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RESUMO

O presente trabalho descreve o preparo de novos complexos de Cu(Il) contendo ligantes N-
doares e suas respectivas atividades citotdxicas contra células normais e tumorais de pulmao e
prostata. Os complexos terndrios do tipo [Cu(N-N)(N-N)(NOs):], onde N-N = 2-(2-
piridil)benzimidazol (pbz), 2,2'-dipiridilamina (dpa), 1,10 — fenantrolina (fen), 2,2'-bipiridina
(bipy), 4-metilfenilterpiridina (4-mf-terpy), 4-4'-dimetoxi-2-2'-bipiridina (dmt), foram
sintetizados na propor¢ao 1:1:1 utilizando como precursor o sal nitrato de cobre(Il) triidratado.
Os compostos obtidos foram caracterizados por analise elementar e condutimétrica, bem como,
por espectroscopia no UV-Vis (estado sélido e em solucao) e no infravermelho (IV). As anélises
de CHN estdo de acordo com as estruturas propostas e inferem que os complexos estdo com um
alto grau de pureza. Os valores de condutividade molar indicam que em solucdo os complexos
sao eletrolitos do tipo 2:1 em conformidade com as estruturas propostas. Em solugdo, bandas
na regido do UV-Vis referentes as transi¢cdes intraligantes apareceram deslocadas em relagao
aos ligantes livres indicando coordenacdo metélica. Adicionalmente, para cada complexo
preparado, uma banda d—d atribuida ao ion Cull foi observada no estado solido e em solucao
na regido compreendida entre 600 e 800 nm, corroborando as estruturas propostas.

Palavras chave: Cancer. Cobre(II). Complexos de Cobre(II). N-doadores.



ABSTRACT

The present work describes the preparation of new Cu(Il) complexes containing N-donor
ligands and their respective cytotoxic activities against normal and tumor cells of lung and
prostate. The ternary complexes of the type [Cu(N-N)(N-N)(NOs3):], where N-N = 2-(2-
pyridyl)benzimidazole (pbz), 2,2'-dipyridylamine (dpa), 1, 10 — phenanthroline (phen), 2,2'-
bipyridine (bipy), 4-methylphenylterpyridine (4-mf-terpy), 4-4'-dimethoxy-2-2'-bipyridine
(dmt), were synthesized in proportion 1:1:1 using the trihydrated copper(Il) nitrate salt as a
precursor. The compounds obtained were characterized by elemental and conductimetric
analysis, as well as by UV-Vis (solid and solution state) and infrared (IR) spectroscopy. CHN
analyzes are in agreement with the proposed structures and infer that the complexes have a high
degree of purity. The molar conductivity values indicate that in solution the complexes are 2:1
electrolytes in accordance with the proposed structures. In solution, bands in the UV-Vis region
referring to intraligand transitions appeared displaced in relation to the free ligands, indicating
metal coordination. Additionally, for each complex prepared, a d—d band attributed to the Cu(II)
ion was observed in the solid state and in solution in the region between 600 and 800 nm,
corroborating the proposed structures.

Keywords: Cancer. Copper(II). Copper(Il) Complexes. N-donors.
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1 INTRODUCAO
1.1 O Cancer

Cancer ¢ um termo utilizado para um conjunto de doengas cronico-degenerativas que
possuem o crescimento anormal e desordenado de células. Por se dividirem rapidamente e
serem agressivas e incontrolaveis, tendem a invadir tecidos adjacentes ou 6rgaos distantes, em
um processo conhecido como metastase. (LIBENSON; JENA, 1978; VINEIS, 1993;
MALARKEY; HOENERHOFF; MARONPOT, 2013).

Tumores malignos sdo acimulos de células que sofrem alteracdes nas fungdes do DNA
e apresentam um crescimento acelerado e expansivo, ja os tumores benignos, possuem acimulo
de células semelhantes ao tecido normal, no entanto, seu crescimento ¢ lento, expansivo e
localizado. (BABA, CATOI, 2007; SUDHAKAR, 2009).

O processo de formagdo do cancer é conhecido como carcindgenos e ¢ atribuido ao
acumulo progressivo de alteracdes génicas em decorréncia de fatores fisicos (radiagdo
ultravioleta e ionizante), quimicos (tabaco, aflatoxinas que contaminam os alimentos) e
bioldgicos (virus, bactérias e parasitas), que atuando juntos ou em sequéncia faz com que
ocorram alteragdes genéticas transformando células normais em células tumorais (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em todo mundo e estima-se que somente
no ano de 2020, cerca 10 milhdes de obitos ocorreram em decorréncia da doencga. Os tipos de
cancer que apresentaram maior taxa de incidéncia foram os de mama (2,26 milhdes), pulmao
(2,21 milhdes), colorretal (1,93 milhdes), prostata (1,41 milhdes), pele (1,20 milhdes) e gastrico
(1,09 milhdes). E os tipos de cancer que apresentam maior taxa de mortalidade foram de pulmao
(1,8 milhdes), colorretal (916 mil), hepatica (830 mil), gastrico (769 mil) e mama (685 mil).
Destaque-se o cancer de pulmao, onde possui maior nimero de casos tanto de incidéncia quanto
de mortalidade. Disponivel em: https://www.who.int/news-room/factsheets/detail/cancer.
Acesso em: 27/07/2022).

As formas de tratamento dependem da localizacdo, do tipo e do estagio em que se
encontra. Alguns tratamentos utilizados para o tratamento do cancer sdo as intervengdes
cirtirgicas, a radioterapia e a terapia sistémica (quimioterapia, tratamentos hormonais). Na
maioria das vezes € preciso combinar mais de uma técnica, com a finalidade de obter a cura. A
cirurgia tem o intuito de remover permanentemente o tumor, € ¢ considerada a forma mais

eficaz. A radioterapia impede que as células do tumor aumentem e a quimioterapia utiliza-se
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medicamentos para impedir a divisdo das células do tumor ou para matar, o tratamento pode
ser realizado via oral, intravenosa, intramuscular, subcutdnea, intratecal ou topico.

