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Resumo

Farmacos anti-inflamatorios ndo esteroides ou AINEs representam a maior e mais difundida
classe de farmacos e como consequéncia a maior representacdo do mercado de medicamentos
da histéria. Os AINEs atuam como inibidores das enzinas ciclooxigenases ou COX
responsaveis pela producdo de intermediarios dos processos inflamatdrios responsaveis
especialmente pela sensacdo de dor. Nesta classe destacam-se os farmacos diclofenaco (Diclof)
e ibuprofeno (lbup), dois farmacos AINEs inibidores ndo especificos das COX 1 e 2 de
administracdo ampla. Outra molécula de ampla utilizacéo é o valproato de sddio ou Valp, um
farmaco de primeira linha no tratamento de convulsGes parciais e generalizadas, transtornos
bipolares e tratamento de enxaquecas. Diferentes dos AINEs, o Valp atua no sistema nervoso
central como agonista do neurotransmissor acido gama amino butirico (GABA). A
nicotinamida ou Nic é um dos componentes do complexo vitaminico B3, vitamina com funcgdes
de regulacdo de processos metabdlicos de producdo de energia a nivel celular (nicotinamida
dinucleotideo, NAD), redutor de estresse oxidativo e agente inibidor de processos
inflamatdrios. Valp, Diclof e Ibup sdo acidos carboxilicos e apresentam alta afinidade com
metais de transicdo e produzem compostos de coordenacao quimicamente estaveis. O presente
estudo teve como objetivos sintetizar trés complexos ternarios de Zn?* contendo Valp, Diclof e
Ibup ligados com a a vitamina B3 (Nic), determinar estruturas quimicas por espectrofotometria
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectrometria de massas de alta
resolucdo (ESI-TOF-MS (+)), espectrometria de ressonancia magnética nuclear (*HRMN e
13CRMN), Espectrofotometria de UV-Vis e difracdo de Raios-X de monocristal, avaliar o
potencial de captura de radicais livres in vitro, capacidade de interacdo com a dupla hélice do
DNA por espectrometria de dicroismo circular, avaliar a capacidade de quebra de cadeias de
DNA plasmidial de Escherichia coli com o sem indugdo luminosa e determinar a DL50 através
da toxicidade aguda frente a nduplios de Artemia salina. Os complexos foram obtidos por
sintese quimica em dois passos reacionais, obtendo-se os sais binarios Znz(Valp)s, Zn(Diclof),
e Zn(lbup)2 no passo 1 a partir dos sais valproato de sddio, diclofenaco de potéssio e
ibuprofenato de sodio reagindo com ZnCl, em solucdo aquosa. O passo 2 compreende a
obtengdo dos complexos terndrios Zn(Valp)2(Nic)2 (1), Znz(Diclof)s(Nic)2 (2) e
Zny(Ibup)a(Nic)2 (3) pela adi¢do da vitamina B3 (Nic) ao sal binario em dimetilformamida
(DMF) e etanol, seguido de cristalizagdo. O complexo 1 foi caracterizado como sendo um
composto mononuclear de esfera hexa coordenada octaédrica, enquanto os complexos 2 e 3 séo
moléculas binucleares com esferas de coordenacdo penta coordenadas. Todas as estruturas sdo
inéditas, logo suas estruturas foram confirmadas com avaliacdo criteriosa de dados
espectroscopicos. A avaliacdo da capacidade antioxidante frente ao radical ABTS™ nédo
apresentou atividade antioxidante mensuravel para nenhum dos complexos, tampouco para o
ligante Nic isolado. Os experimentos de avaliacdo da interacdo complexo-CT-DNA por
espectrometria de dicroismo circular indicaram a existéncia de interagdes de sulco oriundas de
atracdo eletrostatica matua pela evidéncia de hipocromismo e deslocamento espectral para o
vermelho (red shift) nas bandas espectrais decorrentes do grau de helicidade e do grau de
empilhamento dos pares de bases. Todos os complexos foram capazes de interagir com o DNA,
porém ndo produzem intercalagdes ou quebras de cadeia. Os experimentos de simulacdo de
quebra de DNA plasmidial de E. coli com e sem inducdo luminosa analisadas por separagédo
eletroforética em gel mostraram que todos os complexos ndo induzem quebras simples (DNA
FII) e quebras duplas (DNA FIII) com diferenga estatistica em relagdo aos controles negativos
para um intervalo de concentragdo de 0 a400 mol L. O experimento de toxidade aguda frente
a A. salina mostrou que os complexos 2 e 3 sdo tolerados pelos nduplios até para um intervalo



de concentracdo de 021200 g mL™ com letalidades sem diferenca estatistica para os controles
negativos e para o ligante Nic isolado. O complexo apresentou correlacdo dose/resposta a partir
da concentragdo de 420 g mL™*, com DL50 calculada de 3953 g mL™. Os resultados de
toxicidade aguda in vivo indicam que os trés complexos apresentam toxidade aguda baixa e
corroboram com os resultados de interagdo com CT-DNA e DNA plasmidial.

Palavras-chave: Complexos ternarios, anti-inflamatorios, zinco, dano ao DNA, toxicidade.



Abstract

Non-steroidal anti-inflammatory drugs or NSAIDs ares the largest and most widespread class
of drugs and as a consequence the largest representation of the drug market in history. NSAIDs
act as inhibitors of the cyclooxygenase enzymes or COX responsible for the production of
inflammatory process intermediates, especially for pain sensation. Of note in this class are
diclofenac (Diclof) and ibuprofen (lbup), two non-specific COX 1 and COX 2 inhibitor
NSAIDs drugs. Another widely used molecule is sodium valproate or Valp, a first-line drug in
the treatment of partial and generalized seizures, bipolar disorders and treatment of migraines.
Unlike NSAIDs, Valp acts on the central nervous system as a neurotransmitter gamma amino
butyric acid (GABA) agonist. Nicotinamide or Nic is one of the components of vitamin B3
complex, a vitamin that regulates metabolic processes of energy production at the cellular level,
reducing oxidative stress and inhibiting agent of inflammatory processes. Valp, Diclof and Ibup
are carboxylic acids and have high affinity for transition metals and produce chemically stable
coordinating compounds. This study aimed to synthesize three Zn?* ternary complexes
containing Valp, Diclof and Ibup linked to vitamin B3 (Nic), to determine chemical structures
by Fourier transform infrared spectrophotometry (FTIR), high resolution mass spectrometry
ESI-TOF-MS (+), nuclear magnetic resonance spectrometry (*HNMR and *CNMR), UV-Vis
spectrophotometry and monocrystal X-ray diffraction, evaluate in vitro free radical scavenge
capabilities, interactivity with the double helix of the DNA by circular dichroism spectrometry,
to evaluate the breaking capacity of plasmid DNA of Escherichia coli in dark conditions and
UV photo activation and to determine the LD50 through acute toxicity against Artemia salina
nauplii. The complexes were obtained by chemical synthesis in two reaction steps, obtaining
the binary salts Zny(Valp)s, Zn(Diclof), and Zn(lbup). in step 1 from sodium valproate,
potassium diclofenac and sodium ibuprofenate reacting with ZnCl in aqueous solution. Step 2
comprises obtaining the ternary complexes Zn(Valp)2(Nic)2 (1), Znz2(Diclof)s(Nic). (2) and Zn;
(Ibup)4(Nic)2 (3) by adding the vitamin B3 (Nic) to the binary salt in dimethylformamide
(DMF) and ethanol, followed by crystallization. Complex 1 has been characterized as a
mononuclear octahedral compound, while complexes 2 and 3 are binuclear molecules with
penta coordinate spheres. All structures are unpublished, so their structures were confirmed
with careful evaluation of spectroscopic data. The evaluation of antioxidant capacity against
ABTS" ‘radical showed no measurable antioxidant activity for any of the complexes, nor for
Nic ligand alone. The experiments of evaluation of complex-CT-DNA interaction by circular
dichroism spectrometry indicated the existence of mutual electrostatic attraction with large
groove interactions by the evidence of hypochromism and red shift in the spectral bands due to
the helicity and the base pair stacking. All complexes exhibit similar activity in degree and
intensity, but do not produce intercalations or chain breaks. Simulation experiments of E. coli
plasmid breakdown with and without light induction analyzed by gel electrophoretic separation
showed that all complexes do not induce single breaks (DNA FII) and double breaks (DNA
FI11) without statistical difference in relation to those negative controls for a concentration
range from 0 to 400 mol L1 The acute toxicity experiment against A. salina showed that
complexes 2 and 3 are tolerated by nauplii up to a concentration range of 0 to 1200 g mL™
with lethality without statistical difference for negative controls and Nic alone. The complex 1
showed dose/response correlation from the concentration of 420 g mL?, with calculated LD50
of 3953 g mL™. The results of acute toxicity in vivo indicate that the three complexes have
low acute toxicity and corroborate the results of interaction with CT-DNA and plasmid DNA.

Keywords: Ternary complexes, anti-inflammatory drugs, zinc, DNA damage, toxicity.
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1. I NTRODUCAO

O desenvolvimento de um medicamento novo demanda aproximadamente 15 anos e
envolve investimentos na ordem de um bilh&o de ddlares. A principal razdo que contribui para
0 alto custo esta relacionado a toxicidade que a maioria das moléculas candidatas a farmacos
apresenta, sendo descartadas durantes as fases de testes | e 1l. Estatisticas mostram que apenas
0,1% das moléculas sintetizadas ou obtidas de fontes naturais testadas possuem potencial para
se tornar um farmaco. Desta forma, dentre as abordagens modernas na busca de compostos
ativos, estd a estratégia de modificar quimicamente moléculas ativas, em modelos como
bioisosterismo e hibridacdo molecular. Assim, existem muitos exemplos de melhoramentos
significativos na eficacia terapéutica, do qual pode-se citar a acetilacdo do acido salicilico (AS)
para obtencdo do &cido acetilsalicilico (AAS), onde obteve-se um farmaco mais toleravel ao
trato gastrointestinal.

A sintese de complexos metalicos é abordagem recente para a obtencao de bioisosteros
e farmacos hibridados. Os compostos de coordenacdo sao moléculas com fungdo quimica mista,
0s quais sdo compostos de moléculas organicas ligadas com um atomo metalico em um arranjo
geométrico conhecido como esfera de coordenacdo. Uma justificativa para essa abordagem estéa
no fato de compostos e coordenacdo serem importantes para a manutencéo da vida. Entre os
exemplos, podemos citar que organometalicos sdo utilizados como cofatores enzimaticos, em
sitios ativos de enzimas, no transporte de oxigénio e nas metaloproteinas em sistemas
bioldgicos. Os elementos ferro, manganés, cobre, molibdénio, zinco, cobalto e niquel séo alguns
dos mais presentes nos complexos bioldgicos.

A grande maioria dos farmacos possuem caracteristicas polares afins para formacéo
de complexos, com destaque para as moléculas com a funcdo carboxilato como grupo
farmacofdrico. O &cido valproico ou AVP é um farmaco utilizado para controle da epilepsia, 0

qual tem sido modificado em sistemas bioisosteros nos ultimos anos. Desde o seu langamento
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em 1978, o AVP tem sido um farmaco muito usado no tratamento de convulsdes parciais e
generalizadas em pacientes, atuando também como estabilizador do humor no tratamento de
distdrbios bipolares e como moderador da enxaqueca. Esta molécula atua através de um
mecanismo potencializador da atividade do neurotransmissor acido gama-aminobutirico
(GABA). Apesar de bastante eficaz, 0 AVP possui apresenta efeitos adversos decorrentes das
altas doses diarias na ordem de 60 mg kg'diasdo bastante comuns. A taxa de metabolizagéo
do farmaco pelo figado pode representar 80% da dose administrada, a qual induz a distarbios
hepéticos produzidos por metabdlitos citotoxicos.

Outra classe de moléculas com caracteristicas favoraveis a formacdo de complexos
metalicos sdo os anti-inflamatorios ndo esteroides, ou AINEs. Os AINEs compreendem a mais
extensa e disseminada classe de farmacos da historia da industria farmacéutica, destacando-se
o diclofenaco na familia dos acetatos e o ibuprofeno na familia dos propionatos. O diclofenaco
é um AINE potente ndo seletivo desenvolvido na década de 1970 como um medicamento de
alta tolerancia destinado ao tratamento de sintomas de processos inflamatoérios crénicos como
a artrite reumatoide. Na forma farmacéutica solida para via oral, o diclofenaco é administrado
em doses que variam de 20 a 50 mg com répida absorcdo pelo trato gastrointestinal caso ndo
esteja solubilizado em comprimido de liberagdo controlada, com uma taxa de metabolizacédo de
primeira passagem podendo atingir 50% da dose na primeira hora.

O ibuprofeno é um AINE menos potente que o diclofenaco, porém € mais toleravel e
eficaz para o tratamento de enxaquecas e dores musculares sem produzir os efeitos adversos
gastricos comuns do acido acetilsalicilico. Foi introduzido no mercado no final da década de
1960 e atualmente é listado como um medicamento essencial pela Organizagdo Mundial da
Saude, sendo comercializado em doses de até 600 mg para via oral. Tal qual o diclofenaco, o
ibuprofeno também é biotransformado pelo efeito de primeira passagem resultando em uma

série de metabdlitos que sdo excretaveis pela urina.
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A propriedade farmacologica e fisico-quimica destes farmacos torna-os 6timos
candidatos para a pesquisa e 0 desenvolvimento de bioisosteros pela habilidade em produzir
complexos com metais de transi¢do. A producdo de farmacos sob a forma de complexos com
metais de transicdo apresenta algumas vantagens sobre o bioisosterismo classico porque nao
demanda modificacdes na estrutura molecular bésica, valendo-se apenas das propriedades
quimicas de base de Lewis da funcdo carboxilato como um ligante de valéncia capaz de formar
interacdes covalentes altamente polarizadas com o metal, porém néo é facilmente dissociavel.
Além disso, a natureza de um metal como o Zn?* proporciona a expansio da esfera de
coordenacao para acomodar outros ligantes neutros por coordenacao, abrindo possiblidades
para desenvolver complexos ternarios com duas espécies bioativas na mesma estrutura
molecular. Neste contexto, a nicotinamida € uma 6tima opcao a ser usada como ligante extra
ao complexo com AINEs e o valproato por tratar-se de uma vitamina essencial de seguranca
comprovada, além de apresentar capacidade de captacdo de radicais livres e atividade anti-
inflamat6ria comprovada pela literatura.

No entanto o desenvolvimento de bioisosteros derivados de metais de transicdo é um
desafio, para que o complexo formado ndo apresente toxicidade com boa biodisponibilidade e
estabilidade. Desta forma, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de novos
complexos metélicos do zinco Il com moléculas AINES, valproato e vitamina B3 pelos
principios de bioisosterismo e hibridagdo molecular e testar a capacidade de interacdo com
DNA e a toxicidade aguda frente a Artemia salina a fim de obter-se moléculas com potencial

de tornar-se novos farmacos.



2. OBJETI VOS
1.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo obter compostos de coordenacdo de zinco Il
com moléculas anti-inflamatorios ndo esteroides, valproato e nicotinamida, caracterizé-
los quimicamente, além de verificar as propriedades de interagio com DNA e

toxicolégicas in vitro.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter complexos ternarios de zinco Il com as bases dos farmacos diclofenaco, valproato
e ibuprofeno e o ligante nicotinamida a partir de reacdes de complexacao em solucdo;
Determinar as estruturas quimicas dos compostos por diferentes ferramentas analiticas:
Espectrofotometria de ultravioleta e visivel (UV-Vis), Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de HRMN e *CRMN,
Espectrometria de Massas (MS) por ESI-TOF-MS (+), Difratometria de Raios X de
monocristal;

Avaliar a estabilidade quimica dos complexos em solucéo por condutimetria;

Avaliar a capacidade redutora dos complexos pelo método do radical ABTS®

Avaliar as habilidades de quebra de DNA plasmidial e in vitro pela técnica de
eletroforese em gel;

Avaliar a capacidade de interagdo DNA-complexo pela metodologia de Espectroscopia
de Dicroismo Circular.

Avaliar a atividade toxica in vitro dos complexos pelo Teste de Artemia salina (TAS).



3. REFERENCI AL TEORI CO

1.3 Compostos de coordenacao

Um composto de coordenacgéo pode ser descrito como um sistema coordenado contendo
um atomo metalico e um ligante, que pode ser de natureza organica ou inorganica (SHRIVER,
2008). A definicao classica representa os complexos ou compostos de coordena¢do como
resultado de um mecanismo doador-aceptor de elétrons, ou de uma reacéo acido-base de Lewis
entre dois ou mais compostos quimicos diferentes que mantem-se ligados por ligaces de
valéncia e ligacOes de coordenacdo (SINKO, 2008). A propriedade de coordenacéo é resultado
da alta energia de ligacao dos orbitais do subnivel d-vazios dos metais de transicdo (deficientes
de elétrons) na presenca de espécies eletronegativas (oxigénio, nitrogénio) dotadas de orbitais
hibridos sp ou p-ligantes com pares de elétrons livres ou desemparelhados disponiveis para
ligacdo. Deste modo, os elementos eletronegativos das familias 14, 15, 16 e 17 ligam-se com a
maioria dos metais da tabela periddica (familias 3-12) para formarem arranjos idnicos e
moleculares com inumeras propriedades (SHRIVER, 2008).

A teoria de Werner postula que as ligagfes coordenadas s&o formadas entre os ligantes
e o ion metalico central do complexo, isto é, o ligante doa um par de elétrons ao ion metélico.
Compostos de coordenacdo podem ser formados facilmente com os metais de transi¢éo, pois
estes possuem orbitais d vazios que podem acomodar os pares de elétrons doados pelos ligantes.
O nmero maximo de ligacbes coordenadas que um atomo metalico comportara vai depender
do nimero de orbitais vazios de energia minima adequada para a ligacdo ocorrer. A regra do
Numero Atdémico Efetivo (NAE) diz que quando se forma um complexo, ha adicao de ligantes
até que o namero de elétrons do atomo metélico central mais o nimero de elétrons cedidos
pelos ligantes sejam iguais ao nimero de elétrons do gas nobre seguinte. Embora a regra do
NAE possa prever corretamente o nimero de ligantes de um grande nimero de complexos, ha

um namero consideravel de excegdes, nas quais 0 NAE ndo é o nimero de elétrons de um géas
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nobre. A tendéncia em adquirir a configuracdo do gas nobre € um fator importante, mas nao
uma condicdo necessaria para a formacdo de um complexo, pois é necessaria também a
formacgdo de uma estrutura simétrica qualquer que seja o numero de elétrons envolvidos
(AYALA, 2014).

Compostos moleculares neutros ou anions livres coordenam o atomo metalico em um
sistema denominado esfera de coordenacdo, no qual o atomo metélico ocupa 0 centro
geométrico da esfera com os grupos ligantes ocupando a periferia em um posicionamento
ordenado de modo a produzir o arranjo espacial mais estavel (Figura 1). A conformacédo do
arranjo espacial depende do nox do ion metalico, do nivel da camada de valéncia e da natureza
do ligante (MULLER, 2006).

O arranjo dos ligantes ao redor do ion central é influenciado também pelo tamanho do
ligante, da natureza do anion e em alguns casos do procedimento de sintese utilizado. Os
principais fatores que influem na distribuicdo dos ligantes ao redor do atomo central séo a
repulsdo matua entre os ligantes e os impedimentos estéricos dos ligantes polidentados. Estes
fatores revestem-se de importancia especial devido a natureza da ligagdo atomo central-ligante.
O poliedro de coordenacdo ao redor de um ion central pode ser estudado calculando-se a
configuracdo de equilibrio de qualquer nimero de particulas idénticas (atomos doadores) a uma
mesma distancia do ion central, ou seja, restritas a uma superficie esférica de raio unitério e
interagindo com forgas derivaveis de um potencial interparticulas, ou seja, a energia de repulsdo

ligante-ligante (JOHN DAVID LEE, 1999).
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Figura 1. Arranjos espaciais mais comuns da esfera de coordenacéo metal-ligantes
Octaedro Tetraedro Quadrado

HaN_ cl

icolinato d cis-cloreto de
picolinato de oxalato de diaminoplatina (II)

cromo (llI) dietilaminoniquel (Il) "cisplatina"

Fonte: Adaptado de MULLER, 2006.

1.4 As func¢bes dos compostos de coordenacdo nos sistemas bioldgicos

Uma grande parcela de todos os metais existentes na litosfera ocorre na forma de
minerais. Os minerais em sua maioria sdo complexos inorganicos cristalinos geralmente
compostos por 6xidos, sulfetos, carbonatos e silicatos de metal oxidado (MULLER, 2006). A
medida que ocorre a mobilizacdo dos metais a partir dos minerais por lixiviacdo, os sistemas
bioldgicos os assimilam como nutriente. Os metais de transicdo sdo integrados aos sistemas
bioldgicos por assimilacdo na forma inorganica e 0s empregam na biossintese de
organocomplexos para o desempenho de fungdes metabolicas (ATKINS, 2012).

Os complexos com fungdes bioldgicas mais conhecidos sdo as moléculas de metal-
porfirina (ZHANG & LASH, 2003). As clorofilas (Figura 2) compreendem o0s pigmentos
fotossintetizantes dos seres autotroficos dotadas de um grupo porfirina funcionalizado por um
centro reativo de Mg?* (WOODWARD, 1960) ativavel por radiacdo visivel. As reacdes

fotossintéticas de CO> + clorofila + H20 produzem toda a reserva energética basal da biosfera
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pela biossintese dos carboidratos, além de todo o O atmosférico. Nos vertebrados ocorrem as
metaloproteinas carreadoras hemoglobina e mioglobina, que sdo complexos de Fe?*-porfirina
responsaveis pelo transporte de O as células e pela remogéo do CO; produzido pela respiragéo
(WEED; REED; BERG, 1963). A cianocobalamina, ou vitamina B12 é uma enzima com o
centro ativo composto por uma estrutura complexada de Co®*-porfirina. Esta vitamina é
produzida por microrganismos e transferida através da cadeia alimentar, sendo essencial para
eritropoiese, ou génese de células sanguineas na medula Ossea de mamiferos
(WICKRAMASINGHE, 1995).

Figura 2. Principais complexos metalicos bioldgicos derivados do grupo porfirina.

Clorofila a Heme Vitamina B12

Fonte: Adaptado de WOODWARD, 1960.

A maior diversidade de elementos do bloco d com funcdo bioldgica estd nas
metaloproteinas. Estas macromoléculas possuem ao menos um dtomo metalico como cofator e
desempenham funcgdes variadas que vao desde a transferéncia de elétrons para complexos
enzimaticos vizinhos a atividade catalitica pura (MATSUMOTO & JASANOFF, 2013). A
atividade catalitica de uma metaloenzima esta relacionada a natureza do metal e a labilidade
dos complexos ativados do mecanismo catalitico. O metal mais abundante das metaloproteinas

é o ferro, seja pela abundancia deste elemento no planeta ou pelas propriedades fisico quimicas
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favoraveis as reacges cataliticas. O baixo potencial redox entre as espécies Fe?* e Fe3* (-0,77
V) (HAYNES; LIDE; BRUNO, 2016) € uma propriedade intrinseca deste elemento, a qual é
responsavel pela funcédo de transferéncia eletronica da rubredoxina (bactérias) (SANTOS et al.,
2010) e da atividade redox dos citocromos. Por ser um nutriente de alta demanda para 0s
vertebrados, uma grande parcela do ferro € reciclado e armazenado na ferritina, uma
metaloproteina responsavel pela reserva de ferro no figado, do qual disponibiliza para a sintese
de hemoglobina e mioglobina (DUBIEL et al., 2014).

O cobre é outro elemento presente em metaloproteinas de transferéncia eletronica. A
plastocianina € um componente da cadeia de transferéncia de elétrons capturados pela clorofila
na fotossintese. A ligacdo do Cu (II) com atomos de enxofre de aminoacidos cisteina
compreende o centro catalitico da plastocianina (FARKAS & HANSSON, 2011). Os animais
possuem a ceruloplasmina como transportador sérico de Cu?* como complexo proteico
(VASSILIEV; HARRIS; ZATTA, 2005). O molibdénio esta presente no centro catalitico de
enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio. A xantina oxidase, uma enzima ativa na
oxidacdo de xantinas e purinas para producdo do acido urico no metabolismo do final do
nitrogénio (SOKOLOVSKA et al., 2013). Outros elementos, como Zinco, Cobalto, Niquel,
Cadmio, Manganés e Vanadio compreendem centros cataliticos de inimeras metaloenzimas

com atividade redox (MATSUMOTO & JASANOFF, 2013).

1.5  Farmacos produzidos com metais de transicado

No contexto historico, a cisplatina (Cloreto de cis-diaminoplatina Il) foi a primeira
molécula puramente inorganica a ser utilizada como farmaco no tratamento do céancer. Hoje, é
um medicamento oncoldgico de primeira linha para o tratamento de cancer de ovario e es6fago.
Seu mecanismo de acdo ocorre por int er ¢ al ahéliéeado BNA gor complexagéo,
geralmente as bases de guanina, induzindo as quebras duplas de cadeia e consequente apoptose

da celula (LORUSSO et al., 2014). Apds o advento da cisplatina em 1978, muitas pesquisas
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foram desenvolvidas com o intuito de obterem-se novos complexos analogos a cisplatina para
o0 tratamento de outros tipos de cancer. A Figura 3 destaca algumas moléculas derivadas da
cisplatina, bem como o ano da aprovacdo do Food and Drug Administration (FDA) ou o estagio
de desenvolvimento da pesquisa (MONNERET, 2011). A versatilidade quimica da cisplatina
permite estudos variados, como no caso da Lipoplatina (cisplatina lipossomal), uma mistura
derivatizada com 8,9% cisplatina e 91,1% de uma combinacdo de lipidios (dipalmitoil-
fosfatidil-glicerol, cloridrato de soyfosfatidil-colesterol e metoxi-poliestilenoglicol-distreatoil-
fosfatidil-etanolamina) com o intuito de melhorar a lipossolubilidade do farmaco no tratamento
de tumores resistentes a cisplatina (FROUDARAKIS et al.,, 2011). A lipoplatina, uma
nanoparticula lipossomal de cisplatina  encontra-se em fase | e Il de desenvolvimento
(BOULIKAS, 2009). O caso dos complexos da platina € um exemplo classico de pesquisas de
melhoramento de medicamentos conhecidos( KALUBDEROVI C et al .,

Figura 3. Complexos oncologicos derivados da platina e 0 ano de aprovacao pelo FDA.

