electrostatic interaction is expected when little
or no change is observed in CD spectra [34,46]. In the present case
(Fig. 6) (CD spectra of I and II, S5 and S6 respectively, are available in
the Supplementary Material), on increasing the concentration of nickel
(II) complexes, few or no changes on CD spectral profile was detected,
suggesting an electrostatic interaction and/or groove binding.

The fluorescence competition experiment with Hoechst 33,258 was
also performed to investigate the binding mode between nickel com-
plexes and ct-DNA [47,48]. Hoechst 33258 binds to the minor groove of
DNA helix resulting in a significant increase of fluorescence intensity of
DNA-Hoechst system [48]. The competition experiment with Hoechst
33258 and complex III, Fig. 7, showed that on increasing the con-
centration of nickel complex to Hoechst-DNA solution, the fluorescence
of DNA-Hoechst complex is progressively quenched by complex III. The
same behaviour was also noticed for compounds I and II (fluorescence
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Fig. 6. CD spectra after addition of increasing of complex III (1.0 X 103 M, in
acetonitrile) to ct-DNA (7.09 X 10~° M) in Tris-HCl buffer 10 x 10> M/ NaCl
100 x 1073 M, r = molar ratio concentrations [complex]/[DNA].
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Fig. 7. Fluorescence spectra of the Hoechst-DNA systems in aqueous buffer in
absence and presence of increasing amounts of complex III. A., = 338 nm,
[Hoechst 1 = 20 x 107® M, [DNA] = 20 x 107° M,
[Complex] = 1.33-10,70 x 10~ ° M.

spectra of I and II are available in the supplementary material, S7 and
S8 respectively). This finding suggests that the nickel complexes are
capable of binding in the minor groove of DNA, displacing bound
Hoechst 33258 from DNA structure. This behaviour is consistent with
previously reported UV-visible absorption and circular dichroism re-
sults.

So far, one conclusion that can be drawn is that the cytotoxic ac-
tivity of the nickel complexes correlates with the DNA binding affi-
nities, where more strongly binding complexes exhibit higher cyto-
toxicity.

4. Computational analysis of complexes I-III

The molecular docking followed by semiempirical simulations of
the ct-DNA/complexes I-III was carrying out to explore energy and
geometry of interaction. The AHint results are shown in Table 7. The
energy of interaction corroborates with ICso results, both shows

Table 7
Semiempirical calculations of the ct-DNA/compound I to
III binary.

Compound AHjp (kcal mol™1)

I 24

I 17

111 36
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compound II more active against ct-DNA, but with low energy of in-
teraction.

The compounds I-III successfully bounded to a minor groove of ct-
DNA in an A-T rich region as show in Fig. 8A, corroborating with other
authors [49]. The geometry of interactions is stabilized by hydrophobic
interactions in minor groove of ct-DNA region (Fig. 8B). There was no
hydrogen bond formation by any compound. Introducing a chlorine
substituent on the aromatic ring of the compound II improved inter-
action with ct-DNA and seems to have a more favorable interaction
geometry compared to other (Fig. 8B). The docking and semiempirical
studies were not able to predict the electrostatic interaction, but this
interaction cannot be ruled out, since similar groove interaction me-
chanisms have been reported elsewhere [50,51].

5. Cleavage of plasmid DNA by complex II

The electrophoresis of plasmid DNA in agarose gel generates three
distinct band patterns, in which is found 3 different plasmid forms
(Fig. 9B): Form I (Supercoiled) - Plasmids are generally represented as
an extended circle, but, in fact, intact plasmids hold its DNA strand in a
supercoiled way. This compact molecular form makes the supercoiled
plasmid the fastest form of gel migration in most electrophoresis con-
ditions. Therefore, it is assumed that the fastest migration band of the
uncut plasmid corresponds to the supercoiled form. Form II (single
break, nicked or relaxed circle) - Physical breaks, enzymatic cuts that
occur during plasmid isolation or treatment with compounds that in-
teract with DNA introduce breaks into one of the supercoiled DNA
strands, giving rise to the open circular structure or nicked plasmids.
This relaxed circle is the form of the slowest migrating plasmid. Form III
(double break or linear form) - Linear DNA is produced when a re-
striction enzyme cuts the plasmid at a single recognition site, or when
damage results in breaks in double strands directly opposite each other
on the DNA helix. Under most gel conditions, linear plasmid DNA mi-
grates at an intermediate rate between the supercoiled and circular
form.

Treatments of plasmid with different concentrations of complex II
showed the ability of this compound to cleave DNA (Fig. 9A and B).
However, only in the presence of hydrogen peroxide (H,0,) the com-
plex was able to induce cuts in DNA double helix, producing linear
plasmids (plasmid form III), as observed into control treated with the
restriction enzyme Nhel. It is also observed in agarose gel that the
presence of H,O, enhanced the bands emergence of Forms II (single
strand cuts) and III (double strand cuts), being that all bands diverged
statistically from control treated only with H,O,. It was also observed
that DMSO, a reactive oxygen species scavenger, was able to reduce the
amount of DNA breaks in the used concentrations.