(SUDHAKAR, 2009; INCA, 2011).

1.2 Origem e Principais Aspectos da Cisplatina

Em 1965, Barnett Rosenberg descobriu de forma acidental que complexos de platina
eram capazes de inibir a divisdo da Escherichia coli. Dentre os complexos avaliados, Rosenberg
verificou que o isomero cis-[Pt(NH3)2(Cl)2] foi o mais ativo tanto para a bactéria E.coli quanto
para células de sarcoma 180 e leucemia L1210. (MAKOVEC, 2019)

Em 1978 a cisplatina (Figura 01) foi aprovada para o tratamento do cancer de prostata.
Com isso, tem-se que os compostos de platina como agentes quimioterapicos no tratamento do
cancer representam um grande avango na medicina. Além do cancer de prostata, a cisplatina ¢
utilizada em cerca de 50% dos tratamentos, incluindo cancer de bexiga, cabeca, pescoco,

pulmao, ovario e testiculo. (KELLAND, 2007; SHALOAM; TCHOUNWOU, 2014).

Figura 01. Estrutura da cisplatina.

WNH3

Cl,
7
///// 1, \\\\\\\\\
. .

‘Pt

CI/ \NH3

Fonte: A autora.

A cisplatina € um farmaco administrado via intravenosa, com uma concentracdo elevada
de ions cloreto (100 mmol L!) que impedem a hidrélise até que ele chegue a célula. Ao entrar
no meio celular, a baixa concentragdo de ions cloreto (4-20 mmol L) faz com que ocorra a
formacao de espécies hidrolisadas, em que os cloretos sao substituidos por moléculas de agua,
formando principalmente a espécie ativa cis-[Pt(NH3)2(H20)2]>". Essas espécies se ligam com
a biomolécula de ADN por meio dos atomos N7 das bases guanina ou adenina. (BERALDO,
2005; NEVES; VARGAS, 2011). A representagdo esquemadtica do mecanismo de agdo da

cisplatina esta ilustrada na Figura 02.
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Figura 02. Mecanismo de acao da cisplatina.

Membrana plasmatica -
o 'd ~\
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.

Fonte: A autora.

t>*, uma série

Apesar da alta eficacia da cisplatina e demais farmacos contento o ion P
de efeitos colaterais graves como nefrotoxicidade (redugdo da fungdo renal e danos),
neurotoxicidade (danos ao sistema nervoso), ototoxicidade (perda auditiva), mielossupressao
(reducao na atividade da medula 6ssea), além de vOomito, alopecia, aumento da pressao
sanguinea e surgimento de resisténcia celular intrinseca ou adquirida representam uma
limitagcdo. (NEVES, VARGAS, 2011; WHEATE et al, 2010). Devido as desvantagens relatadas
acima, diversos complexos metalicos tém sido estudados com objetivo de obter novos fairmacos

mais efetivos e seguros para o tratamento do cancer, como por exemplo, os complexos de cobre.

(ALMEIDA, 2019)

1.3 Caracteristicas do Cobre

O cobre ¢ um metal de transi¢do e apresenta numero atdomico 29. Sua configuragdo
eletrénica é [Ar]3d'%4s'. E o terceiro elemento de transi¢dio mais abundante no corpo humano,
quando combinado com outros elementos, pode ser encontrado nos estados de oxidagao +1, +2
e +3, sendo o estado de oxidac¢dao +2 o mais comum e o +3 mais raro. (TISATO et al, 2010). O
cobre ¢ um micronutriente essencial para todos os organismos aerobicos e para fungdes de
enzimas e proteinas no metabolismo energético, respiracao celular e sintese do ADN. Além das
fungdes bioldgicas, o ion cobre(Il) possui importancia na prevencao de algumas doengas como
anemia, doengas Osseas, entre outras. (MARZANO, et al.,2009; DENOYER, et al., 2015;
NDAGI, MHLONGO, SOLIMAN, 2017). O ion cobre(Il) apresenta configuracdo eletronica
[Ar]3d°, com um elétron desemparelhado que permite transi¢des eletronicas internas d-d, é

bastante utilizado na quimica de coordenagao por sua alta reatividade, solubilidade, baixo custo
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e variedade de sais metalicos. (LOPES, et al., 2013, ALMEIDA, 2014) Os complexos de
cobre(Il) sdo paramagnéticos e normalmente coloridos (azul ou verde) em fungao das transi¢gdes
d-d. A camada d incompleta possibilita a hibridizagao, por isso, apresentam geometrias bastante
variadas. O cobre(Il) possui numero de coordenagdo variando entre 4 e¢ 8. Os arranjos
moleculares mais comuns para o ion estdo apresentados na Figura 03.

Figura 03. Geometria molecular admitida por complexos de Cu

////”',, ||“\\\ ’ R\ ty,
Cu Cu”

~ ~ N o T\

NC=4 NC=5 NC=5 NC = 6 Tetragonal

Quadrado Planar Bipiramide Triginal Piramide de Base Quadrada

Fonte: A autora.

1.4 Complexos de cobre(Il) e a Quimica Medicinal

Os complexos de cobre representam uma alternativa interessante para novos compostos
biologicamente ativos, pois o cobre ¢ um metal essencial naturalmente encontrado no
organismo. Esses compostos apresentam uma gama de atividades farmacoldgicas como
antibacteriana, antifingica, antiviral, anticancerigena e anti-inflamatoria. (GZIUT et al., 2013;
CHANDRALEKA et al., 2014; DHAVEETHU et al., 2014; KONARIKOVA, et al., 2016;
LIAN, et al., 2016; CHYLEWSKA, et al., 2018).