Cisplatina Carboplatina Oxaliplatina Nedaplatina Picoplatina
1978 1989 1994 1995 2010
HoN_  NHg N, NH, HoN_  NHg HoN_ />
Pt Pt Pt Pt
cl” ‘¢l o o o o (o M o]
/> ( /)
o \o (o]
Satraplatina Triplatina Aroplatina Lobaplatina
Fase Il Fase lll Fase lll Fase lll
o ¢ >
\r/
H3N 3
o HsN‘ H, v _NH; S
Cly, | 4NH3 HaN. NHy A~~~ _Pt'N\/\/\/\N'Pt‘CI HN - NH, HN_  NH;
Ptv Pt H ‘NH3 H, Pt Pt
CI” | "N cl’ “NH; 2 7N 7N
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Fonte: Adaptado de MONNERET, (2011).
Hoje muitos compostos de coordenagdo sdo usados como suplementos dietético para

reposicdo do nivel basal de alguns metais considerados essenciais. O complexo repositor de

2012
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metal mais utilizado é o sulfato de ferro Il heptahidratado para o tratamento da anemia tipo
ferropriva, seja por casos de desnutricdo ou por hemorragias. O gluconato de ferro Il e 0
succinato de ferro Il sdo também utilizados com 0 mesmo proposito (VIETH & LANE, 2014).
Os complexos nicotinato de cromo 11 e picolinato de cromo 11l sdo suplementos alimentares
do elemento-traco Cr (l11) para tratamento de diabetes tipo Il. O suplemento deste elemento
produz efeitos positivos para o plasma, aumentando os niveis das lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e reduzindo os niveis de colesterol e triglicerideos livres. Também induz ao
incremento de massa corporal, sendo indicado apenas para praticantes de exercicios fisicos
regulares (BROADHURST et al., 1997).

Os complexos de vanadio tém sido objeto de pesquisas para o desenvolvimento de novas
moléculas para o tratamento do diabetes. Os primeiros relatos do uso de sais de vanadio IV com
resultados positivos frente a diabetes datam do ano de 1899, porém ap6s 100 anos ainda nao
existe um farmaco comercial disponivel (THOMPSON & ORVIG, 2006). As pesquisas atuais
apresentam resultados positivos para alguns complexos de vanadio 1V com atividade mimética
a insulina, como o Bis(Maltolato)-Oxovanadio 1V e o (VO)2-EDTA (BARBOSA, 2004). O
desenvolvimento destes complexos representa alternativa a insulina e agregam qualidade de
vida do paciente, uma vez que se reduz o desconforto das aplicacdes injetaveis de insulina.

No ambito dos antibidticos, a citotoxidade dos metais pesados é bastante explorada. O
principal exemplo € o Timerosal (Etil(2-mercaptobenzoato-(2)-)-O,S)mercurato (1) de sddio)
um complexo organometalico de mercurio que foi utilizado por muitos anos como principio
ativo do antisséptico Merthiolate® e como conservante de vacinas, langado em 1927. O uso do
Timerosal estd sendo substituido pela criopreservacdo das vacinas, porém ainda € um
conservante viavel para os sistemas de saude de paises sem infraestrutura que garanta a

conservacao das doses (IDA-ETO et al., 2013).
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Um campo de aplicacdo de complexos organometalicos € o uso como contraste para
exames de diagnostico de imagem. Muitas ferramentas avancadas para diagnostico dependem
de elementos metalicos com caracteristicas especiais, contudo a forma mais eficiente para
reduzir a toxicidade destes metais esta na formacdo de complexos que reduzem a interacéo
quimica do elemento. O complexo de Gadolinio (elemento terra-rara paramagnético da série
dos lantanideos) Gd(DTPA).H2O é muito utilizado em exames de Ressonancia Magnética de
imagem na forma de solucéo injetavel intravenosa (ZHOU et al., 2012). A eventual toxicidade
do elemento é mascarada pelo ligante DTPA, um quelante poli dentado que mantém o metal
guimicamente isolado e permite a excrecdo sem metabolizacdo (ZOLAL et al., 2012). Os
exames de cintilografia usam os complexos de tecnécio metaestavel. O *°Tc é complexado a
uma molécula caracteristica do metabolismo do érgdo a ser examinado e é administrado ao
paciente. O complexo metalico inocula-s e no 6ér gdo e o met al
decaimento nuclear, onde a densidade de emiss@es € capturada e traduzida como imagem. O
complexo  **mTecnécio  Sestamibi (Hexakis(2-metoxi-2-metilproplisonitrila)®mTc)
comercializado como Cardiolite® € utilizado na forma de solu¢do intravenosa para exames de

imagem do musculo cardiaco (MUJTABA et al., 2007).

1.6 Zinco

O zinco é classificado como metal de transicdo e ocorre naturalmente na forma oxidada
Zn*2, Existem cinco isotopos naturais estaveis: %4Zn (48,63%), %°Zn (27,90%), %'Zn (4,10%),
%87Zn (18,75%) e *°Zn (0,62%) o que da ao zinco a massa atdbmica média de 65,409 Da
(HAYNES; LIDE; BRUNO, 2016). A espécie oxidada Zn*? ¢ predominante tanto para as
funcBes metabolicas nos sistemas bioldgicos como para aplicagcbes como reagente em quimica.
Assim como o cobre, 0 zinco € um acido de Lewis forte ligando-se preferencialmente com bases

de Lewis fortes, como Oxido, sulfeto e bases nitrogenadas (ATKINS, 2012). Este elemento

prod
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possui caracteristicas quimicas que o tornam altamente suscetivel a formacdo de complexos
com até seis ligantes diferentes.

O zinco é um elemento dietético essencial para os animais. A concentracdo média de
zinco em humanos adultos € de 32,86 mg Kg*, colocando-o como o segundo metal de transicéo
mais abundante, inferior apenas ao ferro, que representa 60 mg Kgl(HAYNES; LIDE;
BRUNO, 2016).

Ap0ls o cobre, 0 zinco é o acido de Lewis intracelular mais forte, coordenando-se
principalmente a grupos tiois de cisteina e residuos nitrogenados de imidazol em proteinas
(BLENCOWE; MORBY, 2003). O Zn*? é um dos ions mais importantes para os sistemas
bioldgicos sendo essencial para a atividade de mais de 300 enzimas presentes em mais de 50
reacOes celulares (HIJAZI; DARAWSHEH; RAPPOCCIOLO, 2013). As anidrases carbonicas
sdo metaloenzimas de zinco presentes nos musculos, sangue, figado, rins e secrecdes dos
mamiferos. A funcdo basica deste grupo de enzimas € regular a concentracdo de prétons
(acidez) do citosol, mitocondrias, membranas celulares e fluidos pela captura de prétons via
reacdo de equilibrio acido-base (STILLEBROER et al., 2010). A reacédo de equilibrio (Figura
4) entre o acido carbdnico, o bicarbonato e o didxido de carbono na presenca de agua é
controlada pela anidrase carb6nica para manter o pH do meio equilibrado.

Figura 4. Esquemas de reac@es de equilibrio controlada pela anidrase carbdnica.

Anidrase carbodnica

CO,+HO0 < -~ H,CO; (tecidos)

Anidrase carbdnica

HCO; + HY . - H,O + CO, (rins)

As carboxipeptidases sdo metaloenzimas de zinco com funcdo de hidrdlise proteica
com agdo nos terminais carboxilatos do peptideo. Estdo presentes no trato gastrointestinal para

digestdo da proteina do alimento e também no citosol para o catabolismo proteico. Estas reaces
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cataliticas sao utilizadas pela célula como fator de crescimento (mudanca de fase GO para G1)
e na biossintese de peptideos de funcdo hormonal, como a insulina (JAUREGUI et al., 1988).

Nos demais casos, 0 Zn (Il) atua como cofator para ativacdo enzimatica.

1.7 Nicotinamida

A nicotinamida (niacinamida, Nic) é um composto essencial componente do complexo
vitaminico B3 (nicotinamida + &cido nicotinico). Na lista dos medicamentos essenciais da
organizacdo mundial da saude (OMS), a nicotinamida estd ranqueada como um dos
medicamentos mais seguros e efetivos do sistema de saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015). E um composto essencial produzido endogenamente pelo
catabolismo do triptofano, porém os niveis basais precisam serem supridos dieteticamente com
0 consumo de alimentos de origem animal, com uma contribuicdo menor dos vegetais (ROLFE,
2014). A nicotinamida é essencial na forma das coenzimas NAD*/NADH e NADP+/ NADPH,
na qual a parcela representada pela nicotinamida funciona como um aceptor de hidreto em
reacOes catabdlicas ou, como um doador de hidreto em reacdes anabdlicas (DE MARIA;
MOREIRA, 2011). A deficiéncia no complexo vitaminico B3 leva & enfermidades como a
pelagra (HEGYI; SCHWARTZ; HEGY, 2004).

Na classificagdo quimica, a Nic € uma molécula derivada da piridina com caracteristicas
de base de Lewis, ou seja, possui propriedades de ligante frente a cations metalicos (acidos de
Lewis) para formacdo de compostos de coordenacdo. O atomo de nitrogénio iminico
(hibridizagdo sp2) da fungéo piridina coordena-se facilmente a 4cidos de Lewis fortes como
zinco Il (SHRIVER, 2008) para produzir especies quimicas mistas mono coordenadas com

ligagdo metal-ligante com comprimento médiode 2,06 A( i DE; ATAC; YURDAKUL



1.8 Farmacos anti-inflamatérios nao-esteroides

Os farmacos anti-inflamatérios nao-esteroides ou AINEs (NSAIDs do inglés)
compreendem uma familia de moléculas inibidoras das enzimas ciclooxigenases (COX)
mediadoras de processos inflamatorios (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2012). O
mecanismo de acdo desta classe de farmacos baseia-se na inibicdo competitiva das COX e
bloqueia a conversdo do acido araquidénico em mediadores inflamatérios, como as
prostaglandinas. Esta classe de farmacos representa a maior por¢do do mercado farmacéutico,

sendo os medicamentos sintéticos mais consumidos da historia (LONAPPAR et al., 2016).

Figura 5. Estruturas de farmacos AINES mais comuns

Yo

o

OH
HO o=
4
(o]
HN Cl
s

Acido acetilsalicilico Diclofenaco

1899- hoje 1974-hoje
QW
AN
1N \
N N
\ \
o (o]
Antipirina Fenilbutazona
1887-hoje 1949-2013(FDA)

N
Fsc—

Celecoxibe
1999-2017(FDA)

OH OH
o=

oo
|

Ibuprofeno
1969- hoje

N
I
O\W/\g— HN)\
N

OH o

[

Fenacetina
1887-1983

Naproxeno

Cetorolaco
1989-hoje

HN)l\

Acetaminofeno
1887-hoje

Dipirona
1922-hoje

Cl

Parecoxibe

Etoricoxibe
2002-2007(FDA)

Fonte: (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2011; SWEETMAN; BLAKE, 2009)

A




32

Figura 5 mostra as classes mais comuns de AINEs de acdo ndo-especifica composta pelos
derivados do acido acético e acido propionico, pirazolonas e acetanilidas, além dos coxibes com
acao especifica para COX-2 dentre as quais as os farmacos de acdo ndo-especifica sdo 0s mais
difundidos no mercado, como 0 AAS, o paracetamol, o diclofenaco e o ibuprofeno (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015). Os AINEs de acdo ndo especifica sdo considerados
farmacos de primeira geracdo e apresentam efeitos adversos produzidos especialmente pela
inibicdo da COX-1, também responsavel pela producdo de muco estomacal e dos tromboxanos
de agregacdo plaquetaria. Estes efeitos sdo observados na administracdo do AAS, cuja a
reducdo do tromboxano produz efeitos na reologia do sangue pela diminuicdo da viscosidade e
produzindo efeito terapéutico no tratamento de quadros de tromboses (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2011). Os coxibes sao inibidores seletivos da COX-2 (Figura 6)
e considerados AIMEs de segunda geracdo, porém estudos recentes apontam para 0 aumento
do risco de doenca cardiaca em razdo do uso desta classe de farmacos, sendo estes submetidos
a controle de comércio pela FDA e ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2000).

Figura 6. Concentracfes de varios farmacos necessérias para inibir a atividade de COX-1 e

COX-2 em 50% (IC50). Os farmacos plotados abaixo da linha diagonal sdo inibidores mais
potentes da COX-2.
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1.8.1 Ibuprofeno

O ibuprofeno ou acido (R,S)-2-( 4isobutilfenil)propanoico € conhecido como um dos
farmacos mais seguros utilizados no momento para tratamento da dor, inflamacdo e febre. O
desenvolvimento molecular e o extensivo uso clinico deste farmaco é considerada uma das
historias de sucesso da industria farmacéutica (RAINSFORD, 1999). Trata-se de um AINE de
uso extensivo administrado preferencialmente por via oral em composicdo solida ou
intravenosa. A forma enteral é absorvida pelo trato gastrointestinal com pico de concentracdo
no plasma vindo a ocorrer entre 60 e 120 min, com uma proporc¢édo de ligacdo as proteinas do
plasma variando de 90 & 99% e com meia-vida de 120 min. E rapidamente excretado pela urina
na forma de metabdlitos e seus conjugados, com 1% sendo excretado sem metabolizacéo e 14%
como metabdlito conjugado como éster glicosilado (SWEETMAN; BLAKE, 2009). Sabe-se
gue apenas o enantidmero S é ativo e corresponde a 50% da dose, porém o enantidmero R sofre
conversdo seletiva a forma S no metabolismo hepéatico. Um processo enzimatico produz um
intermediario R tioéster com a Coenzima A (CoA), vindo a sofrer epimerizacao do carbono 2
com inversdo absoluta do centro quiral por inducdo enzimética seguida de hidrélise a &cido
carboxilico (Figura 7) (CHEN et al., 1991). Este mecanismo metabdlico é seletivo apenas a
forma R do ibuprofeno, porém néo é exclusivo a este, sendo observado para todos os derivados
acidos de (R)-2-arilpropionato em mamiferos (TRACY; HALL, 1992). O ibuprofeno é
comercializado na forma S enatiomericamente pura com o nome dexibuprofeno (SWEETMAN;
BLAKE, 2009).

Figura 7. Esquema da epimerizacéo seletiva do ibuprofeno inativo R para a forma ativa S

\(\Q\)?\ HSCoA \(\Q\)?\ Epimerase o Hidrolase o
Y OH Y SCoA SCoA OH

(R)-lbuprofeno (R)-Ibuprofenil-CoA (S)-lbuprofenil-CoA (S)-lbuprofeno

Fonte:(CHEN et al., 1991; TRACY; HALL, 1992).
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1.8.2 Diclofenaco

O 2-(2-((2,6-diclotofenil)amino)fenil)acetato ou Diclofenaco é um farmaco AINE da
familia dos acetatos com larga aplicacédo por via oral solida ou liquida, geralmente sob a forma
de sal de Na*, K*, dietilamina e epolamina além de compor preparacOes injetaveis via
intramuscular sendo um dos mais potentes AINESs de uso ndo controlado (Figura 6) (USP 32,
2008). E dificil estimar com precisdo o consumo global anual de medicamentos a base de
diclofenaco por muitas razdes, destacando-se as diferentes denominacdes oficiais do farmaco,
0 uso humano e veterinario e o consumo nado-registrado. Contudo, o Intercontinental Marketing
Service (IMS) para dados de saude calcula que em torno de 940 toneladas de diclofenaco sdo
consumidas anualmente com base nos dados de 2007, dentre as quais 96% foram destinadas a
industria farmacéutica (LONAPPAR et al., 2016). Em 2012 o diclofenaco foi listado como a
122 melhor molécula genérica do mercado mundial (ZHANG; GEISSEN; GAL, 2008).

Em termos farmacocinéticos, o diclofenaco é rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal quando administrado pela via oral sendo parcialmente modificado pelo
metabolismo de primeira passagem, porém em torno de 50% da concentracdo permanece
inalterada na circulacdo sisttmica com 99% da dose mantendo-se ligada as proteinas
plasmaticas com meias vidas em torno de 60 a 120 min. O diclofenaco é metabolizado
principalmente em compostos oxidados, além do éster glicorusilado (Figura 8) (SWEETMAN;

BLAKE, 2009).
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Figura 8. Esquema para o processo de biotransformacdo do diclofenaco e a seus metabdlitos
mais comuns
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Fonte: (SWEETMAN; BLAKE, 2009)

O ibuprofeno e o diclofenaco sdo AINEs derivados dos acidos acético e propiénico
respectivamente, com a funcéo carboxilato como grupo farmacoférico em comum. A funcéo
quimica carboxilato é de grande interesse para a producéo de bioisdsteros por ser quimicamente
ativa e permitir a obtencdo de derivados incluindo os compostos de coordenacdo com ions
metalicos por ligacdo de valéncia. A literatura apresenta uma série de publica¢des no inicio do
século XXI onde o diclofenaco é utilizado como modelo para obtencdo de complexos com ions
metalicos do bloco d. Dois estudos de sintese publicados por KOVALA-DEMERTZI, (1998,
2000) apresentam uma série de complexos binarios do diclofenaco com cétions divalentes de
Mn, Co, Ni, Cu, Fe e Pd, onde verifica-se a formacao de clusteres binucleares com o carboxilato
coordenando-se com ligagcdes em ponte. Os autores destacam o aumento da atividade inibitéria
da COX com a adigdo de metal com caracteristicas de &cido de Lewis. Em um estudo recente,
HAMAMCI ALISIR et al., (2017) produziram complexos binarios e ternarios do diclofenaco
com Ag* e ligantes nitrogenados com estruturas oligoméricas mono e binucleares com atividade

antimicrobiana comprovada por ensaios in vitro.
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1.9 Ensaios biologicos de toxicidade
1.9.1 Artemia salina

A. salina é um invertebrado da ordem Crustéacea (Figura 9) que ocorrem em ambientes
aquaticos salinos das regides tropicais (JAYASEKARA; DROWN; SHARMA, 1986). Este
organismo apresenta tolerancia extrema as variac@es de salinidade do meio aquatico, ocorrendo
em lagunas salobras, mares e lagos altamente salino. E um elo na fauna destes ambientes, no
qual é um ndcleo no fluxo energético da cadeia alimentar. Em condicdes adversas (periodos de
seca e alta salinidade) a A. salina reproduz-se produzindo ovos de casca grossa na forma de
cistos. Os cistos desidratados permanecem dormentes por varios anos em ambiente seco,
mantendo o embrido em estado completamente ametabdlico. O metabolismo € ativado logo
apos a reidratacdo em solucdo salina, seguida dos eventos de eclosdo do cisto e maturacdo do
nauplio (MORRIS, 1971). Em média, o microcrustdceo atinge o estagio final de
desenvolvimento de 36 a 48 h apds a hidratacdo do cisto.

Figura 9. Micro crustaceo A. salina.

Fonte: (http://www.warrenphotographic.co.uk/16392-brine-shrimp, acesso em 04/03/2014).

A A. salina é altamente sensivel a toxicidade do meio aquatico. A polui¢cdo do meio por
xenobidticos e metais pesados produz respostas imediatas nas populacGes do ecossistema.
JAYASEKARA et al., (1986) avaliaram o grau de tolerancia bde A. salina quando exposta a

concentracdes elevadas de cadmio no meio, o que indicou intoxicacdo por incorporacéo e
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metabolizacdo do metal pesado. BROWNE (1979) avaliou a resposta da exposicdo aguda
versus 0 desempenho reprodutivo de cinco cepas diferentes de A. salina frente a concentragdes
crescentes de CuSOa. A presenca do ion metalico Cu?* durante a fase reprodutiva das fémeas
reduziu a viabilidade dos cistos frente aos controles. Em todos 0s casos, o grau de intoxicacéo
manifesta-se pelo grau de letalidade da populacdo de A. salina por exposi¢do aguda ao agente
toxico, o qual pode ser correlacionado com a concentracdo do agente. Esta sensibilidade é muito
usada em laboratdrios de pesquisa e controle como modelo confidvel para estimar a toxicidade
(CL50) de xenobidtico em aguas, medicamentos e efluentes (LOGARTO PARRA et al., 2001).
O teste de toxicidade com A. salina (TAS) é um ensaio bioldgico aplicado como ferramenta
preliminar de avaliacdo de toxicidade aguda de xenobidticos com grandes vantagens sobre
outros métodos por ser rapido, robusto, barato, facil de reproduzir e por ndo demandar
instrumentacao sofisticada ou ambiente controlado (AMARANTE et al., 2011).

O ensaio TAS é muito aplicado na avaliacdo da toxicidade de produtos da matriz
vegetais em geral, como 6leos essenciais e extratos concentrados. MEYER et al., (1982)
testaram a toxicidade aguda de extratos concentrados das sementes de 41 espécies de plantas e
obtiveram correlacdes significativas entre a letalidade e as concentragfes dos extratos. A
CETESB (Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental Paulista) utiliza o ensaio TAS
padronizado pela ABNT como ensaio de citoxicidade aguda para avaliagdo da toxicidade de

efluentes e aguas residuais (COSTA et al., 2008).

1.10 Ensaios de interacdo com DNA in vitro

A genotoxicidade € um parametro primordial no desenvolvimento de um farmaco e esta
compreendida ainda na fase I da pesquisa (ANVISA, 2015). Os experimento de genotoxicidade
in vitro visam expor extratos bioldgicos ou microrganismos a molécula ou composto em estudo
para categorizar o tipo de interacdo que possa ocorrer entre 0 composto e a hélice do DNA e

extrapolar os resultados para o modelo animal. Mesmo que os modelos in vitro ndo possam
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representar diretamente a escala ou a complexidade de um organismo pluricelular, estes testes
sdo essenciais, pois indicam o provavel grau de toxicidade do composto sem demandar o uso
de animais. Os testes de genotoxicidade mais comuns que visam avaliar dano direto ao DNA
utilizam alguns microrganismos como o teste de cometa e teste de Ames (formacdo de
micronucleo) (HALLING-SORENSEN et al., 1998). Outros testes de interacdo direta utilizam
0 DNA livre obtidos de organismos bioldgicos ou amplificado por PCR onde avaliam-se
variacdes de propriedades fisico-quimicas da hélice exposta diretamente ao agente quimico em
estudo, tais como as propriedades Opticas de absorcao de radiacdo ultravioleta e radiacao plano-
polarizada por dicroismo circular.

O dicroismo circular ou CD € uma técnica espectrofotométrica que utiliza a radiacdo UV
com polarizacdo circular capaz de interagir seletivamente com moléculas com alta taxa de
quiralidade, como a dupla-hélice do DNA oua -hélice de proteinas (BEROVA; NAKANISHI;
WOODY, 2000). As interagdes xenobidtico-DNA ocorrem em diferentes modos e graus de
agressividade, sendo as interagcbes mais simples de atracdo eletrostatica reciproca, seguidas
pelas interagcOes de sulco e as mais danosas sendo intercalagcOes entre os pares de bases
(BORTOLOTTO et al., 2011). A intercalacdo induz a formacdo de quebras na dupla-hélice,
sendo o efeito genotoxico observado em estudos com moléculas planares eletropositivas como
0 benzeno, benzo-a-pireno e o-fenantrolina. Este mecanismo genotoxico € explorado por
agentes quimioterapicos como a cisplatina para induzir a morte celular (KELLETT et al., 2012).
O tipo de interacdo DNA-complexo é bem observavel ao utilizar-se CT-DNA (Calt Thymus
DNA), um polipeptidio do tipo B-DNA com rotagdo a direita e com alta taxa de repeticdo G-C
(Figura 10). Esta forma isolada de DNA interage fortemente com a luz plano polarizada para
produzir uma banda negativa em 245 nm decorrente do grau de helicidade e uma banda
positiva em 276 nm decorrente do grau de empilhamento dos pares de bases (BEROVA,

NAKANISHI; WOODY, 2000). As interacOes poderdo entdo serem medidas pela variagdo
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destas duas bandas de absorcéo, bem como pelo aparecimento de novas bandas de a partir de

adi¢des seriadas de solucdo de complexo.

Figura 10. Formas mais comuns de DNA de acordo com o tipo de empacotamento dos pares de
bases. Em (a) € representada a dupla hélice do DNA tipo B com os parametros de medidas

obtidos por difracdo de raios-X.
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4., METODOLOGI A
1.11 Reagentes para sintese

Os processos de sintese demandaram o uso de insumos farmacéuticos, sais inorganicos
e solventes com purezas certificadas. Os farmacos diclofenaco de potassio, (R,S)-ibuprofeno e
nicotinamida foram compradas da Sigma-Aldrich® com purezas = 98%. O composto valproato
de sodio foi obtido do fabricante AK Scientific® (USA). Os reagentes inorganicos ZnCly,
ZnS04.7H20 e NaOH e os solvente etanol absoluto e dimetilformamida (DMF) foram obtidos
de Sigma-Aldrich Vetec®. A gua desmineralizada foi obtida de um purificador marca MilliQ®

com condutividade basal de 0,055 S cm™.