We demonstrated in the experiments with UV-Vis spectroscopy,
circular dichroism (CD) spectroscopy, fluorescence spectroscopy and
molecular docking that these complexes are able to bind to DNA minor
groove. In these biological experiments of interaction with DNA we
showed that complex II is able to induce DNA cleavage in both ways,
single and double breaks. However, the complex alone is less effective
in cleaving DNA than when it is associated with H,O,. In this way, we
propose that complex II binds to minor groove of DNA and triggers
breaks through a redox mechanism as reported by several authors
[52-58].

Kong et al. used different reaction conditions to investigate the in-
fluence of redox cofactors in DNA-damaging potential of the nickel
complexes and concluded that most complexes needed an external
agent to induce breaks [54]. Ali et al. also observed that Nil! complexes
can degrade pBR322 plasmid through oxidative cleavage in the pre-
sence of H,O, inducing formation of hydroxyl radical species. The au-
thors also observed that the addition of hydroxyl radical scavenger, like
DMSO, completely inhibits DNA cleavage activity of the studied com-
plexes [52]. According to these authors, Fenton-type or Haber-Weiss-
type reactions can explain how this oxidative break occurs. Thus,
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Fig. 8. Molecular docking followed by
semiempirical simulations of the complexes
I-III/ct-DNA. Compounds are interacting
with the dodecamer duplex sequence d(
CGCGAATTCGCG)2 (PDB ID: 1BNA) of ct-
DNA. A) represents the docked pose of
Complex II (sticks) bounded in the minor
groove of ct-DNA (cartoon and surface) in
an A-T rich region. B) shows a close-up of
complexes I (cyan), II (pink) and III (yellow)
in the minor groove of ct-DNA. (For inter-
pretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)
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Fig. 9. Representative cleavage of siSTRIKE™ plasmid by complex II. A) Densitometric quantitative results of the agarose gel electrophoresis. Data are expressed as

mean =*

standard deviation of experiments performed in triplicate. Significant differences were determined using one-way ANOVA and Tukey’s multiple com-

parisons test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 and ****p < 0.0001 (compared to the control H;O, 15 mM treatment). ****p < < 0.0001. ns Not
significant. B) Gel electrophoresis results, showing an increasing in plasmid form II and III induced by co-treatment with complex II and H2O5.
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initially nickel ion is oxidized by H,0, to yield hydroxyl radical, and in
a second step the formed Ni®* is reduced back. Hydroxyl radicals are
responsible for DNA strand breakage. The following equations can ex-
plain how nickel complexes induce radical formation:

H,0, + complex-Ni** — complex-Ni** + OH~ + "OH Fenton-type
reaction

H,0, + complex-Ni®*— complex-Ni’* + 2H" + "0~

Bedier et al. also studied the interaction of Fe'™, Ni", Zn" and Hg"
complexes of benzyl a-monoxime pyridyl thiosemicarbazone complex
with DNA. They treated DNA isolated from calf thymus with the com-
plexes and performed gel electrophoresis analyses. It was observed that
Ni" complex exhibited the most powerful and complete degradation
effect on DNA and that breakage mechanism was dependent of H,O,
presence [53].

6. Nickel complexes induce late apoptosis

Since nickel complexes showed high tumorigenic activity against
the MCF-7 cell line, they were selected for further studies to elucidate
the mechanism by which they induce cell death. In a simple approach,
the detection of the externalization of phosphatidylserine was per-
formed using the Anexin V/ propidium iodide (PI) staining (Fig. 10) by
flow cytometry. In accordance with antitumorigenic activity (Table 6),
complex III was not a good inductor of necrosis or apoptosis and has a
low cytotoxic activity as compared with other two complexes. On the
other hand, complexes I and II induced a late apoptosis similar to cis-
platin (Fig. 10A), this phenomenon can be explained by the possibility
of these complexes interacted with DNA (Fig. 9). Likewise, Polloni et al.
showed that similar Cu" complexes also induced late apoptosis in sar-
coma 180 cells [8]. In 48 h, was not observed necrosis (Fig. 10B) or
early apoptosis (Fig. 10C) by Ni" complexes.

7. Conclusions

In summary, we have successfully prepared the first nickel com-
plexes containing f-diketones and 1,10-phenanthroline that were
shown to be effective against two breast cancer cell lines, namely, MCF-
7 and MDA-MB-231 cells. The structures of these complexes were
proposed using spectroscopic techniques, high resolution mass spec-
trometry, EPR, magnetism, and X-ray diffraction. While complexes II
and III exhibit a distorted octahedral structure, as attested by the X-ray
in the case of complex II, or by EPR and magnetic measurements,
complex I showed a tetrahedral geometry in solution. Despite their
different structural features, all these complexes are able to bind to
DNA minor groove as well as to induce later apoptosis (complexes I and
II). According to our results, complexes I and II here described present a
great potential as anticancer agents and should instigate additional in
vivo studies.

Inorganica Chimica Acta 511 (2020) 119824

Fig. 10. Nickel complexes lead to later apoptosis in
breath cancer cells. A) Treatment of MCF-7 cells
with complex I and II leads to later apoptosis. B) but

50 . .
no have effects on necrosis or C) early apoptosis.

40- Results are presented as the mean of triplicated ex-
periments. Student’s t-test and nonparametric data

30 were compared with the Mann-Whitney U test.

Significant differences compared to the medium are
denoted *p < 0.05.
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