Complexos de cobre(Il) contendo 1,10-fenantrolina apresentam atividades
farmacologicas como antitumoral, antimicobacteriana, antimicrobiana e tripanocida.
(DEEGAN, et al., 2006; GARCIA-GIMENEZ, et al., 2009; MANIKANDAMATHAVAN, et
al., 2011; SILVA, et al, 2014; ALMEIDA, et al.,, 2015; FERREIRA, et al., 2016;
KOSTELIDOU, et al., 2016; PAIXAO, et al. 2017; OLIVEIRA, et al., 2017; McCARRON, et
al., 2018; EREMINA, et al., 2019; PAIXAO, et al., 2019).

Sigman e seus colaboradores descobriram em 1979 que o complexo [Cu(fen),]*" (Figura
04) apresentava atividade nuclease, ¢ era capaz de clivar o ADN. Essa clivagem oxidativa ¢
baseada na formagdo de [Cu(fen).]" pela redugiio de [Cu(fen)2]*" com a presenca de agentes

redutores.
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Figura 04. Estrutura do complexo [Cu(fen)>

2+

Fonte: A autora.

Um complexo de cobre do tipo [Cu(O-O)(N-N)ClO4], no qual O-O = 4,4 ,4-trifluoro-1-
fenil-1,3-butanodiona (Hbta) e N-N = 1,10-fenantrolina (phen), cujo nome genérico ¢ CBP-01
(Figura 05) exibiu boa atividade antitumoral contra as linhagens sarcoma 180 e C2C12, com
valores de IC50 de 7,4 uM e 26,4 uM, respectivamente. Também exibiu seletividade para a
célula tumoral testada in vitro (IS > 3). O CBP-01 apresentou maior citotoxicidade contra
células do sarcoma 180 que a mitomicina C (IC50 = 20 uM), um composto antitumoral

conhecido (ALMEIDA, et al., 2015; POLLONI, et al., 2019).

Figura 05. Estrutura do complexo CBP — 01.

ONO,

\\\\\

Fonte: A autora.
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Complexos de Cu(Il) promissores sdo as Casiopeinas®, de formula geral [Cu(N-N)(O-
0)INO3 ou [Cu(N-N) (N-O)]NO3, onde N-N = 1,10-fenantrolina, 2,2’-bipiridina e derivados,
N-O = a-aminoacido ou peptideo e O-O = acetilacetonato ou o salicilaldeido (Figura 06). As
Casiopeinas® foram avaliadas in vitro e in vivo e apresentaram atividades citotoxicas,
citostaticas, anti-neoplésicas e antitumorais, com resultados promissores. (KACHADOURIAN,
et al., 2010; RUIZ-AZUARA, BRAVO-GOMEZ, 2010; SERMENT-GUERRERO, et al.,
2017).

Figura 06. Estruturas das Casiopeinas®.

+ J—

CHj;

Fonte: A autora.
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O ligante 2,2°:6°,2’- terpiridina (tpy) e seus derivados possuem a capacidade em formar
complexos metalicos devido a sua alta estabilidade (CETIN et al., 2017; SAVIC et al., 2019).
O composto [Cu(mftpy)(NO3):], no qual mftpy = 4'-metilfenil-2,2":6',2'-terpiridina (Figura 07)
se liga ao ADN (JIANG et al., 2008) comprova sua estabilidade; além de estudos in vivo com
[Cu(mftpy)2]Cl> (Figura 07), que indicaram inibi¢do significativa do crescimento de tumores
em células de carcinoma de Ehrlich ascites (EAC) em camundongos albinos suicos.

(MAHENDIRAN et al., 2017).

Figura 07. Estruturas dos complexos [Cu(mftpy)(NO3)z] e [Cu(mftpy)2]*".

CHj

Fonte: A autora.

O ligante 2-(2-piridil)benzimidazol (pbz) e seus derivados exibem uma gama de efeitos
bioldgicos tais como a atividade antibacteriana, antifingica, antimicrobiana, antiparasitria e
antituomoral. A atividade antitumoral dos complexos com o pbz foi explorada usando ruténio,
ouro, paladio e platina. Além disso, varios complexos bis-pbz Cu(Il) foram estruturalmente
caracterizados, sendo que um deles exibiu atividade anticancer in vitro. (SILVA et al, 2011;

Rajalakshmi et al. 2012; Dharmasivam et al 2018; Yang Chen, Jia, 2012)
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Com isso, complexos metalicos com N-heterociclicos (imidazol, fenantrolina,
bipipridina, terpiridina e derivados) sdo estudados como potenciais agentes antitumorais pela
sua eficacia na ligagdo/intercalacdo ao ADN (SANTINI et al., 2014).

Com estas observagdes, surgiu o interesse na sintese de complexos de Cu(II) contendo
N-doadores como possiveis agentes antitumorais que apresentam baixa toxidade e efeitos

colaterais brandos.

2 OBJETIVOS

Tendo em vista o uso de complexos metalicos na terapia do cancer ¢ as atividades
bioldgicas do ligante livre 2-(2-piridil)benzimidazol e derivados e seus compostos de
coordenacdo, este trabalho teve como objetivo principal a sintese e caracterizagdo de novos
complexos de cobre(Il), como agentes antitumorais. Mais especificamente os objetivos
propostos foram:

a) sintetizar novos complexos de Cu(Il) contendo ligantes N-doadores;

b) caracterizar os complexos sintetizados via analise elementar e condutimétrica,
espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-Vis e infravermelho;

c¢) avaliar a atividade citotoxica in vitro (ICso) destes complexos e de seus respectivos

ligantes, em células tumorais e normais.