1.12 Equipamentos analiticos

Todos os reagentes organicos foram analisados por espectrometria de massas de alta
resolucdo MicroTof QIl (Bruker Daltonics) equipado com uma fonte de electrospray em modo
positivo e negativo para verificacdo de impurezas. As estruturas foram confirmadas por analise
de H e *CRMN em um espectrometro de ressonancia magnética nuclear marca Bruker, modelo
Fourier 300 equipado com probe para os nicleos de préton e 3C operando a temperatura
ambiente. Confirmaram-se também os pontos de fusdo dos referidos compostos em fusiémetro
capilar marca Fisatom® modelo 431. Os materiais de partida também foram analisados por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier em um espectrébmetro Perkin-
Elmer®, modelo Specrum 400 com amostra no estado sélido pelo método de pastilha de KBr.
Analises de UV-Vis foram realizadas em um espectrofotdmetro Beckman DU 530 de feixe

simples, com uso de cubetas de quartzo com caminho éptico de 10,0 mm em solvente THF.
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1.13 Sintese e caracterizacéo quimica dos complexos de zinco

Este capitulo apresenta as metodologias de sintese, purificacdo e caracterizagéo estrutural
dos trés complexos ternarios de zinco (Figura 11). As nomenclaturas dos complexos foram
aplicadas de acordo com as recomendacGes de EISI et al., 2014, adaptadas das regras da
IUPAC.

Figura 11. Estruturas quimicas confirmadas dos trés complexos ternarios de zinco (I1I) com os

coédigos de identificacdo, nomenclaturas simplificadas, nomenclaturas IUPAC, férmulas
quimicas as massas moleculares.
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1.13.1 Sintese e obtencdo do complexo Zn(Valp)2(Nic)2 (1)

A obtencdo do complexo 1 deu-se em uma sintese de dois passos conforme descrito na
Figura 12. O passo 1 for realizado de acordo com a metodologia descrita por SANTOS, DOS
et al., (2015) para a obtencdo do precursor Znz(Valp)s, em uma reacdo de dupla-troca
A+B -, C+D. Para tal, uma massa de 4,6508g de 2-propilpentanoato de sodio (valproato) (28
mmol) foi transferido para um frasco erlenmeyer de 500 mL de capacidade e dissolveu-se em
100 mL de H2O Milli-Q. Uma segunda solucdo preparada com 4,0255 g ZnS04.7H.O (14

mmol) e 100 mL de H2O Milli-Q foi adicionada gota a gota sobre a primeira sob agitacéo
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magnética constante a temperatura ambiente. Um solido branco finamente dividido formou-se
em suspensdo imediatamente ap6s a adicdo do sal de zinco, com aumento de intensidade com
0 passar do tempo. Apos 24 h de agitacdo, o produto solido foi recuperado por filtracdo a vacuo,
lavado com H>O Milli-Q repetidas vezes para remocdo de impurezas sollveis seguido de
secagem forcada em liofilizador por 24 h. Ao final obtiveram-se 3,4124 g de massa seca, com
rendimento estequiométrico de 71%.

O complexo ternario 1 foi obtido no passo 2 por reacdo de sintese do tipo A+B - C.
Uma massa de 0,7036 g de precursor Znz(Valp)s (1 mmol) foi solubilizada em 50 mL de etanol
absoluto e filtrada em membrana filtrante de 0,45 micras para frasco erlenmeyer de 125 mL.
Uma solucgdo contendo 0,4885 g de nicotinamida (4 mmol) em 50 mL de etanol absoluto foi
adicionada gota a gota sobre a solucdo do precursor sob agitacdo magnética constante. A
agitacdo foi mantida por 2 h, na sequéncia foi concentrada a 25% do volume inicial em
evaporador rotativo a 50 °C e reservada para cristalizacdo. A solucdo foi mantida em repouso
a temperatura ambiente com o frasco fechado, com a formac&o de cristais transparentes sendo
observa ap6s 1 h. Uma massa cristalina foi obtida apds 60 h de repouso, a qual foi recuperada
por filtracdo a vacuo, lavada duas vezes com etanol absoluto para remoc¢do de material ndo
reagido e secados em liofilizador por 24 h. Obtiveram-se 0,8345 g de massa seca, com

rendimento estequiométrico de 70%.
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Figura 12. Esquema reacional em duas etapas para a obtencéo do complexo 1.
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1.13.2 Sintese e obtencdo do complexo Znz(Diclof)a(Nic)2 (2).

A obtencdo do complexo 2 deu-se em uma sintese de dois passos conforme descrito na
Figura 13. O passo 1 foi realizado de acordo com a metodologia descrita por ABU ALI &
JABALI, 2016 para a obtencdo do precursor Zn(Diclof)2, em uma reagdo de dupla-troca
A+B - C+D. Paratal, uma massa de 1,3368 g de 2-[2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil]acetato de
potassio (diclofenaco) (4 mmol) foi transferida para um frasco erlenmeyer de 250 mL de
capacidade e dissolveu-se em 100 mL de H20 Milli-Q. Uma segunda solugéo preparada com
0,5758 g ZnSO4.7H,0 (2 mmol) e 100 mL de H-O Milli-Q foi adicionada gota a gota sobre a
primeira sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente. Um solido branco

finamente dividido formou-se em suspensao imediatamente apés a adi¢ao do sal de zinco, com
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aumento de intensidade com o passar do tempo. Ap6s 24 h de agitacdo, o produto solido foi
recuperado por filtracdo a vacuo, lavado com H2O Milli-Q repetidas vezes para remocéo de
impurezas soltveis seguido de secagem forcada em liofilizador por 24 h. Ao final obtiveram-
se 1,1408 g de massa seca, com rendimento estequiométrico de 87%.

O complexo ternario 2 foi obtido no passo 2 por reacdo de sintese do tipo A+B - C.
Uma massa de 0,6556 g de precursor Zn(Diclof). (1 mmol) foi solubilizada em 50 mL de etanol
absoluto e filtrada em membrana filtrante de 0,45 micras para frasco erlenmeyer de 125 mL.
Uma solucdo contendo 0,2443 g de nicotinamida (2 mmol) em 50 mL de etanol absoluto foi
adicionada gota a gota sobre a solucdo do precursor sob agitacdo magnética constante. A
agitacdo foi mantida por 2 h, na sequéncia foi concentrada a 25% do volume inicial em
evaporador rotativo a 50 °C e reservada para cristalizacdo. A solucdo foi mantida em repouso
a temperatura ambiente com o frasco fechado, com a formacéo de cristais transparentes sendo
observa ap6s 1 h. Uma massa cristalina foi obtida apds 60 h de repouso, a qual foi recuperada
por filtracdo a vacuo, lavada duas vezes com etanol absoluto para remoc¢do de material ndo
reagido e seca em liofilizador por 24 h. Obtiveram-se 0,5444 g de massa seca, com rendimento

estequiométrico de 70%.



45

Figura 13. Esquema reacional em duas etapas para a obtencdo do complexo 2
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1.13.3 Sintese e caracterizacdo do complexo Znz(lbup)a(Nic)2 (3).

A obtencdo do complexo 3 deu-se em uma sintese de dois passos conforme descrito na
Figura 14. O passo reacional 1 foi desenvolvido para a obtencdo do precursor Zn(lbup)2, em
uma reacdo de dupla-troca A+B - C+D. Para tal, uma massa de 0,8251 g de R,S-ibuprofeno (4
mmol) foi transferida para um frasco erlenmeyer de 250 mL de capacidade juntamente com 100
mL de H>O Milli-Q. A suspensdo foi basificada com uma solucdo saturada de Na>CO3z
adicionada gota a gota sob agitacdo magnetica até a solubilizacdo completa da massa do
material de partida e o pH estabilizar-se em 8,90. Uma segunda solu¢do contendo 2 mmol de
Zn(NO3)2.6H20 (0,5949 g) em 50 mL de H20 Milli-Q foi adicionada gota a gota sobre a solu¢ao
de ibuprofenato de sddio sob agitacdo magnética constante. Apos 1 h de agitacdo, um sélido
branco suspenso foi removido por filtragdo em papel e lavado com 3 porgdes de 100 mL de

H>0 para remoc&o dos subprodutos hidrossoluveis. As impurezas inorganicas insollveis como
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ZnO, Zn(OH), e ZnCO3 foram removidas de acordo com procedimentos seguintes: a massa
solida foi transferida para um frasco erlenmeyer de 125 mL e suspensa em um volume de 50
mL de etanol absoluto e levada ao banho ultrassénico por 5 min. A suspenséo foi centrifugada
a 5000 RPM por 10 min e o sobrenadante foi filtrado em membrana de nailon com porosidade
de 0,45 micras. O produto foi precipitado por adicdo de 100 mL de H,O ao filtrado mantido sob
agitacdo por 1 h e recuperado por filtracdo em papel. O solido foi seco em liofilizador por 24
h, do qual obtiveram-se 0,7615 g do precursor (1,6 mmol), com rendimento estequiométrico
correspondente a 81%.

O complexo ternario 3 foi obtido no passo 2 por reacdo de sintese do tipo A+B - C.
Uma massa de 0,4750 g de precursor Zn(lbup)2 (1 mmol) foi solubilizada em 10 mL de N,N *
dimetilformamida (DMF) 99% e filtrada em membrana filtrante de 0,45 micras para frasco
erlenmeyer de 125 mL. Uma solucdo contendo 0,2443 g de nicotinamida (2 mmol) em 15 mL
de DMF foi adicionada gota a gota sobre a solucdo do precursor sob agitacdo magnética
constante. A agitacdo foi mantida por 2 h, na sequéncia foi concentrada a 25% do volume inicial
em evaporador rotativo a 50 °C e reservada para cristalizacdo. A solucdo foi mantida em
repouso a temperatura ambiente com o frasco fechado ao abrigo da luz. Uma massa cristalina
foi obtida ap6s 30 dias de repouso, a qual foi recuperada por filtracdo a vacuo, lavada duas
vezes com porgdes de 5 mL de DMF para remogdo de material ndo reagido e secados em
liofilizador por 24 h. Obtiveram-se 0,4126 g de massa seca, com rendimento estequiométrico

de 69%.



Figura 14. Esquema reacional em duas etapas para a obtencdo do complexo 3
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1.13.4 Obtenc¢do de monocristais e analise cristalogréafica dos complexos 1, 2 e 3

Os monocristais do complexo 1 foram obtidos a partir de uma solugéo saturada reparada
em etanol absoluto (5 mL) e 0,1 g do complexo amorfo aquecida a 50 °C e filtrada em
membrana de poliamida 0,45 m de porosidade e acondicionada em um tubo de ensaio de 10
mL de capacidade coberto com papel filtro para propiciar a evaporacdo do solvente. Os
monocristais cresceram nas paredes do tubo apds 7 dias de acondicionamento ao abrigo da luz
e temperatura de trabalho (18-25°C). Os monocristais dos complexos 2 e 3 foram obtidos de
forma similar ao complexo 1, porém em solvente DMF. Os monocristais cresceram nas paredes
dos tubos apds 30 dias.

As anélises dos monocristais foram realizadas em um difratdmetro Bruker, modelo D8

Venture Photon 100 equipado com um tubo de raios-X Mo-K a  d e a Intoatec IaSrcoml
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optica de microfoco bidimensional Montel (120 (2) K usando uma unidade de baixa
temperatura Oxford Cryosystems Cryostream 800 para complexo 3). As estruturas foram
resolvidas por métodos diretos usando o pacote SHELXS. As analises subsequentes do mapa
de diferencas de Fourier produziram as posi¢cbes dos atomos ndo-hidrogénios, com 0s
refinamentos realizados também com o pacote SHELXS (SHELDRICK, 2007). Todos o0s
refinamentos foram feitos por minimos quadrados de matriz completa em F2 com parametros
de deslocamento anisotropico para todos os atomos n&o-hidrogénio. Atomos de hidrogénio
foram incluidos no refinamento em posicdes calculadas, mas os atomos de hidrogénios que
realizam ligacdes especiais foram localizados no mapa de Fourier. Os desenhos foram feitos

usando ORTEP-3.1 (FARRUGIA, 1999) para Windows e Mercury 4.1.0.

1.13.5 Estudo de estabilidade dos complexos em solu¢do

A condutividade molar ~ é um pardmetro indicativo do grau de ioniza¢do do complexo
metalico em solucdo (EL-MEGHARBEL; HAMZA; REFAT, 2015). O método tem como
principio a determinacdo da condutividade de uma solucdo com concentra¢do conhecida em
intervalos regulares de tempo. Variagdes cronicas da condutividade da solugdo indicam
alteracdes fisico-quimicas do analito e podem ser utilizadas para estimar a estabilidade do
complexo para ser armazenado ou formulado em solucdes liquidas. Fenémenos de dissociacdo
por solvolise, ionizacdo, oxirreducgdo e polimerizacdo variam a condutividade do meio.

Para a realizacdo dos estudos de estabilidade foram preparadas solu¢es dos complexos
a 0,01 mol L! em dimetilformamida (DMF). As solucdes foram homogeneizadas em banho
ultrassénico a temperatura ambiente por 10 min, filtradas em membrana filtrante de nylon 0,45
micras e armazenadas em frascos Schott® de 10 mL com enchimento total. Uma amostra de
solvente puro (controle) foi preparada e mantida nas mesmas condi¢fes do experimento. O

equipamento utilizado neste experimento foi um condutivimetro (Hydraulis®, modelo MCA-
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150) equipado com uma célula de condutividade com constante condutimétrica K de valor igual

a

a 1,00 cm™ especificado pelo fabricante (= #(2))) calibrada em uma solucéo-padréo

de 1408 S cm™ (KCI 0,01 mol kg?). As leituras foram obtidas nos tempos de 0,5, 24, 48 e 96
h. Os valores basais de condutividade da amostra controle foram subtraidos dos valores das
leituras das amostras e aplicados na equacdo 1 para determinacdo da condutividade molar do
complexo.

/\( 2 —1) = (—_1) (1)
( =3)

1.13.6 Estudo de atividade redox dos complexos frente ao radical livre ABTS™

A atividade antioxidante dos complexos foi determinada pela reagdo do complexo com
o radical livre 2 , -&inobis(3-etilbenzenotiazolina-6-a4cido sulfénico) ABTS  pela
metodologia descrita por RUFINO et al., 2007. Esta molécula possui vantagens sobre o outros
métodos tais como o DPPH™, pois reage com compostos hidrofilicos quanto lipofilicos, além
de poder ser monitorado na regido do vermelho do espectro eletromagnético com menor

interferéncia espectral do analito.
1.13.6.1 Preparo das solucdes reagentes e analise espectrofotométrica

O experimento foi iniciado com o preparo da espécie radicalar ABTS in situ, no qual
5,0 mL de uma solugdo aquosa de ABTS & 7,0.10° mol L? foi juntada & 0,088 mL de uma
solugdo aquosa de K2S;0s (persulfato de potassio) a 1,4.10* mol L (razdo molar ABTS:
K2S20g de 3:1), mantida sob abrigo da luz por 16 h. O radical ABTS é gerado em solucéo

pela reacdo de equilibrio esquematizada na Figura 15.
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Figura 15. Reacdo de formacao e decomposicao do radical ABTS
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A padronizacédo da solucdo deu-se pela diluicdo empirica de uma aliquota de 1,0 mL da
solucdo-estoque com etanol absoluto até obter-se uma absorbancia com intensidade de 0,70 +
0,05 AU em 734 nm. Para tal utilizaram-se cubetas de vidro com caminho éptico de 10,0
mm e um espectrofotémetro Shimadzu®, modelo UV-1700. Solucdes etandlicas dos complexos
ternarios 1, 2, 3 e o ligante nicotinamida foram preparadas & 1,0.10° mol L. Destas, 0,030 mL
foram juntados a 3,0 mL de solucdo padronizada de radical ABTS , homogeneizadas em
agitador tipo vortex e as leituras de absorbancia obtidas apds cronometrados 6 min de reacéo.
Cada experimento foi repetido trés vezes no mesmo dia.

As atividades redutoras foram avaliadas pelo consumo da espécie radicalar do meio
através da reducdo da absorbancia no pico maximo de 734 nm. Os resultados foram avaliados
estatisticamente atraves de andlise de variancia (ANOVA) cruzada e ndo-parametrizada pelo
Teste de Tukey com intervalo de confianca de 95%. A ferramenta grafica e estatistica utilizada
no estudo foi o pacote OriginPro 2016 (OriginLab Corporation), versdo b9.3.226 (licenca de

teste) para sistema operacional Windows 10.

1.14  Estudos de interacdo com DNA in vitro

1.14.1 Interagdo complexo-DNA por Dicroismo circular

O desenho experimental demandou o uso dos complexos 1, 2, 3 e o ligante nitrogenado
Nic livre. Os complexos precursores ndo foram utilizados no teste por ndo apresentarem

solubilidade nas condi¢des experimentais propostas. Os experimentos de dicroismos circular
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foram realizados em um espectrometro de CD marca JAS.CO®, modelo J-815. As reagfes
foram preparadas diretamente na cubeta de leitura (2 mm com adi¢cdes de solucbes pré-
preparadas dos compostos Zn(Valp)2(Nic)2, Zna(Diclof)s(Nic)2, Znz(lbup)s(Nic), e
Nicotinamida & 2000 mol L™* em H.O:DMF 80:20, tampao Hepes (Acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfonico) 10 mol Lt apH 7,00em H O e CT-DNA 24100 mol L™ em H,0.
As concentragdes dos reagentes para cada corrida estdo na Tabela 1. Utilizou-se uma cubeta de
quartzo com caminho optico de 2 mm, com trés escaneamentos por amostra para uma janela
espectral de  240-400 nm.

Tabela 1. Condicdes experimentais para as analises de interacdo complexo-DNA por dicroismo

circular.
Corrida] Composto ( mol L)) | Volumetotal ( L) |  DNA( mol L))  |Razdo Comp/DNA

1 0,00 400 200,00 0,00
2 24,69 405 197,53 0,13
3 48,78 410 195,12 0,25
4 72,29 415 192,77 0,38
5 95,24 420 190,48 0,50
6 117,65 425 188,24 0,63
7 139,53 430 186,05 0,75
8 160,92 435 183,91 0,88
9 181,82 440 181,82 1,00
10 202,25 445 179,78 1,13

Os dados espectrais foram plotados e analisados pelo software OriginPro 2016 (OriginLab

Corporation), versao b9.3.226 (licenca de teste) para sistema operacional Windows 10.

1.14.2 Inducéo de fragmentacéo de DNA plasmidial

Este estudo de genotoxicidade in vitro tem por objetivo estimar a capacidade de uma
molécula ou uma nanoparticula em interagir com a dupla-hélice de cadeias longas de DNA livre
e produzir rupturas simples ou duplas. Parametros como o tipo principal de quebra induzida e
a intensidade das quebras indicam o grau de genotoxicidade do composto, um parametro

importante para determinar se uma molécula tem potencial de induzir a carcinogénese.
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O experimento tem como base a separacdo de moléculas de DNA Plasmidial intacto
(super enovelado — F1), fragmentado por quebras simples de cadeia (circular aberto — F2) e
fragmentado por quebra dupla de cadeia (Linear — F3) por eletroforese em gel de agarose e a
captura de imagem das bandas eletroforéticas sob luz UV. O composto fluorescente brometo
de etidio presente na matriz do gel intercala-se a estrutura de DNA e emite luz fluorescente sob
radiacdo UV 360 mm, luminescéncia esta que pode ser capturada como imagem digital e
analisada por softwares de analise de intensidade de pixels. A intensidade de pixels das bandas
eletroforéticas sdo quantificaveis e entdo analisadas estatisticamente com o uso dos softwares

GelAnalyzer 2010a e OriginPro 2016, verséo b9.3.226.

1.14.2.1 Preparagao das amostras de complexos e DNA plasmidial

O estudo demandou o uso de DNA plasmidial (pBSK I1) obtido e purificado a partir de
cultura microbioldgica de Escherichia coli de acordo com as técnicas padrao descritas por F.M.
AUSUBEL, R. BRENT, R.E. KINGSTON, 2002.

Os complexos 1, 2, 3 e o ligante Nic foram solubilizados em uma mistura de
H.O:dimetiformamida 80:20% v/v em concentragdes de 2000 mol L. Esta mistura de
solvente proporcionou a solubilizacdo dos complexos sem prejudicar a solubilidade e estrutura
do DNA no meio reacional. Os complexos precursores ndo foram testados porque néo
apresentaram solubilidade nas condicOes experimentais propostas. Para 0 experimento de
inducdo de quebra de DNA foram utilizados dois modelos experimentais: 1) quebra de DNA
em auséncia de luz; 2) quebra de DNA induzida por radiacdo UV. Os parametros experimentais

estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Condicdes experimentais para avaliacdo das interacdes DNA plasmidial:complexos

Experimento/condigio ‘ Concentragio do complexo ( mol L) | Tempo de exposi¢éo

Escuro/36+1 °C 0 24 h
25 24 h
50 24 h
100 24 h
200 24 h
400 24 h

Luz UV max 300-312 nm/20 °C 0 30s
25 30s
50 30s
100 30s
200 30s
400 30s

Ambos 0s experimentos demandaram preparos experimentais similares. Preparou-se uma
solugdo aquosa de uma mistura de DNA + tampdo Hepes (acido 2-[4-(2-(hidroxietil-piperazin-
1-il] etanosulfénico) na concentracdo final de 20 mmol L* em pH 7,0, da qual foram
transferidos aliquotas de 10 L (volume equivalente a 300 ng de DNA) para tubos de centrifuga
contendo 400 L de solucdo de complexo nas concentracBes descritas na Tabela 2. Os
experimentos em auséncia de luz foram mantidos em estufa termostatica a 36x1 °C por 24 h,
enquanto os experimentos de indugdo luminosa de quebra de DNA foram expostos a luz UV

300 nm por 30 s imediatamente apds a mistura. Decorrido o tempo de exposicao, as reacdes
foram cessadas pela adi¢do de 4 L de solucdo extintora composta por 50% v/v de uma mistura
composto por tampéo Tris/HCI pH 7,5 a 0,05 molL™, azul de bromofenol & 0,01% m/v, EDTA

20,250 mol L e 50 % v/v de glicerol.

1.14.2.2 Procedimentos de separagao por eletroforese em gel e coleta de dados

As separacdes das formas de DNA 1, 2 e 3 foram realizadas por eletroforese em gel de
agarose. Os géis foram produzidos em formas de 6 pocos, seguindo as recomendacfes do

fabricante: 0,24g de gel de agarose base seca, 30 mL de solucdo tampdo TBE
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(Tris/Borato/EDTA) em diluicio 0,5x e 4 L de solucdo de brometo de etideo a 0,3 mg mL™.
As amostras foram incubadas nos pogos dos géis e separadas por eletroforese. As separagdes
foram realizadas em uma cuba eletroforéticas padrdo acoplada a uma fonte de corrente continua
marca PWSys®, modelo PW300, com tempo de corrida de 90 min.

Os géis foram analisados em um transluminador marca BioAgency®, modelo T26M com
filtro de 302 nm, no qual capturara-se imagens dos géis iluminados com uso de cadmera
fotografica digital. As imagens (extensdo .png) foram analisadas com auxilio do software
GelAnalizer 2010, (versdo 2010* freeware), desenvolvedor Istvan Lazar, onde as
luminescéncias das bandas eletroforéticas foram quantificadas pela técnica de analise de
densidade pixels e convertidas em dados numéricos. As bandas correspondentes as formas de
DNA 1, 2 e 3 foram plotados e analisados pelo software OriginPro 2016 (OriginLab

Corporation), versao b9.3.226 (licenca de teste) para sistema operacional Windows 10.

1.15 Estudo de toxicidade in vitro frente a Artemia salina

O teste de A. salina ou TAS tem como finalidade determinar a acdo toxica aguda de um
composto xenobiotico por acumulacdo frente a um organismo filtrador de nado livre e de alta
atividade metabolica. Os ensaios TAS foram aplicado de acordo com a metodologia descrita
por DOS SANTOS et al., 2015. O meio de cultura consistiu de 2,0 L de solucdo salina preparada
com agua Milli-Q e sal marinho sintético (isento de nitrato e fosfato) a uma concentracao de
18,25 g L% A soluco foi filtrada e acondicionada em um aquério de vidro (25x15x20 cm),
onde se adicionaram 0,2 g de ovos de A. salina para incubacdo. O sistema foi mantido com
aeracdo constante, a temperatura mantida no intervalo de 27 a 30 °C e pH controlado no
intervalo de 7,0 a 9,0 (Figura 16). O aquecimento e a iluminagdo foram fornecidos por uma

lampada incandescente alégena de 60 W mantida a 5 cm de distancia da parede do aquario.
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Instalou-se um sistema borbulhador para saturacdo do oxigénio do meio durante todo 0 processo
de incubacédo o intervalo de 48 h de incubacéo.