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Reagentes

Os ligantes, sais metalicos e solventes utilizados foram adquiridos comercialmente da
empresa Sigma-Aldrich. Todos os outros compostos quimicos possuiam grau analitico e foram
adquiridos de diferentes fontes. Na Figura 08 sdo apresentadas as estruturas quimicas dos

ligantes utilizados nesse trabalho.
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Figura 08. Estrutura quimica dos ligantes empregados na sintese dos complexos

2,2'-bipiridina (bipy) 2-(2-piridil)benzimidazol (pbz) 4-4'-dimetoxi-2-2'-bipiridina (dmt)
MM: 216,24 g/ Mol MM: 195,22 g/ Mol MM: 216,24 g/ Mol

2,2'-Dipiridilamina (dpa) 1,10 - fenantrolina (fen) 4-metilfenilterpiridina (4-mf-terpy)
MM:171,20 g/ Mol MM:180,21 g/Mol MM:323,39 g/Mol

Fonte: A autora.

3.2 Sintese dos Complexos

3.2.1 Complexo (1) — [Cu(pbz)(dpa)NO;s]

O complexo foi sintetizado a partir da reacao 1:1 do sal metalico de Cu(NO3)2.3H,0 com a 2,2'-
Dipiridilamina (dpa) em acetonitrila/diclorometano. A solugdo formada ficou em temperatura
ambiente e sob agitacdo constante por 48 horas. O s6lido obtido foi lavado e seco a pressao
reduzida. Posteriormente, o composto obtido, foi solubilizado em metanol e acetonitrila e foi
adicionado o 2-(2-piridil)benzimidazol (pbz) em metanol. A sintese permaneceu em agitagao
por 3 dias em temperatura ambiente. O s6lido obtido foi lavado e seco a pressdo reduzida.

MM (g mol™): 553,97. Rendimento: 73 %. Cor: Verde. Analise Elementar calculado para
C2Hi1sCuNgOe: C, 47,70; H, 3,28; N, 20,23%. Encontrado: C, 47,28; H, 3,08; N, 20,11%. IV
(ATR), v(cm™): 3283, 3237, 3193, 3131, 3075, 3045, 2992, 1636, 1583, 1526, 1325, 1298,
1161, 1020, 787, 771, 747, 739, 437. UV — Vis (ACN), Améx (€): 313 (2,03 x 104 mol' L cm
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1,243 (1,64 x 104 mol™' L cm™), 655 (estado solido), 704 (9,0 x 104 mol™' L cm™). Am (DMF)
=110,60 S cm? mol .

3.2.2 Complexo (1I) — [Cu(pbz)(fen)NOs3]H>0O

O complexo foi obtido através da reagdo entre Cu(NO3)2.3H20 e 2-(2-piridil)benzimidazol
(pbz), ambos os reagentes foram solubilizados em metanol e a solugao formada ficou em
temperatura ambiente e sob agitagdo constante por 5 horas. Apos esse periodo, os ligantes N,N-
doadores (1,10 — fenantrolina, 4-4'-dimet6xi-2-2'-bipiridina, 2,2'-bipiridina e 4-
metilfenilterpiridina) previamente solubilizados em metanol foram adicionados, mantendo-se
em agitacdo constante por mais 24 horas. O s6lido obtido foi lavado e seco a pressdo reduzida.
MM (g mol '): 580,99. Rendimento: 67 %. Cor: Azul. Anélise Elementar calculado para
C24H19CuN70O7: C, 49,61; H, 3,30; N, 16,88%. Encontrado: C, 50,33; H, 2,86; N, 17,10%. IV
(ATR), v(cm™): 3067, 1605, 1519, 1467, 1452, 1432, 1380, 1330, 1279, 1144, 1008, 986, 849,
742, 721. UV — Vis (ACN), Amax (€): 311 (1,61 x 104 mol™' L cm™), 268 (2,45 x 104 mol ' L
cm '), 659 (estado s6lido), 699 (5,9 x 104 mol ' L em™). Ay (DMSO) = 66,07 S cm? mol .

3.2.3 Complexo (IIl) — [Cu(pbz)(dmt)NO3]

Este complexo foi sintetizado utilizando o mesmo método descrito para o complexo I1.

MM (g mol '): 567,01. Rendimento: 82 %. Cor: Verde. Andlise Elementar calculado para
C24H>1CuN;Os: C, 48,12; H, 3,53; N, 16,27%. Encontrado: C, 47,77; H, 3,45; N, 16,21%. IV
(ATR), v(cm™'): 3070, 2970, 2939, 2841, 2536, 1583, 1558, 1452, 1432, 1389, 1290, 1228,
1020, 896, 813, 573, 420. UV — Vis (ACN), Amax (€): 299 (2,60 x 104 mol' L cm™), 224 (6,98
x 104 mol™! L cm™), 668 (estado solido), 691 (7,7 x 104 mol ! L cm™!). Am (DMSO) = 74,87

S e¢m? mol ™.

3.2.4 Complexo (IV) — [Cu(pbz)(bipy)NOs]

Este complexo foi sintetizado utilizando o mesmo método descrito para o complexo II e I11.

MM (g mol™'): 538,96. Rendimento: 73 %. Cor: Verde. Analise Elementar calculado para
C»H17CuN7O¢: C, 49,03; H, 3,18; N, 18,19%. Encontrado: C, 49,11; H, 3,06; N, 18,24%. IV
(ATR), v(cm™): 3116, 3089, 1437, 1396, 1301, 1287, 1157, 1030, 988, 771, 744, 632. UV —
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Vis (ACN), Améax (€): 306 (3,89 x 104 mol' L cm™), 664 (estado sé6lido), 696 (6,1 x 104 mol
'L em™). AM (DMSO) = 73,25 S cm? mol .

3.2.5 Complexo (V) — [Cu(pbz)(4-mf-terpy) NO3]

Este complexo foi sintetizado utilizando o mesmo método descrito para o complexo II e III.
MM (g mol '): 724,18. Rendimento: 75 %. Cor: Verde. Anélise Elementar calculado para
C34H28CuNgO7: C, 56,39; H, 3,90; N, 15,47%. Encontrado: C, 56,79; H, 3,78; N, 15,46%. IV
(ATR), v(cm™): 3603,3592, 3583, 3558, 3539, 3493, 3070, 3052, 1743, 1600, 1400, 1371,
1323,1148, 790, 747. UV — Vis (ACN), Améax (€): 299 (3,05 x 104 mol! L cm™), 311 (3,07 x
104 mol™' L cm™) (estado so6lido).

3.3 Métodos Instrumentais

3.3.1 Andlise elementar (CHN)

A analise quimica dos percentuais de carbono, nitrogénio e hidrogénio foi realizada no
laboratério Multiusuério do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ —

UFU) utilizando um analisador elementar CHNS/O, modelo 2400 (serie 2) da Perkin — Elmer.

3.3.2 Analise condutimétrica

As medidas de condutividade foram realizadas em um condutivimetro de bancada Tec-
4MP, utilizando uma constante de célula de 0,9428682 cm'. As solucdes foram preparadas em
DMSO e DMF grau espectroscopico (Am = 1,76 pS/cm e AM = 5,83 uS/cm) na concentragio

de 1.10° mol L'! e uma solugdo com Am = 146,90 uS/cm como padrio de calibrago.

3.3.3. Espectroscopia de absorg¢do na regido do Ultravioleta — Visivel (UV-Vis) e
Reflectancia Difusa

Os espectros de absorbancia na regido do UV-vis foram obtidos utilizando-se o
espectrofotometro UV-2501- PC da Shimadzu, na regido de 200-800 nm. Para as medidas em
solugdio foram empregadas misturas na concentracdo entre 1x10 ~3 mol L' e 1x10™ > mol L!

preparadas com DMF e DMSO como solvente. As medidas de absor¢do no estado solido foram
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obtidas utilizando acessério de reflectancia difusa e como referéncia sulfato de bario. O
espectrofotometro pertence ao Laboratério de Sintese de Candidatos a Farmacos (LasFar) do

Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ — UFU).

3.3.4. Espectroscopia de absor¢do na regidao do Infravermelho (IV)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro Perkin — Elmer FT — IR Spectrometer Frontier na regidao compreendida entre
220 —4000 cm™!' que pertence ao Laboratério de Fotoquimica (LAFOT) do Instituto de Quimica
da Universidade Federal de Uberlandia (IQ — UFU).

3.3.5 Avaliagdo da citotoxicidade in vitro dos ligantes e complexos

A avaliagdo da citotoxidade in vitro dos ligantes e complexos foram realizados no
Instituto de Biotecnologia - Universidade Federal de Uberlandia (UFU), em colaboragdo com
a Prof*. Veridiana de Melo R. Avila e a Doutoranda Lorena Polloni. A viabilidade das células
A549, BEAS-2B, PC3 e PNT2 foram avaliadas utilizando o método MTT [brometo de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio], ensaio colorimétrico. As células foram espalhadas
(2,0 x 104 cel. mL—1) em placas de 96 pocos e incubadas durante 24 horas. Apos este periodo
de incubagdo, adicionaram-se os ligantes, seus complexos (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56 uM).
As células foram incubadas durante 24 horas a 37°C. Apods incubagdo com os ligantes e
respectivos complexos, foi adicionado 10 pL/pogo de MTT (5 mg/mL) por 3 horas.
Posteriormente foram acrescentados 100 pL de uma solugao de PBS (Tampao fosfato salino)
10% HC1 0,01 M para a dissolucao dos cristais gerados, a leitura foi realizada em 570 nm no
aparelho leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). Os
ensaios foram realizados em triplicata, e a viabilidade celular foi expressa como a porcentagem
de valores de absorcdo em células tratadas comparativamente com células nao tratadas
(controle). A concentragao citotoxica (DL50) foi relacionada com a atividade citotdxica (IC50),

desta forma, € possivel determinar o indice de seletividade (SI = DL50 / IC50).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho descreve — se a sintese e caracterizagdo de cinco novos complexos de
cobre do tipo [Cu(N,N)(N,N)(NOs3)2], onde N,N = 2-(2-piridil)benzimidazol (pbz), 2,2’-
bipiridina (bipy), 4-4'-dimetoxi-2-2' bipiridina (dmt), 2,2’-dipiridilamina (dpa), 1,10-
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fenantrolina (fen) e 4-metilfenilterpiridina (4-mf-terpy). Os compostos sintetizados foram
preparados e caracterizados por métodos usuais de andlise, tais como analise elementar e
condutimétrica e técnicas espectroscopicas como UV-Vis e IR que indicaram a coordenagao do
metal ao ligante aminado através do atomo de nitrogénio, que ¢ seu potencial sitio de
coordenacdo. As estruturas dos ligantes e seus respectivos complexos estdo apresentados na

Figura 09.

Figura 09. Estruturas propostas para os complexos de Cu'' relatados
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Fonte: A autora.
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4.1 Analise Elementar

Os dados referentes a analise elementar (C, H, N) apresentados na Tabela 1, estdo de
acordo com as estruturas propostas, bem como, permite inferir a pureza dos compostos

sintetizados, uma vez que os desvios observados foram menores que + 0,5 %.