Figura 16. Sistema de incubacdo para A. salina com monitoramento de parametros fisico-
quimicos do meio

. Aeracio
Termémetr

o

Controle
Solucéao salina

Iluminaciio e aquecimento

1.15.1 Preparo das amostras de complexos

Aliquotas cristalinas de 60,0 mg dos complexos 1, 2, 3 e o ligante Nic foram juntadas a
aliquotas de 180 mg de sal marinho sintético e trituradas ao p6 fino com uso de gral e pistilo de
agata. Este procedimento facilita a dispersdo e solubilizacdo parcial dos complexos em agua.
As misturas foram transferidas para bales volumétricos de 10,0 mL, completados os volumes
com agua Milli-Q e submetidas a banho ultrassénico por 30 min. O processo produziu
suspensdes coloidais estaveis, as quais foram imediatamente utilizadas nos experimentos. O
controle negativo utilizado foi uma solugéo salina em branco. Os complexos precursores ndo
foram utilizados para o teste por ndo apresentarem qualquer solubilidade ao meio e néo

formarem coloides estaveis com solucao salina.

1.15.2 Incubagé&o dos nauplios

O procedimento de transferéncia foi iniciado ap0s 48 h de incubacéo, com uso de placas
de poliestireno transparente para cultura celular de 24 pogcos com tampa. Uma média de 18 a

22 nauplios foram transferidos para cada poco com uso de micropipetador automatico,
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juntamente com 800 pL da solugdo salina. Na sequéncia, adicionaram-se combinacgdes de 200
pL das solugdes de amostra + solugdo salina de modo a obter as concentragdes de 1200,0,
960,0, 720,0, 480,0, 240,0 e 0,0 ug mL™ para todos os compostos, com quatro replicatas para
cada concentracdo. Os experimentos foram mantidos incubados por 24 h nas mesmas condicdes
de temperatura de eclosao, porém sem iluminacdo direta. A contagem do nimero de mortos foi
realizada em microscopio estereoscopico marca Zeiss® com transluminador, no qual se
considerou morto o nauplio imovel ao estimulo luminoso. O experimento foi repetido trés vezes
e em dias diferentes.

Os resultados foram avaliados estatisticamente através de analise de variancia
(ANOVA) cruzada e ndo-parametrizada pelo Teste de Tukey com intervalo de confianca de
95%. A ferramenta grafica e estatistica utilizada no estudo foi o pacote OriginPro 2016
(OriginLab Corporation), versao b9.3.226 (licenca de teste) para sistema operacional Windows

10.



5. RESULTADOS E DI SCUSSOES

1.16 Processos de obtencédo dos complexos de Zn e analise espectroscopicas

1.16.1 Recuperacéo do complexo Zn(Valp)2(Nic)2 (1) e seu sal precursor Znz(Valp)s

Para o complexo binario Zny(Valp)s, 0 rendimento estequiométrico obtido foi de 71%,
valor inferior ao rendimento de 88% descrito por ABU; DARAWSHEH; RAPPOCCIOLO,
(2013). Esta diferenca pode ser atribuida as perdas nos processos de recuperacdo, uma vez que
0 produto se apresenta como uma massa amorfa semissélida e hidrofébica com alto grau de
agregacao em suspensdo aquosa. O produto seco a vacuo apresenta-se como um sélido branco
de consisténcia saponacea ao tato, com solubilidade a frio = 10% m/v em etanol, acetona, éter,
cloroférmio, tetraidrofurano (THF), dimetilsulfoxido (DMSQO) e N,N *dimetilformamida
(DMF).

O complexo ternario Zn(Valp)2(Nic)2 (1) apresentou rendimento estequiométrico de
70%. O produto inicia a cristalizagdo em solugéo etandlica concentrada a 0,2 mol L? a
temperatura ambiente, a qual produz cristais finamente divididos nas primeiras horas de
repouso. Por outro lado, a solucéo de partida diluida estocada em frasco aberto para evaporacéo
espontanea do solvente produziu cristais com dimensdes maiores de 1 mm apos 60 dias, com
cristais vitreos e aparéncia lamelar. Os cristais apresentaram solubilidade a frio = 10% m/v

apenas em DMF.

1.16.2 Elucidacéo estrutural do complexo 1

O complexo metalico 1 e seu sal precursor foram analisados pelas técnicas de FTIR,
'HRMN, BCRMN, ESI-TOF-MS e UV-Visivel e comparados com os dados da literatura. A

analise por difracdo de Raios-X de monocristal foi aplicada apenas para o complexo ternario



por tratar-se de composto inédito. Neste capitulo serdo analisados os individualmente todos os

espectros.
1.16.2.1 Analises dos espectros de FTIR do complexo 1 e o precursor Znz(Valp)s

As andlises comparativas dos espectros de FTIR do complexo ternario 1 e seu precursor
foram utilizadas para identificacdo das ligacdes quimicas, de acordo com suas caracteristicas
de estiramento ou deformacdes, entre o ligante Nic e o 4&tomo de zinco. As variacGes nas
posicBes das bandas do espectro do complexo ternario em relacdo ao precursor indicam a
ocorréncia de ligacdo quimica, enquanto a repeticdo das posi¢fes destas pode indicar co-
precipitacdo dos reagentes em mistura fisica.

Figura 17. Espectro de transmitancia de FTIR para o precursor Zny(Valp)s obtido em estado
solido em pastilha de KBr
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O espectro de FTIR para o complexo binario Zny(Valp)s (Figura 17) apresenta as
mesmas bandas principais descritas por ABU, et al (2013) utilizando a mesma técnica analitica.
As bandas fortes em 2959, 2934 e 2873 cm correspondem respectivamente aos estiramentos
antissimétricos das ligagcdes H-Csp® dos grupos metila do valproato, a estiramentos

antissimétricos dos hidrogénios metilénicos das cadeias alquilicas e aos estiramentos simétricos
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das ligagdes H-Csp® de grupos metil e metileno do valproato. A banda correspondente ao
estiramento da ligagdo O=C sp? do carboxilato aparece em 1598 cm™. Em 1427 cm
corresponde & contragdo/alongamento do segmento O-Csp?-Csp® do grupo carboxilato com o
carbono vicinal (posigdo 2). As bandas entre 1400 e 400 cm™ compreendem ao intervalo de
impressdo digital da molécula. A banda arredondada presente em 3423 cm™ corresponde ao
estiramento da ligagdo O-H sp® de moléculas de H,O residual do processo de sintese e
hidratacdo do diluente KBr no processo de mistura e prensagem.

Figura 18. Espectro de transmitancia de FTIR para o complexo 1 obtido em estado solido em
pastilha de KBr
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O espectro de FTIR para o complexo 1 (Figura 18) apresenta bandas fortes em 3325 e
3166 cm™ correspondentes as deformagBes axiais assimétrica ( as) e simétrica ( S),
respectivamente, de ligagdes N-H sp® de amina primaria livre presente na funcdo amida. A
banda forte em 1695 cm™* corresponde ao estiramento da ligagdo O=C sp? da funco carbonila
de amida. A banda curta em 3070 cm™ corresponde a deformagéo axial C-H de carbono sp? do
anel piridinico. As cadeias alquilicas dos ligantes valproato podem ser identificadas nos
estiramentos fortes em 2957 e 2872 cm, correspondentes as vibragBes assimétricas e
simétricas de grupos CHs terminais, e o estiramento forte em 2934 cm™ corresponde as

vibracOes assimetricas de grupos CH: internos das cadeias alquilicas dos grupos valproato. Os
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estiramentos fortes em 1640, 1607 e 1559 cm™ correspondem as deformacdes axiais normais
( ) das funces carboxilato do valproato.

As variagOes nas posicdes das bandas principais entre os espectros do complexo 2 e seu
precursor indicam a formacao do complexo ternario com ligaces Zn-N pela fun¢éo piridina da
nicotinamida, uma vez que ha evidéncias do grupo R-NH> da fung¢éo amida livre no complexo
tal qual o espectro de FTIR da nicotinamida pura (ANEXO 1). Outra informagéo relevante do
estudo comparativo de espectros de FTIR é a determinacdo do tipo de ligacdo quimica dos
grupos carboxilato R-COO™ em relagdo ao nlcleo metalico de Zn*2.

Figura 19. Esquema de correlac6es dos valores de

Zn com as respectivas categorias de ligagdo quimica.
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Fonte: ZELENAK; VARGOVA; GYORYOVA, (2007a)

Segundo ZELENAK (2007) os valores de  (cm™) entre as vibragbes assimétricas e

simétricas ( assim- sim= a-s) d0 grupo carboxilato variam de acordo com a categoria de ligagcdo

metal-ligante. Os resultados calculados na Tabela 3 mostram o carater monodentado do sal
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valproato de sddio, enquanto o precursor Znz(Valp)s tem caracteristicas de ligagdo em ponte
Zn-0O-C-0-Zn do tipo Syn-Syn confirmada por andlise cristalografica. O complexo ternario 1
tém carater quelato do tipo quelato simples.

Tabela 3. VariacGes dos intervalos entre as bandas de vibracBes mais caracteristicas entre o
complexo e seus precursores.

Composto Vibragdes de R-COO- (cm™)

assim sim ref
Valproato de sodio* 1554 1417 137 137@
Zny(Valp)s 1598 1427 171 168®
1 1559 1425 134 -

*Espectro de FTIR disposto no ANEXO 1
@ HIJAZI, et al, (2013); ®DARAWSHEH, et al, (2014)

1.16.2.2 Analises de *H e *CNMR do complexo 1 e do precursor Zn,(Valp)a

O espectro de *HRMN para o precursor Znz(Valp)s (Figura 20, Tabela 4) foi calibrado
em relacdo ao padrdo interno tetrametilsilano (TMS) com deslocamento quimico 0,00 ppm.
Os hidrogénios do grupo valproato foram marcados seguindo a posic¢ao do carbono geminal ao
longo da cadeia em relacdo ao grupo carboxilato (grupo principal), com atribuicdo de letras
gregas ( ). As nomenclaturas atribuidas aos sinais e suas multiplicidades sdo descritas
em lingua portuguesa de acordo com GARRIDO, 2011. Evidenciaram-s e apenas
0,8 e 2,4 ppm caracteristicos para hidrogénios de cadeias alquilicas (SILVERSTEIN &

WEBSTER, 1998).

S

na
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Figura 20. Espectro de 'HRMN para o precursor Zn,(Valp)s (a) com expanséo (b) obtido em
CDCl3 a 300,18 MHz.
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Tabela 4. Dados obtidos do espectro de tHRMN para o precursor Znz(Valp)s obtido em CDCls
a 300,18 MHz.

Sinal (ppm) | Multiplicidade | Integral relativa | Constante de acoplamento J (Hz)
0,876 Tripleto 6,00 6,90( )
1,268 Sextupleto 4,00 6,60 ( )
1,378 Multipleto 2,02 Indefinida
1,569 Multipleto 1,98 Indefinida
2,393 Tripleto de tripletos 1,00* 480( )

*Integral de referéncia com atribuicdo relativa = 1H

O tripleto posi ci dmr®6HE00Hz & corresponddhte & Lis pp m

hidrogénios meti | i ¢ o s tcaeboniicosnda grupo vadproato acoplados aos hidrogénios
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ycarbonilicos. O s e xppnu(p# 666@ Hrz) caresporedeanstquatroe m o
hi drogéni os me t i -tadbanilicosod® gripo wakpratoi acoplalos 3os

hidog € ni os rmedribomriolsi cdos e o0s -tabodilices.gO8 quatro s me
hidrogéanlmenifl i cos sadao atribuidos aos doi s
acoplam com os hi earbongiéseio lmidsogémaentetinil & aparbanitice. vy

O desdobramento do sinal pode ser at+ i bui
carbonilicos encontram-se distribuidos espacialmente em ambientes quimicos diferentes,

embora o grupo valproato possua um plano de simetria. O tripleto de tripletos posicionado em

0 2, 39)% pdipmMO( Hz) cor r e scaboniichacoptadn aohhidagéntog € ni o
-carbonilicos. Os A contagem total de hidrogénios por integracdo das areas dos picos
corresponde ao namero total de hidrogénios presentes no grupo valproato. O espectro de

'HRMN para o precursor Znx(Valp)sapr esent ou desl ocamentos qu
de sinal e constantes de acoplamento J que corroboram com a descri¢do de ABU et al., (2013)

para sintese e andlise similar.

Figura 21. Espectro de *CRMN para o precursor Znz(Valp)s obtido em CDCls a 75, 48 MHz
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O espectro de *CRMN para 0 Zn,(Valp)s (Figura 21) evidencia a presenca de planos de
simetria entre os dois grupos n-propil da molécula de valproato, no qual podem-se atribuir os

trés sinais de carbonos alquilicos equivalentes. Os doi s-carlwmilicds aparecesn o
desl ocados em & 14,04 ppm. Em c as aarbsnilicos | ar ,
aparecem deslocados em & 20, 67 e -carboBlibo, 10 p
aparece em & 47,49 ppm. O sinal para o <catr
porém com baixa intensidade. A auséncia de duplicidade nos sinais do carbono da carboxilato

e do c earbondico @videncia a presenca de um elemento de simetria de ligacdo dos

grupos carboxilato com o &tomo de zinco central, visto que a estequiometria do complexo tem

razdo metal:ligante 1:2.
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Figura 22. Espectro de tHRMN para o complexo 1 (a) com expansdes (b) (c) obtido em Acetona
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Tabela 5. Dados obtidos do espectro de *HRMN para o complexo Zn(Valp)s(Nic)2 obtido em
Acetona Ds a 300,18 MHz.

Sinal (ppm) Multiplicidade Integral relativa | Constante de acoplamento J (Hz)
0,865 Tripleto 11,56 7,20( )
1,309 Multipleto 11,72 Indefinido
1,526 Multipleto 3,82 Indefinido
2,300 Tripleto de tripleto 2,00* 450( )
6,922** Simpleto 1,84 -
7,487 Duplo-dupleto 1,98 4,80 (C-B, C-D); 0,90 (C-A)
7,735** Simpleto 1,74 -
8,275 Duplo-dupleto 2,02 7,80 (D-C); 1,80; (D-A)
8,715 Duplo-dupleto 2,04 4,80 (B-C); 1,50 (B-D)
9,127 Duplo-dupleto 2,04 2,40 (A-D); 0,9 (A-C)

*Integral de referéncia com atribuigdo relativa = 2H

**Simpletos dos atomos de H diasterotopicos do grupo amida

O espectro de tHRMN para o complexo 1 (Figura 22) foi calibrado em relagdo ao pico
residual do solvente deuterado acetona Ds, um quinteto em 2,050 ppm. O sinal alargado em
2,940 ppm é atribuido a moléculas de &gua livre presentes no solvente. Os hidrogénios do
grupo valproato receberam atribuicdes de posicdo das letras gregas e conforme o
precursor Zny(Valp)s e os hidrogénios do ligante nicotinamida receberam atribuicdes de
alfabética A, B,C, D, E, F.
Os hidrogénios dos grupos metilicos ( ) do valproato aparecem como um tripleto &
0,865 ppm (J = 7,20 Hz) resultante do acoplamento de spins com os hidrogénios . O multipleto
e m 1,809 ppm corresponde a sobreposic¢des de sinais dos hidrogénios metilénicos acoplados
aos hidrogénios e , além de 50% do desdobramento de sinal dos hidrogénios diasterotdpicos
em . O multipleto em 1,526 ppm corresponde a outra parcela de 50% do sinal dos
hidrogénios diasterotépicos acoplados aos hidrogénios e . O hidrogénio € atribuido ao
tripleto de tripletos em 2,330 ppm com J=4,70 Hz resultante do acoplamento com o0s

hidrogénios diasterotopicos.
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Os sinais dos hidrogénios da amida primaria (E, F) sdo detectados como simpletos
alargados em 6,922 e 7,735 ppm. O efeito diasterotopicos dos hidrogénios da amida primaria

indica que o grupo possui liberdade de conformagéo por ndo estar coordenado ao metal.

~

SILVERSTEIN (1998)mostra que “a néadao equival énci a

no caso de amidas primérias é causada pela rotacdo lenta da ligagdo O=C-N provocada pela
formatautomérica O-C=N", r esul t ando e m u panfolmeadi@gua2do

Figura 23. Variagdes de conformacéo da ligacdo C-N do grupo amida.
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Adaptado de SILVERSTEIN (1998), pg 156.

O sinal em 7,487 ppm corresponde a um duplo dupleto correspondente ao hidrogénio
C acoplado aos vizinhos B e D, com J=4,80 Hz além de ocorrerem desdobramentos de todos
0s picos em dupletos com J=0,90 Hz atribuidos ao acoplamento de longa distancia C-A pelas
deformacdes fora do plano do anel piridinico. O sinal em 8,275 ppm € um duplo dupleto de
J=7,80 Hz do hidrogénio D acoplado ao hidrogénio C, com acoplamento a longa distancia de
J=1,80Hz com o hidrogénio A. O duplo dupleto em 8,715 ppm corresponde ao sinal do
hidrogénio B acoplado ao hidrogénio C com J=4,80 Hz, apresentando acoplamento a longa
distdncia com o hidrogénio D com J=1,50 Hz. O duplo dupleto em 9,127 ppm corresponde
ao hidrogénio A acoplando a longa distancia com o hidrogénio D com J=2,40 Hz e com o
hidrogénio C com J=0,9 Hz.

Os dados obtidos nas analises de *HRMN (Figura 22, Tabela 5) para o complexo 1
confirmam que a formula quimica minima a ser atribuida pela valéncia do Zn*? em esfera de
coordenacdo octaédrica tipica deve serde 1:222na ordem “met al : | i

neutro” .

do

dupl

gant e
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Figura 24. Espectro de 3 CRMN para o complexo 1 obtido em Acetona Ds a 75,48 MHz
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O espectro de *CRMN para o complexo 1 (Figura 24) apresenta a simetria esperada
entre os dois grupospr op i | da mol écul a doaarbonili@os gparecem t o . (
des | oc ad o gpmeEm cado sirtildr,ofpares simétricosdecar b o n o-sarbgnilices
aparecem des| oc ad @mn, respectivamere0Qs &rbonos a-carbodliegel 2
dos grupos carboxilatos ndo sdo detectados em razdo da baixa concentracdo da amostra pela
baixa solubilidade em Acetona Ds. Os sinais dos carbonos dos ligantes nicotinamida estéo
atribuidos na sequéncia: carboniladeamida(C1) o ;€246 129, 70 ppm;

ppm; C4 o6 148,65 ppm; C5 & 123,29 ppm; C6 9

1.16.2.3 Analise de Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo para os complexos 1 e

seu precursor Znz(Valp)s

Os espectros de massas foram obtidos através de analise de solugdo do complexo a
1 g.mL* em H20 : metanol 1:1 sem indutor de aduto acido férmico ou formiato de aménio
porque os complexos tendem a ionizarem-se facilmente por cisdo das ligacbes de valéncia
metal-carboxilato para produzir ions com carga residual contida no metal. Os espectros foram

obtidos pela técnica de electrospray (ESI) em modo ions positivos em analises de fullscan com
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janela espectral de m/z 100 a 1600 em modo MRM (Multiple Reaction Monitoring) a5 eV. lons
mais intensos foram fragmentados com energia de colisdo de 10-15 eV a facilitar a atribuicédo
da composicdo quimica. As composi¢cdes dos ions principais foram atribuidas através de
calculo do erro entre o valor de m/z experimental e o valor de m/z tedrico para o pico
monoisotopico e pela comparacdo das distribui¢fes isotdpicas experimentais e teoricas.

O espectro de MS do precursor Znx(Valp)s (Figura 25) apresentou o ion molecular como um
aduto de proton e uma molécula de H.O com massa monoisotopica em m/z 719,3019. Os
demais ions identificados estdo dispostos na Tabela 6. O ion foi isolado e fragmentado por MS2
(Figura 26), onde identificaram-se dois ions filhos com massas monoisotopica em m/z 741,2833
e 701,3076 correspondentes aos adutos [M+H>O+Na]®™ e [M+H]" respectivamente. A
distribuicdo isotdpica para o ion precursor apresentou 11 picos de massa monoisotopica e
corresponde ao padréo de distribuicdo simulado para a combinacdo de atomos da estrutura
molecular esperada para 0 composto em estudo. A molécula em estudo apresentou baixo poder
de ionizacdo nas condi¢des experimentais, onde predominaram ions de m/z superiores a massa
esperada para o composto. Estes ions foram identificados como clusteres moleculares
produzidos pela perda de ligantes de valéncia (valp) e adutos de préton e Na*.

Figura 25. Espectro de ESI-MS do precursor Znz(Valp)s em modo fullscan
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Figura 26. Espectro de MS2 para o ion m/z 719,3019 obtido a 15 eV com a distribuicéo isotopica
em destaque.
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Tabela 6. Dados de ESI-MS para o precursor Znx(Valp)a

m/z monoisotopica* |  Calculado | Erro (ppm) | Formula | fon
10734111 1073,4199 8,8 CasHeoNaO 12215 [Zna(Valp)e+Na]"
1051,4353 1051,4379 2,5 CagHs1012ZN; [Zns(Valp)s+H]*
907,3246 907,3235 18 CaoH5010Z1s [Zns(Valp)s]*
889,3701 889,3733 8,6 C4oH75Na,010Zn; |:ZI’12(V8.|[’.))5"'2N8.]+
867,3868 867,3914 5,3 CaoH7sNaO10Zn, [Zns(Valp)sNa+H]*
845,4068 845,4094 3,1 CaoH77010ZN> [Zn,(Valp)s+2H]*
741,2833 741,2869 48 CaoHe2NaOsZn, [Zna(Valp)s+H,0+Na]*
719,3019 719,3050 4.2 Cz2Hg309Zn; [Zl’lz(Va|p)4+H20+H]+

*pico dos is6topos 2C, *H, 160, 54Zn e #Na

O espectro de ESI-MS para o complexo 1 (Figura 27) apresentou picos de cluster
molecular, rearranjo molecular e adutos de préton e Na*. O pico base com m/z monoisotépica
801,2759 corresponde ao cluster [Znz(Valp)s(Nic)2]* oriundo da fusdo de duas unidades
moleculares com perda de um ligante de valéncia (valp). O ion molecular foi identificado com
baixa intensidade em m/z 595,2414 e 617,2344 na forma de adutos de préton e Na*
respectivamente. A fragmentacdo do aduto de préton a 10 eV (Figura 28) produz um ion
derivado em m/z 451,1335 correspondente & perda de um ligante de valéncia. A distribuigéo
isotopica do ion m/z 595,2414 apresenta seis picos com intensidades correspondentes ao padrao

de distribui¢do simulado para a formula molecular idealizada para o complexo 1.
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Figura 27. Espectro de ESI-MS do complexo 1 em modo fullscan
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Figura 28. Espectro de MS2 do ion m/z 595,2415 obtido a 10 eV.
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Tabela 7. Dados de ESI-MS para o complexo 1

m/z monoisotopica* |  Calculado | Erro (ppm) | Férmula | fon
845,3258 845,3243 2,5 C38H56N2NaOanz [an(VaIp)sNic+ Na]*
823,3417 823,3424 0,9 CasHe7N209Zn; [Zn2(Valp)aNic+H]*
801,2759 801,2759 0,0 CssHs57N4OsZn; [an(VaIp)g(Nic)2]+
617,2344 617,2288 9,1 C2sH42N4NaOgZn [Zn(Valp)2(Nic),+Na]*
595,2414 595,2469 9,1 C2sH1sN4OsZn [Zn(Valp)2(Nic)+H]*
495,1831 495,1808 47 C22HssN2NaOsZn [Zn(Valp).Nic+Na]*
473,1995 473,1988 13 C22H37N20sZn [Zn(Valp).Nic+H]*
451,1335 451,1324 3,6 Ca0H2:N404Zn [Zn(Valp)(Nic)]*
347,0950 347,0944 1,7 C14H23N204Zn [Zn(VaIp)(NiC)+HZO]+
329,0821 329,0844 53 C1aH21N2052Zn [Zn(Valp)(Nic)]*

*pico dos isétopos 2C, *H, 1N, 60, %4Zn e #Na



1.16.2.4 Analise cristalografica do complexo 1

72

A andlise de difracdo de raios X de monocristal para o complexo 1 foi realizada de

acordo com o metodo descrito no item 4.3.4. Os resultados dos parametros do cristal estdo na

Tabela 8.

Tabela 8. Dados do cristal e refinamento da estrutura do complexo 1
Parametros ‘ Resultados
Férmula empirica CasH42N4OsZn
Massa molar (g.mol™?) 596,03

TIK 293(2)
Radiacdo, /A Mo Ko, 0.71073

Sistema cristalino, grupo espacial
Dimensoes da célula unitaria (A)
A

B

C

a(®)

B()

y(®)

Volume (A%)

z

Densidade calculada (g.cm)
Coeficiente de absor¢do (mm)
F (000)

Tamanho do cristal (mm)

Intervalo Theta ( ) para coleta de dados
Intervalos de indice

Reflexdes coletadas / exclusivas

Totalizagdo a0 méximo (30,60 graus de angulo)
Correcdo de absorgéo

Transmissdo maxima e minima

Método de refinamento
Dados/restri¢es/parametros

Refinamento de ajuste em F2

indice de R final [I > 20(1)]

indices de R

Maior diferenca de pico e buraco (e.A?)

Monoclinico, C2/c

14,4173(5)
10,4246(4)
20,7978(8)
90,0
98,2030(10)
90,0
3093,8(2)
4
1,280
0,838
1264
0,20x0,12 x 0,11
3,25 até 30,60 graus de angulo
-17<h<20
-l4<k<14
-29<1<22
11878/4757 [Rine = 0,0151]
99,8 %
Equivalentes semi-empiricos
0,9235 ¢ 0,8703

Quadrados minimos de matriz completa em F?