Tabela 1. Valores tedricos e experimentais obtidos via analise elementar para os complexos

de Cu"
Composto Cteo Cexp Hteo Hexp Nteo Nexp
(%) (%) (%) (o) (o) (o)
I 47,40 47,28 3,28 3,08 20,23 20,11
II 49,61 50,33 3,30 2,86 16,88 17,10
I 48,12 47,77 3,53 3,45 16,37 16,21
v 49,03 49,11 3,18 3,06 18,19 18,24
A% 56,39 56,79 3,90 3,78 15,47 15,46

Fonte: dados da pesquisa.

4.2 Analise Condutimétrica

Os valores de condutividade molar dos complexos dissolvidos em DMF ¢ DMSO, na
concentragdo 1x10~° mol L™!, permitem classificar os compostos sintetizados como eletrélitos
ou ndo — eletrdlitos. Para essa andlise, os resultados observados (Tabela 2) foram comparados
com os valores reportados na literatura para diferentes tipos estruturais (Tabela 3). Os solventes

DMSO e DMF foram utilizados devido a baixa solubilidade dos compostos.
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Tabela 2. Dados de condutividade molar para as solu¢des dos complexos de Cu'l em

DMF e DMSO na concentragio 1x 10 mol L',

Fonte: dados da pesquisa.

Complexo AM (S cm? mol') Solvente
I 110,60 DMF
II 66,07 DMSO
I 74,87 DMSO
v 7325 DMSO

Tabela 3. Valores de condutividade molar propostos por Geary ¢ Velho para diferentes

eletrolitos em solugdo

DMSO DMF
Eletrélito | AM (S cm? mol™)! | AM (S cm? mol')> | AM (S cm? mol™)! | AM (S cm? mol ')
1:1 50-70 20-62 65-90 37-122
2:1 - 54-110 130-170 90-194
3:1 - - 200-240 201-284

Fonte: adaptado de (Geary,1971)" e (Velho, 2006) 2.

Comparando-se os dados obtidos apresentados na Tabela 1, com os da literatura,

observa-se que todos os complexos se encontram na faixa de eletrolitos do tipo 2:1. Portanto,

em solugdo ocorreu a saida dos ligantes axiais nitrato resultando em estruturas do tipo [Cu(N—

N)(N-N)]** em conformidade com compostos de estrutura semelhante aos relatados neste

trabalho (PAIXAO, 2017).

4.3 Espectroscopia de absorcao na regiao do Ultravioleta — Visivel e Reflectancia Difusa

Os espectros na regido do ultravioleta visivel relacionam as transi¢cdes observadas nos

ligantes livres com as dos compostos sintetizados, a fim de comprovar a formagdo dos

complexos pretendidos neste trabalho pelo deslocamento das bandas observadas. As principais

bandas de absorcao identificadas sdo as do tipo n—n* e n—n*, bem como a d-d, sendo esta

caracteristica dos metais de transicdo com orbitais de incompletos
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Para o ligante livre 2-(2-piridil)benzimidazol (pbz), observa-se uma banda com
comprimento de onda de absor¢do maxima (Amax) em 308 nm e com altos valores de coeficiente
de absortividade molar (€ > 10* mol™! L cm™) do tipo m—n*. Os ligantes 2,2’-bipiridina (bipy),
4-4'-dimetoxi-2-2"-bipiridina (dmt), 2,2’-dipiridilamina (dpa) e 1,10-fenantrolina (fen) possuem
bandas com altos coeficientes de absortividade molar (¢ > 104 mol! L cm™). Todos os
compostos organicos exibem duas ou trés bandas na regido do UV-Vis (abaixo de 400 nm) que
sdo atribuiveis as transi¢cdes n — n*, 1 — n * (ALMEIDA et al., 2015; LOPES et al., 2013).

No espectro do complexo I foram observadas duas bandas em 313 e 243 cm™ enquanto
no espectro do ligante dpa essas bandas foram observadas em 264 e 308 cm’!, e no espectro do
pbz em 308 cm™' comprovando assim a coordenacdo do pbz e do dpa ao centro metalico, uma
vez que houve um deslocamento nas bandas de transi¢do IL.

No espectro da Figura 10, € possivel observar os espectros do complexo I em

comparagdo com os espectros dos ligantes livres.

Figura 10 . Espectro de UV-Vis do complexo I e e seus respectivos ligantes em solugo

1x10° mol L'
0,4
— pbz
—
——dpa
0,3
) 0,2
Q
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Fonte: dados da pesquisa.

No espectro do complexo II sdo observadas duas bandas em 311 e 368 cm™! enquanto

no espectro da phen essas bandas sio observadas em 223 e 263 cm™, e no espectro do pbz em
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308 cm™' comprovando que houve coordenagio tanto do pbz quanto da phen ao centro metalico
devido ao deslocamento das bandas.
No espectro da Figura 11, € possivel observar os espectros do complexo II para

comparagao com os espectros dos ligantes livres.

Figura 11. Espectro de UV-Vis do complexo II e seus ligantes livres
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Fonte: dados da pesquisa.

No espectro do complexo III sdo observadas duas bandas em 299 e 224 cm™! enquanto
no espectro da dmt essas bandas sio observadas em 215 e 262 cm™!, e no espectro do pbz em
308 cm! assim a coordenagio do pbz e da dmt ao centro metalico devido ao deslocamento das
bandas. O espectro pode ser encontrado em Anexo.

No espectro do complexo IV é observada uma banda em 306 cm™ enquanto no espectro
da bipy essas bandas sdo observadas em 235 e 276 cm™!, e no espectro do pbz em 308 cm™
comprovando que houve coordenacdo tanto do pbz quanto da bipy ao centro metalico devido
ao deslocamento das bandas. O espectro pode ser encontrado em Anexo.

No espectro do complexo V sdo observadas duas bandas em 299 cm™ e 311 cm’!

enquanto no espectro da 4-mf-terpy essas bandas sio observadas em 277 cm™!, e no espectro do
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pbz em 308 cm™! comprovando que houve coordenagio tanto do pbz quanto da 4-mf-terpy ao
centro metalico devido ao deslocamento das bandas. O espectro pode ser encontrado em Anexo.

O espectro de reflectancia difusa no estado sélido e em solu¢ao dos complexos I, 11, 111,
IV comprovam a existéncia do ion cobre(Il) devido a transicdo d-d observada na regido entre
600 a 800 nm. Os espectros do complexo III em refletdncia difusa e em solu¢do podem ser
observados nas Figuras 12 e 13, respectivamente e nos Anexos. Pode-se perceber um
deslocamento das bandas, isso se deve ao fato de que no solido a estrutura difere em solugao.

A estrutura pretendida no complexo € octaédrica, e em solugdo, quadrado planar.

Figura 12. Espectro de reflectancia difusa do complexo III
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Fonte: dados da pesquisa.



30

Figura 13. Espectro da solu¢do do complexo IIT
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Fonte: dados da pesquisa.

Na Tabela 4, ¢ observado os valores de absor¢do maximo(Amix), bem como seus

coeficientes de absortividade molar (Emax).

Tabela 4. Atribuigdo das transi¢des observadas nos espectros de UV-Vis

Composto Amix (nm) € (mol' L cm™) | Transi¢io

2-(2-piridil)benzimidazol 308 3,08 x 10* n—m*

2,2’-dipiridilamina 264 1,83 x 10* n—1* e n—*
308 1,13 x 10*

1,10- Fenantrolina 223 2,94 x 10* n—7n* e n—m*
263 2,04 x 10*

4-4'-dimetoxi-2-2'-bipiridina | 215 7,36 x 10* ¥ e n—om*
262 3,06 x 10

2,2’-Bipiridina 235 1,11 x 10 T—n*en—
276 1,62 x 10* *

| 313 2,03 x 10* 1—1* e n—o1*
243 (ombro) 1,64 x 10* n—n* e n—u*
655 (solido) - d-d
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704 (solugdo) | 9,0 x 10* d-d
1I 311 1,61 x 10* n—on* e non*
268 2,45 x 10* n—n* e non*
659 (s6lido) - d-d
699 (solugdo) | 5,9 x 10* d-d
111 299 2,60 x 10* n—n* e non*
224 6,98 x10* n—n* e non*
668 (solido) - d-d
691 (solugdo) | 7,7 x 10* d-d
v 306 3,89 x 10* T—on¥en—
664 (so6lido) - *
696 (solugdo) | 6,1 x 10* d-d
d-d

Fonte: dados da pesquisa.

4.4 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IV)

Os espectros de infravermelho dos ligantes livres foram realizados para comparacao
com os correspondentes complexos isolados e indicam a coordenagdo dos ligantes ao centro
metalico. O ligante 2-(2-piridil) benzimidazol, possui banda em 3060 cm™ correspondente as
vibragdes de estiramento N-H e em 1486 cm™! correspondente a C=N.

Para o ligante 1,10-fenantrolina, as bandas presentes na regido entre 1503 e 1422 cm ™!
compreendem os modos vibracionais vassC=C ou vsC=C e vC-N do anel aromatico. A absor¢ao

1

caracteristica na regido de 3061 cm™ ¢ atribuida ao estiramento assimétrico e simétrico da

ligagdo C-H. Para o ligante 2,2-bipiridina, as bandas presentes na regido entre 1578-1415 cm™!
sao devido aos estiramentos dos grupos C=C e C-N do anel aromadtico, enquanto as absor¢des
na regido de 3088 e 3054 cm ! sdo atribuiveis aos estiramentos assimétrico e simétrico da
ligagdo C-H, respectivamente.

Para o ligante 4-4'-dimetoxi-2-2"-bipiridina, duas bandas encontradas em 1290 e 1020
cm ™! sdo atribuidas aos estiramentos do grupo metoxi. Para o ligante 2,2’-dipiridilamina, as

bandas encontradas em 3262 e 3179 cm’!, correspondem as vibragdes de estiramento N-H. Para
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o ligante 4-mf-terpy as bandas presentes na regido de 3050 € 3019 cm ! sdo atribuiveis ao C-H
alifatico (CHa).

No espectro do complexo I, as bandas N-H, C=N e C-N sao referentes aos estiramentos
caracteristicos dos ligantes livres sdo observadas deslocadas indicando a formacao dos
compostos pretendidos. As absor¢des encontradas em 3192 e 3131 cm™ sdo referentes ao

estiramento de ligagdo N-H como mostra a Figura 14.

Figura 14. Espectros de IV para o complexo I e os ligantes pbz (trago azul) e dpa (trago

preto) com ampliagio da regido compreendida entre 3000 e 3400cm’!
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Fonte: dados da pesquisa.

No espectro do ligante livre fen foram observadas absor¢des proximas de 3061 cm ™!
caracteristica do grupo C-H, no complexo II ocorre uma absor¢io por volta de 3070 cm™! de
menor intensidade.

No espectro do complexo III, as bandas referentes aos estiramentos caracteristicos dos
ligantes livres sdo observadas deslocadas indicando a formagao dos compostos pretendidos. As

absorgdes encontradas em 1311 e 1030 cm™! sdo atribuidas aos estiramentos do grupo metéxi,

como mostra na Figura 15.
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Figura 15. Espectros de IV para o complexo III e os ligantes pbz (traco azul) e dmt

(trago preto) com ampliagio da regido compreendida entre 1200 e 1000 cm™!
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Fonte: dados da pesquisa.