4757/20/171
1,032
R1=0,0564, wR> = 0,1539
R:=0,0710, wR> = 0,1627
1,146 e -1,137

A cristalizacdo do complexo 1 ocorre em sistema monoclinico e com grupo espacial

(simetria) do tipo C2/c, um empacotamento molecular comum para complexos de Zn contendo
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valproato e ligantes de natureza piridinica descrito ABU, et al (2013) na analise de monocristais
de Zn(Valp)2Phen.H>0. A Figura 29 mostra a estrutura (ORTEP) do complexo 1 contemplando
0 atomo de Zn 11 central ligado com quatro &tomos de oxigénio de dois grupos valproato e dois
atomos de nitrogénio de dois grupos Nic. A esfera de coordenacdo é formada por um octaedro
distorcido com as duas moléculas de Nic dispostas em um angulo de 96,08° (Tabela 9) entre si
em oposicdo a duas moléculas de valproato bidentadas. Os atomos de oxigénio do grupo
carboxilato ligam-se de assimetricamente ao metal através do oxigénio de valéncia formando

uma ligacéo de 2,090 A e o oxigénio da carbonila com 2,3108 A de distancia.

Figura 29. ORTEP do complexo 1 apresentando a distribuicdo espacial dos ligantes e a esfera
de coordenacao do com o 4tomo de Zn centralizado.
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Tabela 9. Ligacdes e angulos selecionados para representar a estrutura do complexo 1.

Ligacéo Distancia (A) Sistema Angulo (°)
Zn-N(1) 2,086(2) N(1)-Zn-N(1)#1 96,08(12)
Zn-N(1)#1 2,086(2) N(1)-Zn-O(1) 149,55(9)
Zn-0(1) 2,090(2) N(1)#1-Zn-0(1) 90,67(9)
Zn-O(1)#1 2,090(2) N(1)-Zn-O(1)#1 90,67(9)
Zn-0(2) 2,3108(18) N(1)#1-Zn-O(1)#1 149,55(9)
Zn-(0)2#1 2,3108(19) 0O(1)-Zn-0O(1)#1 98,39(12)
Zn-C(1) 2,543(2) N(1)-Zn-0(2) 90,91(8)
Zn-C(1)#1 2,543(2) N(1)#1-Zn-0O(2) 110,26(7)
0O(1)-Zn-0(2) 59,03(8)
O(1)#1-Zn-0(2) 99,24(8)
N(1)-Zn-O(2)#1 110,26(7)

0(3)-C(14)-N(2) 123,1(3)
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A representacdo da célula unitaria apresentada na Figura 30 mostra 0 empacotamento
molecular coeso através de ligacdes de hidrogénio. Cada ligante Nic produz trés ligacGes de
hidrogénio intermoleculares, das quais duas sdo simétricas dos grupos amida (2,048 A) (N-H-
O) e a terceira ocorrendo entre o hidrogénio do grupo amida com o oxigénio da carbonila de
um grupo valproato da molécula vizinha, a 2,118 A de distancia.

Figura 30. Representacdes da célula unitaria e das ligacdes de hidrogénio intermoleculares do
complexo 1.
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1.16.3 Recuperagéo do complexo Znz(Diclof)s(Nic). (2) e seu sal precursor Zn(Diclof),

Para o complexo binario Zn(Diclof)z, o rendimento estequiométrico de 87% esta de
acordo com a descricdo de ABU ALI & JABALLI, (2016), os quais obtiveram rendimento de
86% para uma reacdo de diclofenaco de sodio com ZnCl, em condi¢Ges similares de
concentracdo e temperatura. O resultado mostra que o equilibrio reacional reagentes  produtos
ndo é afetado quando os contra jons Na* e CI- sdo substituidos na reacdo por K* e SO42 em
meio aquoso, denotando que o equilibrio depende apenas da constante do produto de
solubilidade (kPs) do complexo. O produto seco a vacuo apresenta-se como um solido branco
finamente dividido, com solubilidade & frio = 10% m/v em etanol, acetona, éter etilico,
cloroférmio, tetraidrofurano (THF), dimetilsulfoxido (DMSO) e N,N *dimetilformamida
(DMF).

O complexo ternario Znz(Diclof)s4(Nic)2 (2) apresentou rendimento estequiométrico de
70 %. O produto seco a vacuo apresenta-se como um solido branco finamente dividido, ndo
higroscépico e com solubilidade a frio em DMSO, DMF e THF. Este sélido produzido por
cristalizacdo rapida em etanol tem uma aparéncia amorfa, porém a microestrutura apresenta um
ordenamento cristalino regular sob a forma de ldminas empilhadas em anélise ao microscéopio
eletronico (Figura 31). A micrografia com magnitude de aumento de 5.000 vezes mostra
aglomerados de laminas de cristal oriundos de pontos de nucleacdo do composto com
dimens@es aproximadas de 50 um. A micrografia com magnitude de aumento de 10.000 vezes

apresenta as estruturas individuais das laminas.
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Figura 31. Micrografias do p6 do complexo 2 obtidas em microscopio de varredura com emissor
FEG com magnitudes de aumento de 5.000 vezes (esquerda) e 10.000 vezes (direit).
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1.16.3.1 Elucidacéo estrutural do complexo 2

O complexo 2 e seu sal precursor foram analisados pelas técnicas de FTIR, tHRMN,
13CRMN, ESI-TOF-MS e UV-Visivel e comparados com os dados da literatura. A analise por
difracdo de Raios-X de monocristal foi aplicada apenas para o complexo ternario por tratar-se
de composto inédito. Neste capitulo serdo analisados os individualmente todos os espectros.

O espectro de FTIR para o complexo binario Zn(Diclof). apresenta as mesmas bandas

descritas por ABU ALI; JABALLI, (2016) utilizando as mesmas técnicas analiticas.
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Figura 32. Espectro de transmitancia de FTIR para o precursor Zn(Diclof), obtido em estado
solido em pastilha de KBr
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Figura 33. Espectro de transmitancia de FTIR para o complexo 2 obtido em estado solido em
pastilha de KBr

O espectro de FTIR para o complexo 2 apresenta uma banda forte em 3310 cm™

correspondente & deformacdo axial assimétrica ( as) da amina secundéaria do diclofenaco.
Observa-se a banda de deformacao axial simétrica ( s) da amina primaria da nicotinamida em

3183 cm™, com a banda as de amina primaria provavelmente sobreposta pela banda as da

amina secundaria do diclofenaco. A banda forte em 1679 cm™ corresponde ao estiramento da
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ligagdo CO sp. da funcéo carbonila de amida da nicotinamida. A banda curta em 3072 cm
corresponde a deformacdo axial C-H de carbono spz do anel piridinico da nicotinamida. As duas
bandas fracas em 2969 e 2925 cmcorrespondem as as e s dos grupos metileno (CHz) -
carbonilicos do diclofenaco. As bandas fortes entre 1622 e 1592 cm™ correspondem as
deformacdes axiais normais ( ) das fungdes carboxilato do diclofenaco ligado ao Zn, enquanto
as bandas em 1576 e 1564 cmcorrespondem & duas vibragdes assimétricas ( assim) diferentes
para a mesma funco. A banda média em 1415 cm™ corresponde a vibragéo simétrica ( sim) da
funcdo carboxilato. A banda forte em 747 cm™corresponde a as dos atomos de Cl do anel
aromatico do diclofenaco. A partir dos parametros de Z E L E N, Atlél, (2007a), (Figura 19)
calcularam-se os valores de  para o complexo 2 e o respectivo sal precursor. Os resultados
calculados na Tabela 10 mostram o carater monodentado do sal diclofenaco de potassio,
enquanto o precursor Zn(Diclof), tem caracteristicas de quelato. O complexo ternario 2
apresenta duas bandas de assim € indica a presenca de ligagcbes O-Zn em configuracGes dos tipos
quelato bidentado e quelato monodentado.

Tabela 10. VariacGes dos intervalos entre as bandas de vibragfes mais caracteristicas entre o
complexo 2 e seus precursores.

Composto Vibragdes de R-COO- (cm™)
assim sim ref
Diclofenaco de potassio* 1578 1451 127 -
Zn(Diclof), 1578 1418 160 173®
2 1564® 1415 1490 -
1576@ 1415 161@ -

*Espectro de FTIR dispostos no ANEXO 1
@ABU ALI; JABALL, (2016), para um complexo diidratado.
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1.16.3.2 Andlise dos espectros de *HRMN e 3CRMN do complexo Znz(Diclof)s(Nic)2 e seu

precursor Zn(Diclof),.

O espectro de tHRMN para o complexo Zn(Diclof), (Figura 34) foi calibrado em relagio
ao pico simpleto do padrdo interno TMS em 0,00 ppm. Os hidrogénios do grupo diclofenaco
receberam atribui¢des numeéricas relativas aos nimeros dos atomos de carbono aos quais estéo
ligados.

Figura 34. Espectro de *HRMN para o precursor Zn(Diclof); (a) com expansdes (b) obtido em
CDCls a 300,18 MHz

Todos os dados obtidos da anélise dos sinais do espectro estdo dispostos na Tabela 11. O
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simpleto em 3,734 ppm corresponde aos hidrogénios do grupo metilénico da posicéo 2, em
condig&o de spin isolado.

Tabela 11. Dados obtidos do espectro de *HRMN para o precursor Zn(Diclof), obtido em
CDCls a 300,18 MHz.

Sinal (ppm) | Multiplicidade | Integral relativa | Constante de acoplamento J (Hz)
3,734 Simpleto 4,02 -
6,429 Dupleto 1,92 7,50 (5-6)
6,770 Simpleto 1,70
6,835 Tripleto 2,05 7,20 (7-6, 7-8)
6,890 Duplo-dupleto 2,00 8,40 (12-11,13)
7,050 Duplo-tripleto 2,00 7,80 (6-5, 6-7), 0,90 (6-8)
7,141 Duplo-dupleto 1,98 7,50 (8-7); 0,90 (8-6)
7,224 Dupleto 4,14** 8,10 (11,13-12)

*Integral de referéncia com atribuigdo relativa = 2H

** A drea integrada inclui o pico residual do solvente CDCl; sobreposto pelo sinal dos prétons da amostra.

O dupleto em 6,429 ppm corresponde ao hidrogénio da posigéo 5 acoplado ao hidrogénio da
posicdo 6 com J=7,50 Hz. O simpleto em 6,770 ppm corresponde ao hidrogénio da amina
secundaria que une os dois anéis aromaticos. O tripleto em 6,835 ppm corresponde ao
hidrogénio da posicdo 7 acoplado com os hidrogénios das posi¢bes 6 e 8 com J=7,20 Hz. O
duplo dupleto em 6,890 ppm corresponde ao hidrogénio da posicdo 12 acoplado aos
hidrogénios das posic¢des 11 e 13, com J=8,40 Hz. O duplo tripletoem 7,050 ppm corresponde
ao hidrogénio da posicdo 6 acoplado aos hidrogénios das posi¢des 5 e 7 com J=7,80 Hz, além
de um acoplamento a longa distancia com o hidrogénio da posicdo 8 com J=0,90 Hz. O duplo
dupleto em 7,141 ppm corresponde ao hidrogénio da posi¢do 8 acoplado com o hidrogénio
da posicdo 7 com J=7,50 Hz com acoplamento a longa distancia com o hidrogénio da posi¢édo
6 com J=0,90 Hz. O dupleto em 7,224 ppm corresponde aos hidrogénios simétricos das

posicdes 11 e 13 acoplados com o hidrogénio da posi¢ao 12 com J=8,10 Hz.
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A analise do espectro permitiu detectar a presenca de todos os hidrogénios presentes no
ligante diclofenaco, porém ndo detectou-se a presenca de moléculas de H>O coordenadas ao
metal como descrito por ABU ALI; JABALL, (2016).

Figura 35. Espectro de 3 CRMN para o precursor Zn(Diclof), obtido em CDCls a 75,48 MHz

O espectro de 3 CRMN para o precursor Zn(Diclof), (Figura 35) foi calibrado pelo pico
do padréo interno TMS em 0,00 ppm em CDClIs. Os carbonos foram enumerados de acordo
com a posicdo na cadeia, conforme o método utilizado para o espectro de *HRMN. O carbono
do carboxilato (C1) foi detectado em 181,73 ppm com baixa intensidade. O carbono
metilénico (C2) foi detectado em 40,47 ppm em baixa intensidade. Todos os carbonos sp? dos
dois anéis aromaticos foram detectados 117 e 142 ppm e estdo dispostos em ordem crescente:

117,47 ppm (C7); 121,60 ppm (C6); 124,02 (C5); 124,05 (desidrogenado C4), 127,75(C12);
128,67 (simétricos C11, C13), 129,84 (desidrogenado C9), 131,12 (C8), 137,56 (simétricos

clorados C10 e C14); 142,53 (desidrogenado C3).
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Figura 36. Espectro de 'HRMN para o complexo 2 (a) com expansdes (b) (c) em DMSODs a
300,18 MHz.

O espectro de tHRMN para o complexo 2 (Figura 36) foi calibrado em relag&o ao pico
quinteto residual do solvente DMSO Ds em 2,500 ppm. Os hidrogénios do grupo diclofenaco

receberam atribui¢cGes numeéricas relativas aos nimeros dos atomos de carbono aos quais estéo



83

ligados, enquanto os hidrogénios do ligante foram atribuidos como letras maitsculas em ordem
alfabética. Todos os dados obtidos do espectro estdo expressos na Tabela 12.

Tabela 12. Dados obtidos do espectro de *HRMN para o complexo 2 obtido em DMSO D &
300,18 MHz.

Sinal (ppm) | Multiplicidade | Integral relativa | Constante de acoplamento J (Hz)
3,589 Simpleto 3,97 -
6,285 Dupleto 2,00% 7,20 (5-6)
6,818 Duplo-tripleto 2,03 7,50 (6-5,7); 1,20 (6-8)
7,011 Duplo-tripleto 1,99 7,80 (7-6,8); 1,20 (7-5)
7,055 Duplo-dupleto 1,98 7,80 (12-11,13)
7,151 Duplo-dupleto 1,95 7,50 (8-7); 1,50 (8-6)
7,422 Dupleto 3,84 8,10 (11,13-12)
7,483 Duplo-dupleto 1,03 4,80 (C-B,D); 0,90 (C-A)
7,637 Simpleto 0,88
8,191 Simpleto 0,90
8,203 Duplo-dupleto 1,06 8,10 (D-C); 1,80 (D-A)
8,299 Simpleto 1,85
8,686 Duplo-dupleto 0,99 4,80 (B-C); 1,80 (B-D)
9,030 Dupleto 1,00 1,50 (A-D)

*Integral de referéncia com atribuicdo relativa = 2H

O simpleto em 3,589 ppm corresponde aos dois hidrogénios metilénicos da posicao 2

em isolamento de spin. O dupleto em 6,285 ppm corresponde ao hidrogénio da posicao 5
acoplado ao hidrogénio da posi¢do 6 com J=7,20 Hz. O duplo tripleto em 6,818 ppm
corresponde ao hidrogénio da posicéo 6 acoplado com os hidrogénios das posi¢cGes 5 e 7 com
J=7,50 Hz, com acoplamento a longa distancia com o hidrogénio na posicdo 8 a J=1,20 Hz. O
tripleto em 7,011 ppm corresponde ao hidrogénio da posi¢do 7 acoplado aos hidrogénios das
posicdes 6 e 8, com J=7,80 Hz. Observa-se acoplamento a longa distancia com o hidrogénio da
posicdo 5 com J=1,20 Hz. O duplo dupleto em 7,055 ppm corresponde ao hidrogénio da
posicdo 12 acoplado aos hidrogénios das posi¢oes 11 e 13 com J=7,80 Hz. O duplo dupleto em
7,151 ppm corresponde ao hidrogénio da posic¢do 8 acoplado com o hidrogénio da posicéo 7

com J=7,50 Hz com acoplamento a longa distancia com o hidrogénio da posi¢do 6 com J=0,90
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Hz. O dupleto em 7,224 ppm corresponde aos hidrogénios simétricos das posicoes 11 e 13
acoplados com o hidrogénio da posicdo 12 com J=8,10 Hz. O simpleto em 8,299 ppm
corresponde aos hidrogénios das aminas secundarias do diclofenaco.

O sinal em 7,483 ppm corresponde a um duplo dupleto correspondente ao hidrogénio
C acoplado aos vizinhos B e D, com J=4,80 Hz além de ocorrerem desdobramentos de todos
o0s picos em dupletos com J=0,90 Hz atribuidos ao acoplamento de longa distancia C-A pelas
deformac6es fora do plano do anel piridinico. O sinal em 8,203 ppm é um duplo dupleto de
J=8,10 Hz do hidrogénio D acoplado ao hidrogénio C, com acoplamento a longa distancia de
J=1,80Hz com o hidrogénio A. O duplo dupleto em 8,686 ppm corresponde ao sinal do
hidrogénio B acoplado ao hidrogénio C com J=4,80 Hz, apresentando acoplamento a longa
distancia com o hidrogénio D com J=1,80 Hz. O duplo dupleto em 9,030 ppm corresponde
ao hidrogénio A acoplando a longa distancia com o hidrogénio D com J=1,50 Hz. Os sinais dos
hidrogénios da amida primaria (E, F) sdo detectados como simpletos alargados em 7,637 e
8,191 ppm. O efeito diasterotdpico dos hidrogénios da amida primaria indica que o grupo possui
liberdade de conformacdo (epimerizacdo) por ndo estar coordenado ao metal, conforme as
ilustracOes na Figura 23.

O espectro de 3 CRMN para o complexo 2 (Figura 37) foi calibrado pelo pico septeto
do solvente DMSODs em 39,52 ppm. Os carbonos foram enumerados de acordo com a
posicdo na cadeia, conforme o método utilizado para o espectro de *HRMN. O carbono do
carboxilato (C1) foi detectado em 177 ppm. O carbono metilénico (C2) foi detectado em
40,73 ppm. Todos os carbonos sp? dos dois anéis aromaticos foram detectados 116 e 143 ppm
e estdo dispostos em ordem crescente: 116,35 ppm (C7); 120,82 ppm (C6); 126,85(C12);
124,59 (C5); 126,51(desidrogenado C4), 128,97 (simétricos C11, C13), 129,12 (desidrogenado
C9), 130,61 (C8), 137,57 (simétricos clorados C10 e C14); 142,87 (desidrogenado C3). Os

carbonos do anel piridinico da nicotinamida foram detectados em um intervalo de 123 a 166
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ppm e foram atribuidos de acordo com a posicao em relagdo ao grupo principal. O carbono do
grupo amida C1’'16f6o,i4 &d eptpenc,t a@20 eln2 9, 82 pp m,
ppm, C5"123,60 ppm e C6'’ 135,47 ppm.

Figura 37. Espectro de 3 CRMN para o complexo 2 obtido em DMSODs a 75,48 MHz

As anélises dos espectros de *H e 3 CRMN para o complexo 2 e seu precursor revelam
alguns efeitos do metal sobre os ligantes. Observa-se um efeito de blindagem dos spins dos
nucleos de 'H e 3C & medida em que o nimero de coordenacdo do metal aumenta, indicando
transferéncia de carga do metal em direcdo ao ligante e produzindo aumento da densidade das

nuvens eletrénicas.

1.16.3.3 Analise de ESI-MS em modo ions positivos para o complexo 2 e seu precursor

O espectro de MS do precursor Zn(Diclof). (Figura 38) apresentou o ion molecular
como um aduto de préton com massa monoisotopica em m/z 652,9533. Foram identificados
sete ions derivados do dimero Zny(Diclof)s 0 que denota que a deste precursor seja um
oligbmero com formula molecular minima Zn(R-COQO"),2. Todos os ions identificados estdo
dispostos na Tabela 13. O ion molecular m/z 652,9533 foi isolado e fragmentado com energia
de colisdo de 15 eV (Figura 39) e produziu quatro ions derivados em m/z 636,9530 [M-H20]",

377,9516 [M-Diclof+H20]", 359,0494 [M-Diclof]" e 278,0154 [Diclof-H.O]*como sendo o ion
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acilio do diclofenaco (R-C O") (SILVERSTEIN, 1998). A expansdo da escala entre m/z 652 e

662 mostra o padrdo da distribuicdo isotdpica em alta resolucdo coincidente com a férmula

molecular C2sH21Cl2N2042Zn.

Figura 38. Espectro de ESI-MS do precursor Zn(diclof), em modo fullscan

Figura 39. Espectro de MS2 em 15 eV para 0 ion m/z monoisotdpica 652,9533 com o padrédo

de distribuicdo isotdpica em destaque.

Tabela 13. Dados de ESI-MS para o composto precursor Zn(diclof), em analise fullscan

m/z monoisotopica* | Calculado | Erro (ppm) | Férmula ‘ fon
1326,8945 1326,8830 87 CssHuoClsNaNaOsZn; [Zna(diclof),+Na]*
1304,8890 1304,9010 7,4 C56H41CI3N4Oan2 [an(diC|Of)4+H]+
1009,8808 1009,8843 3,5 C42H30CI5N3052n2 [an(diC|Of)3]+
683,9134 683,9114 3,7 C55H40CI8N408Zn3 [an(diC|O'f)4+ZI’]]2+
671,9417 671,9428 1,2 CseH41ClsNsNaOgZn, [Znz(diclof)s+Na+OH]?
652,9533 652,9541 13 C2sH21CliN,04Zn [Zn(diclof)z+H]*
545,4074 545,4081 0,8 Ca2Ha1CleNz07Zn; [Zna(diclof)s+ZnOH]?*
505,4474 505,4458 2.8 Cu2Ha:CleN3O6Zn, [Zna(diclof)s+H]2*
375,9477 375,9480 08 C1H12CI:NOsZn [Zn(diclof)+H,0]*
357,9375 357,9375 0,0 C14H1Cl,NO,Zn [Zn(diclof)]*
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318,0055 318,0059 14 C14H11CI,NNaO; [diclof +Na+H]*
296,0233 296,0240 2,3 C14H12CIbNO; [diclof+2H]*
*pico dos isdtopos 2C, *H, N, 160, ¥Cl, %4Zn e ®Na

O espectro de ESI-MS (+) para o complexo 2 (Figura 40) em uma janela espectral de m/z 100-
1600 Da mostra um pico base em m/z 318,0144 correspondente ao aduto de Na* do diclofenaco
na forma acida (R-COOH+Na"). Os picos identificados com m/z inferiores a 800 Da sédo
arranjos de Zn e Diclof similares aos ions obtidos para o precursor Zn(Diclof),, com exce¢éo
aos sinais em m/z 604,0426 e 481,9810, os quais correspondem aos arranjos ternarios
[Zn(Diclof)(Nic)2]" e [Zn(Diclof)(Nic)]*. Um grupo de sinais com pico central em m/z
1259,9653 foi atribuido ao sistema idnico [Znz(Diclof)3(Nic)2] correspondente a um complexo
binuclear com carga positiva resultante da perda de um ligante de valéncia (R-COQO’). O
isolamento do e fragmentacdo do ion m/z 1259,9635 a 15 eV (Figura 41) levou a formacéao dos
fons m/z 1137,9108 e 1013,8629 correspondentes a duas elimina¢des subsequentes dos ligantes
Nic (Figura 42). O resultados indicam que o complexo 2 pode ser um complexo binuclear de
formula geral Zn2(R-COO")4(L)2 e corroboram com os resultados de tHRMN, os quais mostram
0 complexo 2 com uma proporcdo Diclof:Nic de 2:1 pelas somas areas integradas dos sinais
dos hidrogénios.

Figura 40. Espectro de ESI-MS do complexo 2 em modo fullscan.
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Figura 41. Espectro de MS2 para o ion m/z 1259,9591 obtido a 15 eV com a distribuicédo
isotOpica para o ion precursor.

Experimental

Teorico GH,,CEN,OgZn,

Figura 42. Mecanismo de fragmentacdo do ion molecular m/z 1259,9635 por eliminacdes
subsequentes dos ligantes Nic.

Exact Mass: 1253,9803 Exact Mass: 1131,9323 Exact Mass: 1009,8843

Tabela 14. Dados de ESI-MS para o complexo 2. Os valores de m/z correspondem ao pico de
massa monoisotopica.

m/z monoisotépica* | Calculado | Erro (ppm) | Formula ‘ fon
1253,9655 1253,9803 11,8 Cs4H42ClIgN7OgZn; [M-diclof]*
1131,9225 1131,9323 8,7 CusH36ClgNsO7Zn; [M-diclof-Nic]*
1009,8929 1009,8843 7,6 C42H30CIeNgern2 [ZI’]z(didOf)?,]+
796,9771 796,9841 7,5 Ca4H26ClsNsNaOsZn [Zn(diclof),Nic+Na]*
774,9993 775,0022 3,6 CaaH27ClaN4OsZn [zn(diclof);Nic+H]*
674,9318 674,9361 6,3 CasH2oClaN2NaO.Zn [zn(diclof);+Na]*
652,9525 652,9541 25 CasHa1CliN204Zn [Zn(diclof)+H]*
602,0314 602,0335 35 CasH22Cl2NsO4Zn [zn(diclof)(Nic)]*
479,9849 479,9855 45 CaoH16C12NsOsZn [zn(diclof)(Nic)]*
398,9627 398,9621 28 CuHuCLN:NaO:Zn  [zn(diclof)+NHa+Na]*
375,9478 375,9480 0.7 C1aH12CI:NOsZn [Zn(diclof)+H,0]"
357,9379 357,9375 0,4 C1aH10CIoNO,Zn [zn(diclof)]*
318,0053 318,0059 1,8 C14H1:CI,NNaO; [diclof+H+Na]*
296,0233 296,0240 2,2 C14H12CIbNO; [diclof+2H]*

*pico dos isdtopos 2C, tH, N, 160, 3Cl, %Zn e ®Na
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1.16.3.4 Analise de difracdo de Raios X do complexo 2

A analise cristalografica dos dados de monocristal para o complexo 2 indica tratar-se de
uma molécula binuclear com férmula molecular CesHs2ClsNgO10Zn; (Tabela 15).