No espectro do complexo IV, as bandas referentes aos estiramentos caracteristicos dos
ligantes livres sdo observadas deslocadas indicando a formagao dos compostos pretendidos. As
absor¢des encontradas em 3116 e 3089 cm™! sdo atribuiveis aos estiramentos assimétrico e
simétrico da ligacao C-H.

No espectro do complexo V, as bandas referentes aos estiramentos caracteristicos dos
ligantes livres sdo observadas deslocadas indicando a formagao dos compostos pretendidos. As
absor¢des encontradas em 3496 e 3051 cm’! sdo atribuiveis aos estiramentos assimétrico e

simétrico da ligacao C-H.
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4.5 Ensaio de atividade biologica in vitro

A atividade citotoxica dos ligantes e seus respectivos complexos de cobre(Il) foi
avaliada em linhas de células altamente agressivas de pulmao (A-549), bem como em células

normais (BEAS-2B) de modo a verificar a seletividade desses compostos. (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade em células pulmonares

Compostos ICs0* (uM) £ S.D Indice de
BEAS-2B A549 Seletividade

I 7.05+£2.15 | 1434+2.10 0.49
11 3.76 £2.09 5.04+£2.23 0.74
111 9.16+2.01 | 15.01 £2.17 0.61
v 9.58+1.96 | 16.40+2.02 0.58
\Y% 4.17+£2.21 5.01+£2.23 0.83
Bipy 97.05+1.31 | 235.8+2.09 0.41
4-Mfterpy 51.01 £2.09 | 40.54+2.10 1.25
Dmt 208.1+£2.04 | 504.7+1.58 0.41
Pbz n.d° 4294 £ 0.78 n.d
Dpa 2718+0.13 | 1597 +£1.79 1.70
Fen 35.79+2.07 | 80.09+2.19 0.44

Fonte: dados da pesquisa.

Com os resultados obtidos, observamos que os complexos I, II, III, V foram os mais
ativos contra a linha de células altamente agressivas de pulmao (A-549), com isso, a atividade
citotoxica dos dois complexos foi avaliada em linhas de células altamente agressivas de prostata

(PC3), bem como em células normais (PNT-2) de modo a verificar a seletividade desses

compostos (Tabela 6).
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Tabela 6. Atividade em Células de Prostata

Complexos ICso (uM) £ D.P Indice de
PNT-2 PC3 Seletividade
I 8,7+ 1,65 15,86 + 1,68 0,54
I 4,1 +1,62 7,1 £1,61 0,58
111 9,8 £1,60 16,6 £ 1,67 0,59
\% 3444+14 | 17,29+1,60 1,99

Fonte: dados da pesquisa.

Nas células altamente agressivas de prostata (PC3) os complexos foram menos ativos
em comparacdo as células altamente agressivas de pulmao (A549), no entanto, observa-se que
o indice de seletividade foi mais baixo em comparagao as células de pulmao, o que indica uma

toxicidade genérica.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que foram sintetizados e caracterizados cinco novos complexos de Cu(Il)
contento N-doadores sendo 2-(2-piridil) benzimidazol, 1,10 — fenantrolina, 4-4'-dimetoxi-2-2'-
bipiridina, 2,2'-bipiridina e 4-metilfenilterpiridina. Os complexos foram preparados e
caracterizados por métodos usuais de analise. Os dados de andlise elementar corroboram com
as estruturas propostas € permitem inferir a pureza dos compostos. Os resultados de andlise
condutimétrica sugerem que em solugdo ocorre a saida dos ligantes axiais nitratos, € que a
estrutura formada em solugio é do tipo [Cu(N — N)(N — N)J*".

Por meio da espectroscopia na regido do UV-Vis evidenciou-se a coordenagdo da base
heterociclica nitrogenada ao centro metalico de Cu(Ill), uma vez que foi observado
deslocamento das bandas no espectro do complexo em comparacdo ao ligante livre. Os
espectros de infravermelho sugerem a participacdo dos ligantes N- doadores na esfera de
coordenacdo do complexo. A atividade citotoxica dos complexos foram analisadas e os
resultados indicam complexos promissores. Assim, novos complexos devem ser sintetizados

com o intuito de se obter complexos mais ativos e seletivos.
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ANEXOS

ANEXO A: Espectroscopia de absorcao do UV-Vis e Reflectancia Difusa

Figura A1. Espectros de UV — Vis para o complexo III e seus respectivos ligantes em solugao
com concentracdo 1 x 10° mol L .
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Figura A2. Espectros de UV — Vis para o complexo IV e seus respectivos ligantes em
solugdo com concentragdo 1 x 107> mol L 1.
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Figura A3. Espectros de UV — Vis para o complexo V e seus respectivos ligantes em solucao
com concentragdo 1 x 10° mol L ~'.
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Figura A4. Espectro de reflectancia difusa para o complexo I.
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Figura AS. Espectro de UV — Vis para o complexo I em solugdo 1 X 102 mol L !
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Figura A6. Espectro de reflectancia difusa para o complexo II.
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Figura A7. Espectro de UV — Vis para o complexo II em solugdo 1 X 102 mol L !

1.0
[=—1]
[7)] 0.5 4
O
<L
0.0 . T . T
500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura A8. Espectro de reflectancia difusa para o complexo IV.
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Figura A9. Espectro de UV — Vis para o complexo I'V em solugdo 1 X 102mol L -
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ANEXO B: Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho

Figura B1. Espectro de infravermelho do complexo I e seus respectivos ligantes.
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Figura B2. Espectro de infravermelho do complexo II e seus respectivos ligantes.
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Figura B3. Espectro de infravermelho do complexo III e seus respectivos ligantes.
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Figura B4. Espectro de infravermelho do complexo IV e seus respectivos ligantes.
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Figura B5. Espectro de infravermelho do complexo V e seus respectivos ligantes.
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