Tabela 15. Dados do cristal e refinamento da estrutura do complexo 2

Parametros ‘ Resultados

Formula empirica CesHs52ClsNgO10Zn2

Massa molar (g.mol™?) 1555,52

T/IK 120(2)

Radiagdo, /A Mo Ka; 0,71073

Sistema cristalino, grupo espacial Monoclinico, C2/c

Dimensdes da célula unitaria (A)

A 12,4146(6)

B 17,4369(8)

C 31,1732(12)

a(®) 90

B 97,722

y (%) 920

Volume (A%) 6686,9(5)

z 4

Densidade calculada (g.cm) 1,545

Coeficiente de absorcdo (mm) 1,103

F (000) 3168

Tamanho do cristal (mm) 0,304 x 0,170 x 0,075

Intervalo Theta ( ) para coleta de dados 2,30a30,51

Intervalos de indice -17<h<9
-21<k<19
-35<1<43

Reflexdes coletadas / exclusivas 22333/20343

Totalizacdo a0 maximo (30,60 graus de angulo) 99,6%

Correcdo de absorgéo Multiscan

Transmissdo maxima e minima 0,740 e 0,862

Método de refinamento Quadrados minimos de matriz completa em F?

Dados/restri¢des/parametros 20343/0/865

Refinamento de ajuste em F? 1,087

indice de R final [I > 20(1)] R; =0,0647, wR, = 0,1525

indices de R R =0,0947, wR, = 0,1670

Maior diferenca de pico e buraco (e.A?) 1,135 e -0,787

A estrutura molecular (Figura 43) possui dois atomos de Zn coordenados
individualmente por duas unidades de diclofenaco. Uma unidade de diclofenaco é monodentada

(ligacio de valéncia com distancia Zn-O de 1,992 A) com a segunda sendo bidentada (quelato
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com ligacdo de valéncia Zn-O de 2,084 A e coordenacio Zn-O de 2,291 A). Uma unidade de
nicotinamida esta coordenada ao Zn pelo nitrogénio sp2 do anel piridinico (Zn-N de 2,042 A),
com o atomo de oxigénio sp2 da funcdo amida ligando-se ao segundo atomo Zn (Zn-O de
2,031A) para formar uma ponte molecular. As distancias entre os a&tomos e os angulos dos
principais sistemas ligantes estdo na Tabela 16.

Figura 43. ORTEP do complexo 2 com a omissdo dos atomos de hidrogénio.
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Tabela 16. LigacOes e angulos selecionados para representar a estrutura do complexo 2.

Ligacéo ‘ Distancia (A) ‘ Sistema Angulo (°)
Zn(2)-0(7) 1,992(3) 0(7)-Zn(2)-0(10) 102,33(13)
Zn(2)-0(10) 2,030(3) 0(7)-Zn(2)-N(5) 103,93(15)
Zn(2)-N(5) 2,042(4) 0(10)-Zn(2)-N(5) 94,82(13)
Zn(2)-0(5) 2,084(3) 0(7)-Zn(2)-0(5) 138,29(14)
Zn(2)-0(6) 2,291(4) 0(10)-Zn(2)-0(5) 109,78(14)
Zn(2)-C(42) 2,511(5) N(5)-Zn(2)-0(5) 99,25(14)
Zn(1)-0(3) 1,989(3) 0(7)-Zn(2)-0(6) 93,75(13)
Zn(1)-0(9) 2,030(3) 0(10)-Zn(2)-0(6) 92,25(12)
Zn(1)-N(7)#1 2,045(4) N(5)-Zn(2)-0(6) 159,05(13)
Zn(1)-0(1) 2,097(3) 0(5)-Zn(2)-0(6) 59,80(13)
Zn(1)-0(2) 2,270(4) 0(3)-Zn(1)-0(9) 101,36(12)
Zn(1)-C(14) 2,515(5) 0(3)-Zn(1)-N(7)#1 100,75(15)
0(9)-Zn(1)-N(7)#1 94,74(13)

0(3)-Zn(1)-0(1) 138,18(13)

0(9)-Zn(1)-0(1) 112,17(14)

N(7)#1-Zn(1)-0(1) 100,63(14)

0(3)-Zn(1)-0(2) 95,28(13)

0(9)-Zn(1)-0(2) 93,01(12)

N(7)#1-Zn(1)-0(2) 160,43(13)

0(1)-Zn(1)-0(2) 59,81(13)
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A Figura 44 apresenta o0 ambiente intramolecular com ligacdes de hidrogénio (2,274 e
2,248 A) entre a amina secundaria e o oxigénio da carbonila dos grupos diclofenaco unidos ao
Zn por ligacdo de quelato, enquanto o oxigénio de valéncia do diclofenaco faz ligacdo de
hidrogénio com o grupo NH: da nicotinamida (1,944 e 1,918 A). O segundo hidrogénio do
grupo NH: da nicotinamida faz ligagdo com o oxigénio da valéncia (2,048 e 2,131 A) do ligante
diclofenaco monodentado da molécula vizinha, as quais proporcionam quatro ligacbes de
hidrogénio intermoleculares por unidade binuclear do complexo.

Figura 44. Representacdo do sistema de interacdo intra e intermolecular do complexo 2.

O arranjo molecular apresentado na Figura 45 mostra um empacotamento lamelar de
camadas moleculares sucessivas com espessura aproximada de 15 A. A porgdo central da
lamela é polar, composta pelas esferas de coordenacdo do Zn e os ligantes Nic unidas as
moléculas laterais por ligacGes de hidrogénio, enquanto as duas interfaces externas das lamelas
sdo compostas pelas cadeias laterais dos grupos diclofenaco posicionadas em um plano
ortogonal ao plano da lamela. As interfaces lamelares unem-se por interacdo de Van Der Waals,

entre os radicais 2,5-diclorofenil posicionados nos terminais das cadeias dos grupos
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diclofenaco. O ordenamento lamelar detectado nesta analise cristalografica esta de acordo com
as micrografias obtidas ao microscopio eletronico para o produto de cristalizacéo rapida (Figura
31), onde o empilhamento lamelar pode ser visualizado em magnitude de aumento de 10.000
Vezes.

Figura 45. Representacéo da célula unitaria para o complexo 2. O arranjo monoclinico comporta
duas lamelas ao longo do eixo ¢ com 31 A.

1.16.4 Recuperacdo do complexo Znz(Ibup)s(Nic)2 (3) e seu sal precursor Zn(lbup)2

O complexo binério Zn(lbup)2 foi obtido atraves de uma reacdo acido-base com dois
equivalentes de ibuprofeno e um equivalente de NaCOz em meio aquoso, seguido pela adigdo
de 1 equivalente de Zn(NO3)2 (Figura 14), da qual obteve-se um rendimento estequiometrico
em massa seca de 81%. A opgdo pelo uso da base Na,CO3z como agente de desprotonagédo do
ibuprofeno deu-se pelo fato que o acido se degrada em solugdes alcalinas de NaOH e KOH. A
analise de 'THRMN do complexo inicial apresentou um pico simpleto em 1,25 ppm atribuido
a um produto de degradacéo néo identificado. A opgdo pela sintese do sal com monitoramento

de pH em 8,9 (valor calculado para o pKa do sal Nalbup) com adicéo lenta da solucdo da base
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sobre a suspensd@o aquosa do acido ndo produziu produtos de degradacéo e foi adotada como
técnica padrdo. Entretanto uma etapa de purificacdo precisou ser adicionada ao processo para
remocao de produtos inorganicos secundarios como ZnO, ZnCOsz e Zn(OH). realizada por
solubilizacdo seletiva do complexo em etanol absoluto e remocdo subsequente da massa
insoltvel por centrifugacédo e microfiltracdo. Recupera-se o complexo vertendo-se lentamente
a solucéo etanolica sobre dgua vindo o complexo a precipitar instantaneamente. A nova técnica
mostrou-se superior & metodologia descrita por NUNEZ et al., (2014), na qual obteve-se uma
forma pentaidratada deste complexo binario sintetizado por reacdo acido-base em solugédo
aquosa, porém com uso de uma solucdo tamponada de Zn(BF4), e KOH com rendimento
estequiométrico de 65%. Uma técnica simplificada descrita por ABU ALI, et al., (2016)
descreve o0 obtencdo do complexo Zn(lbup)..2H20 através de uma solucéo diluida de NaOH
(0,3 mol.L™?) e precipitagdo do sal com adicéo de solucdo diluida de ZnClz, com rendimento
estequiométrico de ~90% sem recristalizagéo.

O complexo ternario 3 foi obtido por reacdo de sintese do tipo A+B-C, com
rendimento estequiométrico de 69%. Trata-se de um sélido branco ndo-higroscopico na forma
de um pé finamente dividido, com alta solubilidade em etanol, acetona, cloroférmio, DMSO,
DMF e THF. A forma liofilizada foi utilizada para as medidas dos parametros fisico-quimicos

e medidas espectroscopicas.

1.16.4.1 Anélises dos complexo 3 e do precursor Zn(lbup)a.

O espectro de FTIR para o complexo binario Zn(lbup)2 (Figura 46) apresenta as bandas
caracteristicas de grupos alquilicos e insaturacGes. As bandas fortes em 2954, 2925 e 2868 cm”
! correspondem respectivamente aos estiramentos antissimétricos das ligagdes H-Csp® dos trés
grupos metila do ibuprofeno, a estiramentos antissimétricos dos hidrogénios metilénicos das
cadeias alquilicas e aos estiramentos simétricos das ligagdes H-C sp® de grupos metil e

metileno. A banda correspondente ao estiramento da ligagdo O=C sp? do carboxilato aparece
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em 1639 cm™. A formac&o do complexo binario com ligacdes de valéncia pode ser verificado
pelo desaparecimento do estiramento forte da carbonila de &cido carboxilico em 1727 cm™
detectado no material departida (Anexo A: Espectros de FTIR para os reagentes precursores).

Figura 46. Espectro de transmitancia de FTIR para o precursor Zn(lbup). obtido em estado
solido em pastilha de KBr

A banda em 1417 cm corresponde a contragdo/alongamento do segmento O-Csp-Csp® do
grupo carboxilato com o carbono vicinal. As bandas entre 1400 e 400 cm™ compreendem ao
intervalo de impresséo digital da molécula. A banda em 3424 cm™ corresponde ao estiramento

da ligagdo O-H sp® de moléculas de H,O residual do processo de sintese.
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Figura 47. Espectro de transmitancia de FTIR para o complexo 3 obtido em estado solido em
pastilha de KBr.

O espectro de FTIR para o complexo 3 (Figura 47) apresenta um grupo de seis bandas
fortes no intervalo de 3440 a 3182 cm™ correspondentes as duas diferentes formas de
deformacdes axiais assimétricas ( as) e duas simétrica ( s) de amina primaria livre presente na
funcdo amida. O grupo de bandas curta em 3103 e 3006 cm™ correspondem as deformagdes
axiais C-H de carbono sp2 dos anéis aromaticos de piridina e benzeno. As cadeias alquilicas
de ibuprofeno podem ser identificadas nos estiramentos fortes em 2959 e 2867 cm™,
correspondentes as vibrag6es assimétricas e simétricas de grupos CHs terminais, e o estiramento
forte em 2930 cm™ corresponde as vibragdes assimétricas do grupos CHz e CH internos. A
banda forte em 1689 cm™ corresponde ao estiramento da O=C sp, da carbonila de amida. Os
estiramentos fortes em 1636 e 1604 cm™ correspondem as deformagcdes axiais normais ( ) das
funcBes carboxilato do ibuprofeno. A banda de vibracdo simétrica da carbonila de COO™ é
detectada em 1412 cm™,

SegundoZELENAK; VARGOVA; (2087, & Riférenyad , (cm™) entre
as vibragOes assimetricas e simétricas ( assim- sim= a-s) d0 grupo carboxilato variam de acordo

com a categoria de ligacdo metal-ligante na seguinte ordem: quelato < ponte < idnico <
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monodentado. Os resultados calculados na Tabela 17 mostram a existéncia de ligacao
bidentada de carater quelato estdo presentes tanto no precursor como no complexo 3.

Tabela 17. Variac¢Ges dos intervalos entre as bandas de vibragbes mais caracteristicas entre o
complexo Zn(lbup)2Nic e seus precursores.

Composto Vibragdes de R-COO" (cm™)

Ibuprofeno™ 1721 1421 300
Zn(1bup). 1639 1417 222
3 1636 1412 224

*Espectro de FTIR dispostos no ANEXO 1

1.16.4.2 Analise de *HRMN e 3CNMR do complexo 3 e seu precursor Zn(lbup)a.

O espectro de tHRMN para o precursor Zn(lbup). (Figura 48) foi calibrado em relagdo
ao pico simpleto residual do solvente CDCIl3 em 7,260 ppm. Os hidrogénios do grupo
Ibuprofeno receberam atribui¢des numéricas relativas aos nimeros dos atomos de carbono aos
quais estdo ligados. Os dados quantitativos dos espectros estdo dispostos na Tabela 18.

O dupleto em d 0,882 ppm corresponde aos hidrogénios dos grupos metila simétricos
das posi¢des 12 e 13 acoplados ao hidrogénio da posicéo 11, com constante de acoplamento de
J=6,60 Hz. O dupleto em 1,351 ppm corresponde aos hidrogénios metilicos da posicdo 3
acoplados ao hidrogénio do carbono assimétrico da posicdo 2, com J=6,90 Hz. O Septeto em
1,831ppm corresponde ao sinal do hidrogénio da posicdo 11 acoplado com os hidrogénios
metilicos vicinais das posicBes 12 e 13 e com os hidrogénios metilénicos da posicdo 10
acoplado a J=6,90 Hz. O dupleto em 2,414 ppm corresponde aos hidrogénios metilénicos da

posicdo 10 acoplados com o hidrogénio da posi¢do 11 com J=7,20 Hz.
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Figura 48. Espectro de *HRMN para o precursor Zn(Ibup)z (a) com expansdes (b) obtido em

CDClz a 300,18 MHz.

Tabela 18. Dados obtidos do espectro de *HRMN para o precursor Zn(Diclof), obtido em

CDCl3 a 300,18 MHz.

Sinal (ppm) | Multiplicidade | Integral relativa | Constante de acoplamento J (Hz)
0,882 Dupleto 11,76 6,60 (12,13-11)
1,351 Dupleto 5,82 6,90 (3-2)
1,831 Septeto 1,98 6,90 (11-10,12,13)
2,414 Dupleto 3,94 7,20 (10-11)
3,618 Quarteto 2,00* 6,90 (2-3)
7,047 Dupleto 4,00 8,10 (6,8-5,9)
7,145 Dupleto 3,98 8,10 (5,9-6,8)

*Integral de referéncia com atribuicdo relativa = 2H
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O quarteto em 3,618 ppm corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono assimétrico da
posicdo 2 acoplado aos hidrogénios metilicos da posi¢do 3 com J=6,90 Hz. O dupleto em

7,047 ppm corresponde aos hidrogénios simétricos das posicGes 6 e 8 do anel aromatico
acoplados aos hidrogénios simétricos das posi¢des 5 e 9 com J=8,10 Hz. O dupletoem 7,145
ppm corresponde aos hidrogénios simétricos das posi¢des 5 e 9 do anel aromatico acoplados

aos hidrogénios simétricos das posicoes 6 e 8 com J=8,10 Hz.

Figura 49. Espectro de 3 CRMN para o precursor Zn(lbup). obtido em CDCls a 75,48 MHz

O espectro de 3 CRMN para o precursor Zn(lbup). (Figura 49) foi calibrado em relacio
ao pico tripleto do carbono do solvente CDCIls em 77,00 ppm. O sinal em 19,19 ppm
corresponde ao carbono metilico da posicdo C3. O sinal em 22,40 ppm corresponde aos
carbonos dos grupos metila simétricos das posi¢cdes C12 e C13. Em 30,17 ppm encontra-se 0
sinal do carbono C11 no grupo isobutil. Em 45,06 ppm encontra-se o sinal do carbono quiral
da posicao C2 vicinal ao grupo carboxilato. Em 47,06 ppm observa-se o sinal do carbono C10
do grupo isobutil ligado ao anel aromatico. O sinal em 127,18 ppm corresponde aos carbonos
simétricos do anel aromatico nas posi¢des C6 e C8, enquanto os carbonos simétricos C5 e C9

correspondem ao sinal em 129,14 ppm. Os sinais dos carbonos desidrogenados das posi¢oes
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C4 e C7 do anel aromatico aparecem em 138,39 e 140,19 ppm, respectivamente. O sinal do
carbono do grupo carboxilato (C1) aparece em baixa intensidade em 184,02 ppm.

Os espectros de H e 3CRMN para o precursor Zn(lbup). confirmam a presenca do
grupo ibuprofenato na estrutura sem a evidéncia de agua de hidratacdo. Ambos 0s espectros
mostram coordenacdo simétrica dos ligantes ao ion metalico por ligacdo de valéncia
evidenciada na auséncia de duplicidade entre os sinais.

As analises para os espectros de *H e 3 CRMN para os complexo 3 seguem 0S mesmos
parametros atribuidos na andlise de seu precursor Zn(lbup).. O sinais foram atribuidos de
acordo com a numeracdo das posi¢des dos atomos nas cadeias carbonicas para o ligante de
valéncia ibuprofenato, enquanto as posi¢fes da cadeia carbonica do ligante nitrogenado Nic
receberam atribuicBes de letras em ordem alfabética. O espectro de *HRMN (Figura 50) foi
calibrado em relacédo ao pico simpleto residual do solvente CDClz em 7,260 ppm. Os dados
quantitativos dos espectro estdo dispostos na Tabela 19.

O dupleto em 0,819 ppm corresponde a 12 hidrogénios metilicos dos grupos isobutil
nas posicdes simétricas 12 e 13 acoplados aos hidrogénios da posi¢do 11 com J=6,60 Hz. O
dupleto em 1,361 ppm corresponde aos hidrogénios metilicos da posi¢édo 3 acoplados com os
hidrogénios da posicdo 2 com J=7,20 Hz. O Septeto em 1,737ppm corresponde ao sinal do
hidrogénio da posicdo 11 acoplado com os hidrogénios metilicos vicinais das posi¢oes 12 e 13
e com os hidrogénios metilénicos da posicdo 10, com J=6,60 Hz. O dupleto em 2,275 ppm
corresponde aos hidrogénios metilénicos da posi¢do 10 acoplados com o hidrogénio da posicado
11 com J=7,20 Hz. O quarteto em 3,614 ppm corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono

assimétrico da posicao 2 acoplado aos hidrogénios metilicos da posicdo 3 com J=6,90 Hz.
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Figura 50. Espectro de tHRMN para o complexo 3 (a) com expansdes (b) (c) obtido em CDCls
a 300,18 MHz
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Tabela 19. Dados obtidos do espectro de 'tHRMN para o complexo 3 obtido em CDCls a 300,18
MHz.

Sinal (ppm) | Multiplicidade | Integral relativa | Constante de acoplamento J (Hz)
0,819 Dupleto 12,16 6,60 (12,13-11)
1,361 Dupleto 5,96 7,20 (3-2)
1,737 Septeto 1,94 6,60 (11-10,12,13)
2,275 Dupleto 3,88 7,20 (10-11)
3,614 Quarteto 2,00* 6,90 (2-3)
5,036 Simpleto 0,94 -

6,856 Dupleto 3,94 7,80 (6,8-5,9)
7,001 Dupleto 3,96 7,80 (5,9-6,9)
7,405 Duplo-dupleto 1,02 5,70 (B-D)
8,237 Simpleto 0,94 -

8,427 Dupleto 1,00 7,80 (D-C)
8,489 Dupleto 0,98 4,20 (B-C)
8,665 Simpleto 1,02 -

*Integral de referéncia com atribuicdo relativa = 2H

Os simpletos alargados em 5,036 e 8,237 ppm correspondem aos hidrogénios do grupo amida.
O efeito diasterotopico dos hidrogénios da amida primaria indica que o grupo possui liberdade
de conformacao (epimerizacdo) por ndo estar coordenado ao metal, conforme as ilustraces na
Figura 23. O dupleto em 6,856 ppm corresponde aos hidrogénios simétricos das posicdes 6 e
8 do anel aromatico acoplados aos hidrogénios simétricos das posi¢des 5 e 9 com J=7,80 Hz.
O dupleto em 7,001 ppm corresponde aos hidrogénios simétricos das posicdes 5 e 9 do anel
aromatico acoplados aos hidrogénios simétricos das posicdes 6 € 8 com J=7,80 Hz.

O sinal em 7,405 ppm corresponde a um duplo dupleto correspondente ao hidrogénio
C acoplado aos vizinhos B e D, com J=5,70 Hz. O sinalem 8,427 ppm € um dupleto de J=7,80
Hz do hidrogénio D acoplado ao hidrogénio C. O dupleto em 8,489 ppm corresponde ao sinal
do hidrogénio B acoplado ao hidrogénio C com J=4,20 Hz. O simpleto em 8,665 ppm

corresponde ao hidrogénio A. Os acoplamentos a longa distancia para os hidrogénios do grupo
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nicotinamida nao puderam ser determinados em razédo da baixa resolucédo do sinal obtida neste
caso.

Figura 51. Espectro de 3 CRMN para o complexo 3 obtido em CDCls a 75,48 MHz

O espectro de *CRMN para o complexo 3 (Figura 51) foi calibrado em relagdo ao pico
tripleto do carbono do solvente CDClz em 77,00 ppm. O sinal em 19,50 ppm corresponde
ao carbono metilico da posicdo C3. O sinal em 22,34 ppm corresponde aos carbonos dos
grupos metila simétricos das posi¢des C12 e C13. Em 30,09 ppm encontra-se o sinal do
carbono C11 no grupo isobutil. Em 44,86 ppm encontra-se o sinal do carbono assimétrico da
posicdo C2 vicinal ao grupo carboxilato. Em 46,27 ppm observa-se o sinal do carbono C10
do grupo isobutil ligado ao anel aromético. O sinal em 127,09 ppm corresponde aos carbonos
simétricos do anel aromatico nas posi¢fes C6 e C8, enquanto os carbonos simétricos C5 e C9
correspondem ao sinal em 129,06 ppm. Os sinais dos carbonos desidrogenados das posi¢oes
C4 e C7 do anel aromatico aparecem em 139,01 e 140,04 ppm, respectivamente. O sinal do
carbono do grupo carboxilato (C1) aparece em 183,07 ppm. Os sinais dos carbonos dos

|l i gantes nicotinamida estao atribuidos

cC2' & 130,66 ppm; C3' & 150,30 ppmjl3ocs’

ppm.

na

)
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As analises dos espectros de *H e *CRMN para o complexo 3 e seu precursor revelam
alguns efeitos do metal sobre os ligantes. Observa-se um efeito de blindagem dos spins dos
nicleos de 'H e 3C & medida em que o nimero de coordenaco do metal aumenta, indicando
transferéncia de carga do metal em dire¢éo ao ligante e produzindo aumento da densidade das

nuvens eletronicas.

1.16.4.3 Anélise de ESI-MS para o complexo 3

O espectro do precursor Zn(lbup)2 (Figura 52) apresenta ions identificados em janela
espectral de m/z 100 até 1600 Da (Tabela 20). O ion molecular é detectado na forma de um
aduto de préton [Zn(lbup)2+H]" em m/z 475,1918. Vérias formas oligoméricas do complexo
sdo detectadas, com o fon dimero [Znz(lbup)s+H]* em m/z 953,3538, clusteres moleculares
como [Znz(Ibup)s+2H]* em m/z 1159,4779 e os ions duplos [Zn4(Ibup)s]>* em m/z 746,2230 e
[Zn2(1bup)s+Zn]?*. O ion molecular foi isolado e fragmentado a 15 eV (Figura 53), com a
formacdo de fragmentos oriundos de eliminacdo de ligante de valéncia [Zn(lIbup)+H20]" em
m/z 278,0645 e trés fragmentos oriundos da descarboxilagdo do ligante em m/z 477,1828 [M-
COJ*, m/z [M-CO-H20]* e m/z 161,1341 [Ibup-CO-]".

Figura 52. Espectro de ESI-MS do precursor Zn(lbup)2 em modo fullscan.
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Figura 53. Espectro MS-MS do ion molecular [Zn(lIbup)2+H]* m/z 475,1918

Tabela 20. Dados de ESI-MS para o precursor Zn(lbup). para ions positivos

m/zexperimental |  Calculado | Erro (ppm) | Formula ‘ fon

11554811 1155,4877 5,7 CosHz7010Zn; [Zna(ibup)s+2H]"
949,3534 949,3570 3,8 CeoHesOsZn; [Zna(ibup)s+H]*

761,2359 761,2369 0,9 CazoHs307Zn; [Zn2(ibup)s+H20]*
743,2323 743,2268 1,7 CrsH102012Zn4 [Zn4(ibup)6]2+

506,1439 506,1394 5,8 Cs:Hss08ZNs3 [Zns(ibup)s+Zn]2*
475,1825 475,1821 0.8 CasH3s04Zn [Zn(ibup),+H]*

328,0891 328,0856 9,1 CiHxNNaOszn  [Zn(ibup)+HO+Na+NH.]*
287,0620 287,0620 0,2 CisH1604Zn [Zn(ibup)+H.0]*
229,1201 229,1199 0,9 CisH1sNaO, [Ibup+Na+H]*

A andlise do espectro do complexo 3 (Figura 54) a presenta o pico base em m/z 991,3168
identificado como [Znz(lbup)s(Nic)2] e atribuido a um ion molecular binuclear estabilizado
pela eliminacdo de um ligante de valéncia, tal qual avaliado no padrdo de fragmentacdo do
complexo 2. A hipétese do complexo binuclear é reforcada pela presenca dos ions m/z
1075,3979 e 1097,3793 atribuidos a adutos de H* e Na* estabilizados com a eliminagéo de um
ligante neutro Nic (Tabela 21). A forma mononuclear Zn(lbup).Nic também é observada como
adutos de H" e Na" m/z 597,2330 e 619,2147 e pode ser atribuida a cisdo da estrutura binuclear
para formar duas moléculas com esferas de coordenacdo penta valentes. Todos 0s picos
identificados abaixo de 500 Da sdo arranjos moleculares sem o ligante Nic e também foram
identificados na analise do precursor Zn(lbup)2. O pico do ion molecular m/z 991,3168 foi

isolado e fragmentado a 15 eV, com a formacdo de dois picos em m/z 869,2734 e 887,2856
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atribuidos a eliminacdo de um ligante Nic [M-lbup-Nic]*, seguido pela captura de uma
molécula de H.O [M-Ibup-Nic+H.0]". As evidéncias obtidas nos espectros de MS e MS2
indicam que o complexo 3 trata-se de uma estrutura binuclear de formula geral Znz(R-COO
)a(L)2 (ABU ALl et al., 2016) tal qual o complexo 2 e corrobora com as areas integradas dos
picos de tHRMN, onde obtiveram-se proporcionalidades Ibup:Nic de 2:1.

Figura 54. Espectro de ESI-MS do complexo 3 em modo fullscan.

Figura 55. Espectro de MS2 para o ion m/z 987,3175 obtido a 15 eV. O destaque corresponde
a distribuicdo monoisotdpica do ion precursor.

Experimental

Teorico GHgN,OgZn,

Tabela 21. Dados de ESI-MS para o complexo 3. Os dados de m/z correspondem ao pico de
massa monoisotdpica.

m/z experimental | m/zcalculado | Erro (ppm) | Férmula | fon
1093,3807 1093,3869 57 CsgH74N2NaOgZn, [M-Nic+Na]*
1071,3983 1071,4050 6,2 CsgH7sN209Zn; ['\/|-NiC+H]+
987,3175 987,3223 4,9 C51H63N4Oan2 [M-ibup]*

865,2731 865,2743 13 CusHs7N2072Zn; [Zna(ibup)s(Nic)]*
619,2110 619,2121 17 CazHaoN2NaOsZn [Zn(ibup)a(Nic)+Na]*

597,2296 597,2301 1,0 Cs2HuN,0s2Zn [Zn(ibup)2(Nic)+H]*



513,1469 513,1480 11
475,1813 475,1821 1,7
328,0889 328,0856 8,3
287,0620 287,0615 0,1
229,1201 229,1199 0,9

CosH29N404Zn
Co6H35042Zn
Ci3H23NNaOsZn
C13H1903Zn
C13H1sNaO;
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[Zn(ibup)(Nic)2]*
[Zn(ibup)2+H]*
[Zn(ibup)+H20+NH4+Na]*
[Zn(ibup)+H2O]*
[ibup+Na+H]*

1.16.4.4 Anélise de difracao de Raios-X do complexo 3.

A analise cristalografica dos dados de monocristal para o complexo 3 indica tratar-se se

uma molécula binuclear com férmula molecular CesHgoN4O10Zn2 (Tabela 22).

Tabela 22. Dados do cristal e refinamento da estrutura do complexo 3

Parémetros ‘ Resultados
Férmula empirica CeaHgoN4O10Zn;
Massa molar (g.mol?) 1196,06
T/IK 294(2)
Radiagdo, /A Mo Ka; 0,71073
Sistema cristalino, grupo espacial Triclinico, P-1
Dimensoes da célula unitaria (A)
A 10,8397(5)
B 11,1735(5)
C 15,6644(7)
a(®) 109,941(2)
BE® 95,604(2)
vy (°) 111,251(2)
Volume (A%) 1608,32(13)
Z 1
Densidade calculada (g.cm) 1,235
Coeficiente de absor¢do (mm) 0,803
F (000) 632
Tamanho do cristal (mm) 0,30 x 0,17 x 0,08
Intervalo Theta ( ) para coleta de dados 2,27 a 29,60
Intervalos de indice -15<sh<11
-14<k<15
-19<1<21
Reflexdes coletadas / exclusivas 24445/9001
Totalizacdo a0 maximo (30,60 graus de angulo) 99,5%
Correcdo de absor¢do Multi-scan
Transmissdo maxima e minima 0,9486 e 0,7847
Método de refinamento Quadrados minimos de matriz completa em F?
Dados/restri¢des/parametros 9001/0/369
Refinamento de ajuste em F2 0,996

indice de R final [I > 20(1)]
indices de R
Maior diferenca de pico e buraco (e.A%)

R1:
R1=

0,0508, wR> =0,1195
0,0891, wR2 = 0,1341
0,666 ¢ -0,578
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A estrutura binuclear do complexo 3 (Figura 56) apresenta quatro unidades de
ibuprofeno ligadas a dois &tomos de Zn com ligacéo do tipo quelato em ponte do tipo syn-syn
em arranjo do tipo tetrakis- 2, similar a descricdo de ABU ALL, et al., (2016) para um complexo
de Zny(Ibup)s(aminopiridina).. Os dados da Tabela 23 mostram que a ponte syn-syn Zn-O(1)-
C(1)-O(2)-Zn# ndo esté simetricamente distribuida entre os dois &tomos de Zn. A ligagdo Zn-
O(1) tem comprimento de 2,0484 A, o qual indica ser a ligac&o de valéncia, enquanto a ligag&o
Zn-0(2) tem comprimento de 2,0700 A, mais longa, indica ser a ligacdo de coordenacdo. As
esferas de coordenacgdo dos atomos de Zn possuem a forma de uma pirdamide de base quadrada
com os cantos formados pelos 4&tomos de oxigénio dos grupos ibuprofeno (duas ligacdes de
valéncia e duas ligacGes de coordenacdo) e o apice sendo formado pela ligagdo Zn-N(1) (2,0385
A) do ligante nicotinamida. Os &pices das piramides estdo em posicdes opostas e voltados para
0 exterior da estrutura ao longo de um eixo de rotagdo com simetria de grupo Dan, segundo a
descricdo de SHRIVER, (2008). As moléculas de ibuprofeno carboxilato estdo dispostas a
normal do eixo de rotacdo afastadas a 90° com uma formageométri ca descr i ta con
p & §DARAWSHEH et al., 2014).

Figura 56. ORTEP para o complexo 3 com omissdo dos atomos de hidrogénio.
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Tabela 23. Principais distancias entre &tomos e medidas de angulos dos principais sistemas para
0 complexo 3.

Ligagdo Distancia (A) ‘ Sistema ‘ Angulo (°)
Zn-0(3) 2,0154(16) 0(3)-Zn-O(4)#1 158,95(7)
Zn-0(4)#1 2,0313(17) 0(3)-Zn-N(1) 103,71(7)
Zn-N(1) 2,0395(18) O(4)#1-Zn-N(1) 97,32(7)
Zn-0(1) 2,0484(17) 0(3)-Zn-0(1) 88,05(8)
Zn-0(2)#1 2,0700(17) O(4)#1-Zn-O(1) 88,01(8)
Zn-zn#1 2,9520(5) N(1)-Zn-0(1) 98,49(7)
0(3)-C(21) 1,2630(3) 0(3)-Zn-0(2)#1 87,98(7)
0(4)-C(21) 1,2430(3) O(4)#1-Zn-O(2)#1 88,39(7)
O(4)-Zn#1 2,0313(17) N(1)-Zn-O(2)#1 102,32(7)
0(1)-C(8) 1,2420(3) 0(1)-Zn-0(2)#1 159,17(7)
0(2)-C(8) 1,2590(3) 0(3)-Zn-zn#1 86,41(5)
0(2)-Zn#1 2,0700(17) O(4)#1-Zn-Zn#1 72,55(5)
N(1)-Zn-Zn#1 169,44(6)
O(1)-Zn-Zn#1 78,56(5)
O(2)#1-Zn-Zn#1 80,78(5)

O empacotamento molecular apresenta célula unitéria triclinica (Figura 57) com as
cadeias laterais dos grupos ibuprofeno voltados para o centro e com 0s eixos de simetria
molecular posicionados em paralelo as duas faces opostas da célula [o (origem), arestas a,c)].

A macroestrutura € composta por um empilhamento de lamelas com interfaces apolares
unidas por interaces de Van Der Waals entre as cadeias isopropil dos grupos ibuprofeno. As
estruturas agrupam-se sob a forma de cadeias moleculares ao longo do eixo que contém 0s
ligantes Nic através de ligacdes de hidrogénio reciprocas (2,115 A) entre um atomo de
hidrogénio da funcdo amida e um atomo de oxigénio do grupo carbonila de um ligante
ibuprofeno posicionado perpendicularmente ao plano espacial do ligante Nic. Uma segunda
ligagdo ocorre de forma simétrica no lado oposto da estrutura permitindo a formacao da cadeia.
Os dois grupos ibuprofeno posicionados no mesmo plano dos ligantes Nic ndo produzem
ligagBes de hidrogénio, porém posicionam-se as laterais do eixo da cadeia e interagem com a

cadeia vizinha por interacdo de Van Der Waals.
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Figura 57. Célula unitaria triclinica para o complexo 3 e a representacdo das principais
interagOes intermoleculares.

74

1.16.5 Analises espectrofotométricas dos perfis de absorcdo por UV-Vis e determinacéo das

absortividades molares para os complexos 1, 2 e 3 e seus precursores

Analises por espectrofotometria de UV-Vis sdo usuais para a sintese e identificacao de
compostos de coordenacdo, dos quais é possivel extrair informacBes que confirmam a
efetividade de uma reacdo pelo perfil de absorcdo da radiacdo UV-Vis e medir propriedades
extensivas como o coeficiente de extin¢cdo molar. Os espectros a seguir (Figura 58, Figura 59)
apresentam os perfis de absorcdo de solugdes para 0s precursores e 0s complexos ternarios,

respectivamente.
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Figura 58. Espectros de UV-Vis para os complexos precursores obtidos em THF

Figura 59. Espectros de UV-Vis para os complexos ternarios em THF

A andlise dos espectros do complexo Zn(Val)2(Nic). mostram bandas de absor¢éo em
228 e 258 nm. A banda principal em 258 nm decorre dos ligantes nicotinamida e esta na
mesma posicao observada para o ligante puro (ASFARAM; GHAEDI; DASHTIAN, 2017). As
porc¢des do ligante valproato apresentam baixa atividade UV, com uma banda suave em 230
nm. O complexo Zny(Diclof)s(Nic). apresentam alta atividade UV com  mé&ximo em 278 nm
e uma segunda banda 231 nm. Esta atividade se explica pela presenca dos dois anéis aromaticos

presentes na estrutura do diclofenaco, onde as bandas se sobrepéem as bandas do ligante
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nicotinamida. A presenca da nicotinamida pode ser atribuida ao deslocamento sutil da banda
principal para uma frequéncia mais energetica (blue shift) de 1,5 nm em relacdo ao precursor
Zn(Diclof)2. O complexo Zn(lIbup)2Nic apresenta uma banda principal em 256,5 nm atribuida
a aromaticidade do ligante nicotinamida, tal qual observado no espectro do complexo

Zn(Val)2(Nic)2. O precursor Zn(lbup). apresenta baixa atividade, com maximo em 227,5 nm.

1.16.5.1 Analises dos coeficientes de absortividade molar para os complexos ternarios e

Seus precursores

O coeficiente de absortividade molar  foi determinado através da analise por UV-Vis
de dilui¢es seriadas das solugdes dos complexos no comprimento de onda de absor¢do maxima
( max) em THF (GILL; HIPPEL, 1989). O coeficiente é uma propriedade fisica intrinseca
do composto e € matematicamente representado como a inclinacao da curva de regressdo linear
( = + )daporcdo linear do grafico de dispersdo = ( ) (Figura 60) onde a correlacdao
entre concentragdo (mol L) versus absorcdo segue a lei de Lambert-Bier ( = —_). Os dados

calculados para todos os complexos e seus precursores estdo na Tabela 24.

Figura 60. Método de determinacdo da absortividade molar do composto Znz(Valp)s em THF.

Tabela 24. Coeficientes de absortividade ou extingdo molar para os complexos ternarios e 0s
precursores.

Composto max (nm) (L mol*cm?)
Complexo binéario Zny(Valp)s 230,0 96600
Zn(Diclof), 279,5 17040000
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Zn(lbup), 2275 3173
Complexo ternario  Zn(Valp)2(Nic); 258,0 4259627

Zny(Diclof)4(Nic)2 278,0 18720000

Zny(lbup)a(Nic), 256,5 6050

Todos os complexos ternarios apresentaram valores de  superiores aos respectivos
precursores. Os resultados mostram que a intensidade de absorcdo da radiacdo UV tende a
aumentar na medida em que o grau de coordenacdo do metal aumenta e os efeitos de

transferéncia de carga em complexos octaédricos ficam mais evidentes (SHRIVER, 2008).

1.16.6 Determinacdo das condutividades molares dos complexos e as estabilidades quimicas

em solucéo ao decorrer do tempo

A condutividade molar m é um parametro indicativo do grau de ionizagdo do complexo
metalico em solucdo segundo DEAN, 1999. Valores de m acima de 100 S cm?mol™ indicam
que o complexo possui cargas pontuais comuns aos sais em solucdo, enquanto valores mais
proximos de zero que o complexo estd coordenado com todos os ligantes de valéncia e
apresenta-se como molécula neutra em solu¢do (AL-MOGREN; ALAGHAZ; EBRAHEM,
2013). A Tabela 25 apresenta os valores das condutividades das solugdes a 0,01 mol L™ em
DMF obtidas ap6s 30 min do preparo das solugdes.

Tabela 25. Condutividades molares dos complexos e seus sais precursores.

Composto Condutividade molar m (Scm?mol?)
Complexo binario Zny(Valp)s 7,00
Zn(Diclof), 0,24
Zn(lbup)2 5,01
Complexo ternario Zn(Valp)(Nic), 2,51
Zny(Diclof)4(Nic), 1,00

Zn(Ibup)Nic 0,24
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As leituras de n reforcam a tese de que os precursores sdo complexos moleculares e
mantém-se coordenados ao ion metélico por ligacGes do tipo quelato (bidentada), anteriormente
evidenciadas com as medidas de . dos grupos carboxilato efetuadas nas analises de FTIR
para estes compostos binarios. EL-MEGHARBEL; HAMZA; REFAT, (2015) obtiveram
complexos binarios de diclofenaco com Mg?*, Ca?*, Sr** e Ba?*, os quais todos os exemplares
apresentaram valores de m entre 43 e 54 S cm? mol?! e foram categorizados como n&o-
eletrolitos com ligacdo de valéncia do tipo monodentada. As leituras de mtambém mostram
que os complexos ternarios sdo menos condutores que seus 0S S respectivos precursores e
reforca a tese de complexo neutro molecular, conforme discutido na secdo (57) pela analise de

dados espectroscopicos de FTIR.
1.16.6.1 Determinacédo das estabilidades quimicas dos complexos em solugcéo

As estabilidades quimicas em solugdo dos complexos ternarios e seus precursores foram
determinadas pela metodologia descrita por PICH et al.,, 2019. Este experimento visou
determinar o grau de labilidade das ligacGes metal-ligante durante longos periodos de tempo de

exposicéo do complexo ao solvente polar DMF. Os dados estéo apresentados na Figura 61.
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Figura 61. Estudo de estabilidade quimica dos complexos 1, 2 e 3 (B) e seus precursores (A)
em solucdo por condutividade elétrica.

As leituras indicam um decaimento gradual de 13,7% de m para o precursor Znz(Valp)a
durante as primeiras 48 h, com as leituras estabilizando-se até 96 h. Este comportamento de
decréscimo de condutividade foi observado por PICH et al., (2019) em um experimento analogo
utilizando o complexo binario Cux(Valp)s em etanol e DMSO, no qual atribuiu-se a
polimerizacdo de parte do complexo em solucdo, uma vez que a producdo de oligbmeros
reduzird a concentracdo de moléculas no meio os valores aparentes de m cairdo por ser uma
funcdo da concentracdo. O complexo binario Zn(lbup)2 apresentou um decréscimo de m
3,19% e foi considerado estavel, enquanto o complexo Zn(Diclof), apresentou uma variacao
positiva de 108,3% de m ao final de 96 h, porém a condutividade deste complexo esta proxima

da variacdo basal do método e ndo pode ser considerada como significativa.
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O complexo Zn(Valp)2(Nic). variou negativamente 0,80% com n final de 2,49 S cm?
mol?, Zny(Diclof)s(Nic). variou positivamente 43% com n final de 1,43 S cm? mol?,
Zny(Ibup)a(Nic), variou positivamente 220,8% com n final de S cm? mol™?, porém as leituras
ocorrem proximas da variacao basal do método e ndo podem ser consideradas significativas. O
experimento mostra que os complexos ndo sao labeis em solvente polar em um experimento de

96 h.
1.16.7 Determinagdo dos pontos de fusdo dos complexos

Os pontos de fusdo dos complexos foram medidos em fusidmetro capilar analogico. As
leituras foram obtidas visualmente, tendo o ponto de fusdo assumido como a temperatura
instantdnea no aparecimento da primeira gota de liquido na parede do capilar. Os valores estdo
dispostos na Tabela 26.

Tabela 26. Pontos de fusdo para 0os complexos ternarios e os precursores.

Composto Ponto de fuséo (°C) Referéncia (°C)
Complexo binario Zny(Valp)a 207 2502
Zn(Diclof), 244 252P
Zn(Ibup) 78 87-94°¢
Complexo ternario Zn(Valp)2(Nic)z (1) 155 -
Zny(Diclof)s(Nic)2 (2) 180 -
Zny(lbup)a(Nic)2 (3) 148 -

sABU, etal, (2013); PABU ALI; JABALLI, (2016), ABU ALl et al., (2016)

Os pontos de fusdo para os complexos binarios Zny(Valp)s € Zn(Diclof), sdo valores
considerados elevados para compostos moleculares, sugerindo que tais compostos apresentem
interacOes intermoleculares fortes. Observam-se valores inferiores aos dados da literatura para
estes dois complexos, porém salienta-se que os pontos de fuséo destes complexos séo sensiveis
ao tempo com tendéncias de aumento do grau de cristalinidade e produzindo polimorfos com
faixas de fuséo diferentes do composto recém preparado ou recristalizado em solvente organico.

As leituras para os compostos em discuss@o foram obtidas no dia seguinte a sintese a partir dos
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solidos amorfos obtidos do meio aquoso da sintese sem processos de recristalizacdo. O
complexo binario Zn(lbup). fundiu & 78 °C e indica haver intera¢Ges intermoleculares fracas e
alto grau de amorfismo.

As leituras para os complexos ternarios foram obtidas a partir de fases cristalinas obtidas
em solvente organico, de acordo com o método de sintese individual (41). Os complexos 1, 2 e
3 fundiram a 155 e 180 e 148 °C respectivamente, uma faixa de temperatura de fusdo comum

para solidos moleculares com interacdes intermoleculares fortes, como ligacGes de hidrogénio.

1.16.8 Determinacao das atividades antioxidantes via radical ABTS

A atividade antioxidante foi determinada pela reacdo do complexo com o radical livre
ABTS pela metodologia descrita por RUFINO et al., 2007. Neste experimento monitorou-se
a capacidade redutiva dos complexos de zinco (sequestro do radical livre do meio) pelo
desaparecimento da espécie radicalar ABTS™" monitoradaem 734 nm.

Figura 62. Determinacéo da atividade redox dos complexos frente ao radical livre ABTS™ com
dados estatisticos.

Os resultados das triplicatas e os desvios padrdo (Figura 62) ndo mostram atividade redox de
todos os complexos frente ao radical ABTS™, bem como o ligante Nic livre. A analise estatistica

comparativa das médias por ANOVA com o teste de Tukey (Figura 62) mostraram que as
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atividades redox de todos dos complexos e do ligante livre Nic ndo diferem significativamente
do controle (etanol) para o intervalo de confianca de 0,05. O mesmo pode ser constatado quando
0 teste estatistico é cruzado, ou seja, as médias das atividades de cada complexo é confrontada
com todos o0s outros exemplares no mesmo teste estatistico.

A aparente inatividade na captura de radical livre é indicativo de estabilidade quimica
dos complexos. O anel da nicotinamida € um sistema receptor de elétrons quando o nitrogénio
sp? esté ligado a um sistema removedor de densidade eletrénica como ocorre no par redox do
sistema NAD-NADH, como pode ser observado na Figura 63. Diferente da ribose, 0 Zn*?
apresenta um fluxo eletrénico em sentido contrario com capacidade de inibir a atividade redox
da nicotinamida, corroborando com os resultados de blindagem de spin observados nos
espectros de 'H e 3 CRMN. Cabe salientar que no par redox NAD  NADH a nicotinamida
apresenta um potencial redutor de -0,32 V, ou seja, tende a capturar um atomo de hidrogénio
com mais facilidade de que estabilizar uma espécie radicalar.

Figura 63. Esquema de interconversdo redox do cofator nicotinamida dinucleotideo (NAD)

HO, ADP HO, ADP
Reduc¢ao
HO“'C jo ¢ - HO\“C jo
Oxidagao N
» |
P> NH, NH,
I
l) H H g
Potencial redutor
NAD* + H* + 2e" -0,32Vv NADH

Fonte: (BELENKY; BOGAN; BRENNER, 2007)

Outro aspecto importante na inércia redutora dos complexo ¢ a presenca do 4tomo de Zn?* com
um potencial redutor positivo de + 0,76 V para o par redox Zn?*  Zn® em relac&o ao potencial
0,00 V do hidrogénio. (HAYNES; LIDE; BRUNO, 2016) Esta propriedade termodinamica
garante que reacdes de reducio do atomo de Zn?* por captura de elétrons de qualquer natureza

ndo ocorrera em meio aquoso, como fluidos bioldgicos.
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1.16.9 Analise das interacdes complexo metalico-DNA por dicroismo circular

As interacBes quimicas entre as moléculas do complexo metalico e cadeias de CT-DNA
em solucdo foram tipificadas por espectrometria de dicroismo circular. Os resultados foram
plotados em gréaficos de dispersdo xy com sobreposicéo das linhas dos perfis de absor¢do. Cada
linha representa a média de trés leituras sequenciais da mesma amostra para reducéo do ruido
de fundo. Uma ferramenta de suavizacdo da linha (smooth) foi aplicada melhoramento das
representacdes graficas (méetodo Savisky-Golay, polindmio de ordem 2, janela de 20 pontos)
utilizando o software OriginPro 2016®, OriginLab Corporation, versdo b9.3.226 (teste) para
sistema operacional Windows 10®. Os resultados das analises de dicroismo circular foram
avaliados de acordo com a evidéncia de interacdo DNA-Ligante como descrito na Figura 64.

Figura 64. Modos de interacdo DNA-pequenas moléculas: 1(ligante de sulco grande), 2 (ligante
de sulco pequeno), 3 (ligante eletrostatico/alostérico), 4 (intercalador)

Minor Major
DNA grooves

Fonte: ALMAQWAGSHI, et al., (2016)
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Figura 65. Sobreposicédo de espectros de dicroismo circular de CT-DNA com adi¢6es crescentes
de H,O:DMF 80:20%

Os espectros obtidos para o experimento controle (Figura 65) ndo mostraram alteracfes
da hélice do CT-DNA pela adicdo da mistura de solvente H,O:DMF 80:20. Esta constatacédo é
importante por indicar que as intensidades das bandas de CT-DNA néo sofrem reducdo com a
diluicdo apdés nove adices seriadas de solvente, tampouco efeitos de batocromismo sdo
observados.

Os espectros obtidos para a nicotinamida (Figura 66) ndo apresentaram variacfes
substanciais para nenhuma concentracdo do composto. Esta constatacdo € importante por
indicar que as intensidades das bandas de CT-DNA néo sofrem reducdo com a diluicdo apds

nove adicGes seriadas de solucdo de composto.
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Figura 66. Sobreposicdo de espectros de dicroismo circular de CT-DNA com adi¢6es crescentes
de nicotinamida.

A inatividade aparente da nicotinamida com a dupla-hélice pode ser uma obviedade por
tratar-se de uma molécula enddgena com funcéo intracelular comprovada (KNIP et al., 2000),
contudo as altas concentra¢6es utilizadas no estudo mostram que as cargas elétricas residuais e
conformacao estrutural podem explicar a inatividade do ligante. Existe repulsdo eletrostatica
reciproca entre a cadeia de DNA e nicotinamida em pH neutro, pelo fato do DNA ser um sal
sodico e manter os grupos fosfato em contato direto com o meio externo. A nicotinamida
apresenta-se como base livre em pH neutro, condicdo que conserva os orbitais ligantes dos
grupos quimicos amida e piridina e produz densidade eletronica de mesmo sinal que o DNA.
Outra hipdtese esta no fato da estrutura da nicotinamida néo ser planar, apesar de ser constituida
por um anel piridinico. Analises espectroscopicas de tHRMN mostram desproporcionalidades
dos hidrogénios do grupo amida e acoplamentos de spins nucleares do tipo J2 (dois carbonos
de distancia) no anel decorrentes das tor¢des estruturais produzidas pela presenca do 4&tomo de
nitrogénio sp? e pela rotacéo da ligacdo C-C que liga o anel a carbonila (SILVERSTEIN, 1998).
Estruturas aromaticas ricas em elétrons e com plamicidade sdo agentes genotdxicos por
intercalacdo de sulco & dupla-hélice e induzem a rupturas na cadeia estruturas aromaticas séo
determinantes para a genotoxicidade de moléculas como benzeno, benzo-a-pireno e o-

fenantrolina (KELLETT et al., 2012).
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Figura 67. Sobreposicdo de espectros de dicroismo circular de CT-DNA com adi¢6es crescentes
de complexo 1.

Os espectros de CD obtidos para as interacdes de CT-DNA com o complexo 1 (Figura
67) apresentam reducdes na banda positivaem 276 nm e na banda negativaem 245 nm. A
reducdo da banda positiva cessou na adi¢do de nimero 9 (391,30 mol™? de complexo) com
decréscimo de 38,31% da intensidade em relacdo a analise em branco e com batocromismo de
3 nm para o vermelho (red shift). A banda positiva é resultado do grau de empilhamento dos
pares de bases nitrogenadas da dupla-hélice, com a reducdo da intensidade sendo atribuida a
formacdo de ligacGes de sulco complexo-DNA. A banda negativa é decorrente do grau de
helicidade do polinucleotideo e teve reducdo de 12,50% com red shift de 1 nm. O efeito de
interacdo de sulco por complexos ternarios contendo valproato sdo descritas por PICH et al.,
(2019), onde atribui-se este comportamento cromatico a interacdo derivada da atracdo
eletrostatica entre potenciais parcialmente positivo das cadeias de laterais do valproato e o
potencial parcialmente negativo do DNA.

Os resultados mostram a existéncia de interacdes eletrostaticas (cargas opostas) entre o
complexo e o CT-DNA produzindo compressédo longitudinal da estrutura e uma leve perda de
helicidade, contudo ndo compromete a integridade da estrutura em si. Observa-se também um

fendmeno de saturagdo dos sitios de interagdo DNA-complexo pela parada dos decréscimos das
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bandas de CD a partir da nona adicao de solucdo de complexo, além da estabilidade aparente
nas outras regides do espectro indicar apenas um tipo de interacao.

As interacOes eletrostaticas evidenciadas no experimento sdo derivadas de carater
parcialmente positivo do complexo 1. O ion de Zn?* é um 4cido de Lewis forte e transfere esta
caracteristica para a periferia da estrutura por meio da ligacdo de sp-d de valéncia e
coordenacao. O efeito de transferéncia de densidade eletrénica é observado ao comparar-se 0s
espectros de *H e 3 CRMN do complexo ternario e do precursor Znz(Valp)s, 0s quais mostram
gue o atomo metalico produz um efeito de blindagem dos ndcleos de préton e carbono dos
ligantes, produzindo deslocamentos quimicos mais proximos ao zero se comparados aos
espectros dos ligantes isolados. DOS SANTOS, etal., (2015) observaram o efeito de blindagem
de spins ao comparar espectros de *H e 3 CRMN de complexos ternarios de Zn?* com valproato
e | igant es roipitidinoed,e0rfeaadtrolma. 2 , 2°

Figura 68. Sobreposi¢do de espectros de dicroismo circular de CT-DNA com adi¢des crescentes
de complexo 2.

Os espectros de CD obtidos para as interacdes de CT-DNA com o complexo 2 (Figura
68) apresentam redugdes na banda positiva em 276 nm e na banda negativa em 245 nm
similares ao experimento com o complexo 1. A reducdo da banda positiva cessou na adigdo de

nimero 9 (391,30 mol* de complexo) com decréscimo de 34,74% da intensidade em relagdo
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a analise em branco e com batocromismo de 6 nm para o vermelho (red shift). A banda negativa
decorrente do grau de helicidade do polinucleotideo teve reducéo de 13,50% com red shift de
1 nm.

Os graus de helicidade e empilhamento de pares de bases apresentaram efeito similar ao
complexo 1, mas com efeito de batocromismo red shift mais pronunciado (6 nm). O red shift
mais intenso pode ser associado ao fato do complexo em questdo apresentar pico maximo de
absorc&o no espectro UV em 278 nm e ter um coeficiente de absortividade molar de 1,872x10’
L molt cm? (Tabela 24, Figura 59), o mais alto entre todos os complexos em estudo. Os
resultados mostram que o complexo 2 interage com o0s sulcos do CT- DNA por atracdo
eletrostatica, com a probabilidade maior de interacdo com os sulcos maiores em decorréncia do
volume molar do complexo.

Figura 69. Sobreposic¢do de espectros de dicroismo circular de CT-DNA com adi¢des crescentes
de complexo 3.

Os espectros de CD obtidos para as interacdes de CT-DNA com o complexo 3 (Figura
69) apresentam reducdes na banda positiva em 277 nm e na banda negativa em 245 nm
similares ao experimento com o complexo aos experimentos anteriores. A redugdo da banda
positiva cessou na adicdo de nimero 9 (391,30 mol? de complexo) com decréscimo de
35,29% da intensidade em relacdo a analise em branco e com batocromismo de 2 nm para o

vermelho (red shift). A banda negativa decorrente do grau de helicidade do polinucleotideo teve
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reducao de 9,80% com red shift de 1 nm. Os graus de helicidade e empilhamento de pares de
bases apresentaram efeito similar ao complexo 1 em todos os aspectos.

De modo geral, todos os trés complexos ternarios de Zn?* no apresentaram interagdes
fisico-quimicas detectaveis pelo método de dicroismo circular que comprometam a integridade
da dupla-hélice de CT-DNA exposto. As interacbes de sulco detectadas para todos os
complexos aparentam ser atividade das cadeias laterais dos ligantes de valéncia (carboxilato)
visto que nenhuma interacgéo foi detectada no experimento com o ligante Nic isolado. Para tanto,
pode-se concluir que o método em questdo ndo detectou atividades genotdxica para todos 0s

complexos com a manutencéo da integridade da hélice das cadeias de CT-DNA.

1.16.10Analise da habilidade de quebra de DNA plasmidial de E. coli in vitro

A habilidade dos complexos de produzirem quebras simples e duplas em cadeias de
DNA plasmidial de E. coli por foto inducédo de luz UV e com auséncia de luz foi avaliada pelas
metodologias de eletroforese em gel, segundo descricdo de SILVA et al., 2011. As imagens
obtidas das separac0es eletroforéticas foram analisadas pelo software GelAnalyzer 2010, versédo
20107, onde as bandas referentes as formas de DNA FI, Fll e FllI foram quantificadas pela
técnica de analise de densidade de pixels. As replicatas dos experimentos foram plotadas em
graficos de barras com desvio padrdo para cada conjunto experimental. Aplicou-se anélise de
variancia ANOVA intra e inter-experimental para avaliar as similaridades entre os resultados.
Gréficos e anlises estatisticas foram realizadas com uso do software OriginPro 2016®,

OriginLab Corporation, versdo b9.3.226 (teste) para sistema operacional Windows 10®.
1.16.10.1 Analise estatistica dos testes de quebra de DNA induzida por radiacéo UV

Os resultados a seguir correspondem ao tratamento estatistico dos obtidos nos ensaios
de inducdo de quebra de DNA in vitro induzida por radiacdo UV de 300-310 nm em um

intervalo de tempo de 30 s. Este teste pode detectar a fragmentagdo do DNA decorrente do
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ataque de espécies radicalares ou de sistemas de spins eletrénicos energizados no complexo
pela foto indugdo. As fragmentacdes ocorrem pela transferéncia de radical livre a cadeia do
DNA ou pelas intercalacbes/interacbes de sulco dos conférmeros planares formados pela
excitacdo eletrénica. Avaliaram-se as proporcdes de DNA intacto (FI, superenovelado), quebras
simples (FII, DNA circular) e quebras duplas (FIII, DNA linear).

Figura 70. Graficos de quebra de DNA plasmidial pela nicotinamida induzida por radiacdo UV.

Abaixo estdo os relatorios de ANOVA obtidos individualmente para as médias das formas de
DNA 1, 11 e 111, respectivamente.

A Figura 70 apresenta as propor¢oes medias entre as formas de DNA produzidos pela
exposicéo a nicotinamida com foto inducdo. Verifica-se que na condigdo de foto indugdo nédo
ocorre a formacédo de quebras duplas em nenhumas das concentracdes testadas, apenas com

producdo de quebras simples em propor¢des no intervalo entre 20 e 30% para todas as
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concentragdes testadas. O tratamento estatistico intra experimental indica ndo haver diferenca
significativa entre a atividade do controle negativo (H.O:DMF 80:20) e as concentragfes
seriadas de nicotinamida em um intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

O experimento mostra que a nicotinamida livre ndo é capaz de produzir lesdes ao DNA
com 30 s de foto ativacio em concentracdes de até 400 mol.L™.
Figura 71. Gréficos de quebra de DNA plasmidial pelo complexo 1 induzida por radiagdo UV.

Abaixo estdo os relatorios de ANOVA obtidos individualmente para as medias das formas de
DNA 1, 11 e 111, respectivamente.

A Figura 71 apresenta as propor¢6es medias entre as formas de DNA produzidos pela
exposicdo complexo Zn(Valp)2(Nic). com foto inducdo. Verifica-se que na condi¢do de foto
inducdo ndo ocorre a formacdo de quebras duplas em nenhumas das concentragdes testadas,

apenas com producéo de quebras simples em proporc¢des no intervalo entre 20 e 30% para todas
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as concentragdes do complexo. O tratamento estatistico intra experimental indica ndo haver
diferenca significativa entre a atividade do controle negativo (H20:DMF 80:20) e as
concentragOes seriadas de Zn(Valp)2(Nic)2 em um intervalo de confianga de 95%.

O perfil grafico e os resultados do tratamento estatistico por ANOVA indicam que o
complexo Zn(Valp)2(Nic)2 ndo é foto ativavel tal qual a nicotinamida livre além de apresentar
menor variacao estatistica intra experimental.

Figura 72. Graficos de quebra de DNA plasmidial pelo complexo Znz(Diclof)a(Nic)2 induzida

por radiacdo UV. Abaixo estdo os relatorios de ANOVA obtidos individualmente para as
médias das formas de DNA I, Il e 1l, respectivamente.

A Figura 72 apresenta as propor¢des médias entre as formas de DNA produzidos pela
exposicdo complexo Znz(Diclof)s(Nic). com foto inducdo. Verifica-se que na condicéo de foto

inducdo ndo ocorre a formagdo de quebras duplas em nenhumas das concentragdes testadas,
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apenas com producéo de quebras simples em proporc¢des no intervalo entre 20 e 40% para todas
as concentracOes testadas. O tratamento estatistico intra experimental indica ndo haver
diferenca significativa entre a atividade do controle negativo (H2O:DMF 80:20) e todas as
concentragOes seriadas de Zny(Diclof)s(Nic). em um intervalo de confianca de 95% para as
formas de DNA I e Il

O perfil grafico e os resultados do tratamento estatistico por ANOVA indicam que o
complexo Znz(Diclof)4(Nic)2 ndo é foto ativavel tal qual a nicotinamida, porém ocorre um
aumento na variacio das médias nas concentracBes de 200 e 400 g mL? com aparente
tendéncia de crescimento de FII e reducdo de FI, porém sem significancia estatistica para um
intervalo de confianca de 95 %.

A Figura 73 apresenta as propor¢des médias entre as formas de DNA produzidos pela
exposicdo complexo Zny(lIbup)s(Nic). com foto inducdo. Verifica-se que na condicéo de foto
inducdo néo ocorre a formacgdo de quebras duplas em nenhumas das concentragdes testadas,
apenas com produgdo de quebras simples em proporcdes de 20 a 40% para todas as
concentragOes testadas. O tratamento estatistico intra experimental indica ndo haver diferenca
significativa entre a atividade do controle negativo (H.O:DMF 80:20) e todas as concentraces
seriadas de Znz(lbups(Nic)2 em um intervalo de confianca de 95% para as formas de DNA | e
.

Figura 73. Graficos de quebra de DNA plasmidial pelo complexo 3 induzida por radia¢do UV.

Abaixo estdo os relatérios de ANOVA obtidos individualmente para as médias das formas de
DNA 1, 11 e 11, respectivamente.
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O perfil grafico e os resultados do tratamento estatistico por ANOVA indicam que o
complexo 3 também ndo é foto ativavel e apresenta um perfil muito similar aos tratamentos

realizados com a nicotinamida e o complexo 1.

1.16.10.1.1  Analise estatistica cruzada inter experimental para os experimentos com foto

ativacao

Este estudo estatistico objetivou comparar as atividades dos complexos entre si para
identificar possiveis diferengas de atividade. As médias experimentais obtidas para todas a

concentragdes e para 0s respectivos controles foram agrupadas por categorias (% de DNA Fl,
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FII) e submetidas a tratamento estatistico individual. Aplicou-se a ferramenta estatistica
ANOVA parametrizado, com comparagdes das medias por Teste de Tukey em nivel de
confianca de 95%, com verificacdo das igualdades de variancia pelo teste de Levene em mddulo
no nivel de confianca de 95%. Os resultados dos tratamentos estatisticos foram expostos
graficamente na Figura 74. O parametro FIII ndo foi apresentado por ter relevancia estatistica
nula pelo fato de todos os experimentos nao apresentarem vestigios forma de DNA FllI e todas

as médias serem iguais a zero.

Figura 74. Graficos de ANOVA com aplicacdo do teste de Tukey para as médias inter-
experimentais para cada tipo de forma de DNA produzido nos ensaios de foto ativagdo. Os
gréaficos sdo relativos as médias das formas de DNA 1 e 11, respectivamente.

A anélise estatistica cruzada modulada nos parametros de FI, FIl e FIlIl com teste de
Tukey para um intervalo de confianca de 95% mostra que os todos complexos ndo diferem
significativamente entre si em termos de atividade de inducdo de quebra de DNA plasmidial
induzida por luz UV tampouco com o ligante Nic e com os controles negativos H.O:DMF 80:20
para o intervalo de concentracio do complexo de 0 & 400 mol L. Os resultados obtidos
indicam que a formacéo de DNA FII foi esponténea e que os complexos em estudo nédo séo foto
ativaveis, apesar da presenca de sistemas com elétrons conjugados nos anéis de piridina do

ligante Nic e anéis benzénicos em Diclof e Ibup.
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1.16.10.2 Analise estatistica para os experimentos de quebra de DNA plasmidial em

auséncia de luz

Os resultados a seguir correspondem ao tratamento estatistico dos obtidos nos ensaios
de inducdo de quebra de DNA in vitro em auséncia de luz a 35 °C por 24 h. Este teste visa
detectar fragmentacdo do DNA produzidas pelos complexos em condi¢cdes de temperatura
metabolica de mamiferos por exposicéo prolongada. As fragmentacdes tendem a ocorrem por
interacdo diretas como intercalacdes entre os pares de bases e induzindo as quebras. Avaliaram-
se as proporcdes de DNA intacto (FI, superenovelado), quebras simples (FII, DNA circular) e

quebras duplas (FI1I, DNA linear).
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Figura 75. Graficos de quebra de DNA plasmidial pelo ligante Nic em auséncia de luz. Abaixo
estdo os relatérios de ANOVA obtidos individualmente para as médias das formas de DNA I,
Il e 11, respectivamente.

A Figura 75 apresenta as proporcdes médias entre as formas de DNA produzidos pela
exposicao ao ligante Nic com exposicao de 24 h a 35 °C. Verifica-se que este experimento induz
a formacdo de quebras simples (FIl) e quebras duplas (FIIl) em todas as concentracdes,
incluindo o controle negativo. As quebras simples correspondem a propor¢des médias de 25 a
30% do total de DNA medido, enquanto as medias das quebras duplas variaram em um intervalo
de 10 a 15%. O tratamento estatistico intra experimental indica ndo haver diferenca
significativa entre as proporc¢oes de quebras espontaneas do DNA (controle negativo H>O:DMF

80:20) e as proporcdes de quebras nas concentragdes seriadas de nicotinamida em um intervalo
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de confianca de 95%. As andlises indicam que a nicotinamida livre ndo é capaz de produzir
lesGes ao DNA com em temperatura metabolica de para um intervalo de 24 h.

Figura 76. Gréficos de quebra de DNA plasmidial pelo o complexo Zn(Valp)2(Nic). em
auséncia de luz. Abaixo estéo os relatorios de ANOVA obtidos individualmente para as médias
das formas de DNA 1, 11 e 111, respectivamente.

A Figura 76 apresenta as proporcGes médias entre as formas de DNA produzidos pela
exposicdo complexo Zn(Valp)2(Nic). com aquecimento a 35 °C por 24 h. Verifica-se que esta
condigéo induz a formacgdo de quebras simples e quebras duplas em todas as concentragoes
testadas, com tendéncia de aumento da propor¢cdo de DNA FII a partir da concentracdo de 100

g mL, porém sem variagéo significativa intra experimental. As proporcoes de DNA FllI ndo
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diferem significativamente na comparacdo cruzada entre as concentracdes e o controle
negativo.

Os resultados mostram uma correlacdo entre a reducdo da proporcdo de DNA Fl e o
acréscimo da concentragdo do complexo Zn(Valp)z(Nic), a partir de 100 g mL™. A redugéo
da proporc¢éo de FI é traduzida em acréscimo de Fll e indica uma habilidade do complexo em
produzir quebras simples em concentragbes mais elevadas do teste. Contudo, a literatura
descreve a quebra simples como um dano que pode ser mitigado pelos mecanismos celulares
de reparo de DNA (HREBACKOVA; HRABETA; ECKSCHLAGER, 2010).

Figura 77. Graficos de quebra de DNA plasmidial pelo o complexo Znz(Diclof)s(Nic). em

auséncia de luz. Abaixo estdo os relatérios de ANOVA obtidos individualmente para as médias
das formas de DNA I, Il e 111, respectivamente.
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A Figura 77 apresenta as propor¢oes medias entre as formas de DNA produzidos pela
exposicao ao complexo Znz(Diclof)s(Nic)2 a temperatura de 35 °C em auséncia de luz. Verifica-
se gue nesta condicdo ocorrem a formacao de DNA FIl em todas as concentrac6es e no controle
negativo em um intervalo medio de 25 a 30% do total. A analise estatistica de ANOVA néo
mostra diferenca significativa no teste cruzado para nenhuma das leituras médias, incluindo os
controles para um intervalo de confianca de 95%. A propor¢do de DNA intacto (FI) mantem-
se estavel até a concentragdo de 100 g mL™, com tendéncia de redugdo nas concentragdes mais
elevadas com similaridade ao perfil observado no experimento para o0 complexo
Zn(Valp)2(Nic).. As proporcdes medias de DNA FIII mantém-se estaveis em um intervalo de
10 a 15% para todas as concentracdes e o controle negativo sem diferenca estatistica cruzada
para um intervalo de confianga de 95%.

A tendéncia de decréscimo de FI a partir da concentragdo de 100 g mL™ traduz-se em
tendéncia de aumento de FII sem alterar a propor¢do de FIlI em relacdo ao controle negativo.
Pode-se afirmar que o complexo Znz(Diclof)s(Nic). catalisa apenas as reacdes de quebras

simples (FI1I) em concentracdes mais elevadas do teste apds 24 h de exposi¢do a 35 °C.



136

Figura 78. Gréaficos de quebra de DNA plasmidial pelo o complexo Znx(Ibup)s(Nic)2 em
auséncia de luz. Abaixo estdo os relatorios de ANOVA obtidos individualmente para as médias
das formas de DNA 1, 11 e 111, respectivamente.

A Figura 78 apresenta as proporcdes médias entre as formas de DNA produzidos pela
exposicdo ao complexo Znz(lbup)a(Nic). & temperatura de 35 °C em auséncia de luz. Os
resultados apontam para uma inércia quimica do complexo frente ao DNA tal qual foi
observado no experimento com inducdo luminosa. As analises estatisticas cruzadas néo
mostram diferenca significativa para as proporg¢des de DNA FI, Fll e FllI para um intervalo de
confianca de 95%. O experimento mostra que as fragmentagdes detectadas decorrem apenas da

quebra espontanea do DNA exposto ao solvente e a temperatura.
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1.16.10.2.1 Analise estatistica cruzada inter experimental para os experimentos com

ativacao por radiacéo UV

Este estudo estatistico objetivou comparar as atividades dos complexos entre si para
identificar possiveis diferencas. As médias experimentais obtidas para todas a concentracdes e
para o controle negativo foram agrupadas por categorias (% de DNA FI, FIl e FIII) e submetidas
a tratamento estatistico individual. Aplicou-se a ferramenta estatistica ANOVA parametrizado,
com comparagbes das médias por Teste de Tukey em nivel de confianca de 95%, com
verificacdo das igualdades de variancia pelo teste de Levene em modulo no nivel de confianca

de 95%. Os resultados dos tratamentos estatisticos foram expostos graficamente na Figura 79.

Figura 79. Graficos de ANOVA com aplicacdo do teste de Tukey para as médias inter-
experimentais para cada tipo de forma de DNA produzido nos ensaios realizados em escuro.
Os graficos sao relativos as médias das formas de DNA 1, 2 e 3, respectivamente.
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A analise estatistica cruzada modulada nos parametros de FI, FIl e FIII com teste de Tukey
para um intervalo de confianca de 95% mostra que os todos complexos ndo diferem
significativamente entre si em termos de atividade de inducdo de quebra de DNA plasmidial a
temperatura metabdlica (35 °C) por 24h, tampouco diferem significativamente do ligante Nic e
com os controles negativos H.O:DMF 80:20 para o intervalo de concentracdo do complexo de
0 4400 mol L. Os resultados obtidos indicam que a formacio de DNA FIl e FlII foram
espontaneas e que os complexos em estudo ndo mostram atividades perceptiveis por um periodo

de exposicédo de 24 h.
1.16.11Anélise das atividades toxicoldgicas in vitro frente a A. salina

O experimento de toxicidade in vitro frente & A. salina foram executados de acordo a
metodologia descrita por DOS SANTOS et al., 2015, no qual foram testados os complexos 1,
2 e 3 e o ligante Nic como controle. Testaram-se seis pontos de concentracdo, sendo cinco
diluicdes seriadas e um controle negativo (0, 240, 480, 720, 960 e 1200 g mL™*) para volumes
finais de 1,0 mL para uma populacéo de 20 nauplios adultos. Cada concentracdo foi testada em
quatro réplicas intra experimentais para dois ensaios separados. Os dados de letalidade média
para 24 h de exposicdo (toxicidade aguda) foram plotados em gréficos de dispersdao com a
avaliacdo dos desvios padrao relativos e as curvas de tendéncia de mortalidade avaliadas por

analise de regressao linear, de acordo com a descricéo (Figura 80) de MEYER et al., 1982.
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Figura 80. Graficos de dispersdo para determinacdo das doses letais para 50 % da populacéo
(DL50) para todos os complexos 1, 2 e 3 e o ligante Nic frente & A. salina. (*) Variacao
significativa em relacdo ao ponto 0 para p < 0,05.

Todos os experimentos foram tratados estatisticamente por analise de variancia intra e
inter-experimental para determinar a significancia entre as medias. Aplicou-se a ferramenta
estatistica ANOVA com comparac¢des das médias por Teste de Tukey em nivel de confianca de
95%, com verificacdo das igualdade de variancia pelo teste de Levene em mddulo no nivel de
confianca de 95%. Os resultados dos tratamentos estatisticos foram expostos graficamente na

Figura 81.
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Figura 81. Relatdrios das andlises de variancia ANOVA das médias intra-experimentais para
as atividades citotoxicas dos complexos frente a A. salina. Utilizou-se o teste de Tukey com
significancia de 95%.

Os resultados para o complexo Zn(Valp)2(Nic)2 apresentaram diferencas significativas do
controle negativo acima a partir da concentragio 480 g mL™?, além das concentragGes variarem
significativamente entre si com tendéncia linear de crescimento. A aplicacdo da analise de
regresso linear mostra uma DL50 3953 g mL™ para a exposicdo aguda, sendo considerado
pouco toxico segundo a descricdo de DOS SANTOS et al., 2015. Os resultados das analises
estatisticas por ANOVA (Figura 81) indicam que as médias de letalidade confrontadas com as

concentragOes intra-experimentais para os complexos Znz(Diclof)a(Nic)2, Zn(lbup):Nic e o
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ligante Nic ndo apresentam variacOes significativas em relagdo ao controle negativo, portanto
analises de regressdo nao sdo aplicaveis para estes casos.

A analise de variancia ANOVA parametrizado inter-experimental das médias utilizando
0 teste de Tukey com intervalo de confianca de 95% mostraram que existe diferenca
significativa de toxicidade apenas entre o complexo Zn(Valp)2(Nic). e a Nicotinamida, com q
value de 5,16.
Figura 82. Analises de ANOVA inter experimentais para identificar as diferencas de toxicidade

entre os complexos na concentragdo de 1200 g mL™. Cor vermelha significa variacéo
significativa P < 0,05

O experimento de toxicidade aguda frente a A. salina indica que o complexo tem
toxicidade similar a Nic, um composto considerado seguro por ser uma vitamina endégena
essencial. Outros fatores que podem justificar a baixa toxicidade aguda dos complexos em
estudo podem ser a massa molar superior a 500 g mol*. Existe a possibilidade de os complexos
formarem dimeros e oligdmeros em meio aquoso, que podem dificultar a absorcao do complexo

pelo animal pelo fato da absor¢do depender da transposi¢do de membranas.



CONCLOBS

Os farmacos Valproato, Diclofenaco e lbuprofeno produziram complexos ternarios de
carater molecular com Zn (1) de acordo com as descri¢des da literatura.

A vitamina B3 coordena-se ao atomo de Zn (Il) pela funcdo piridina e proporciona
polaridade, solubilidade e estabilidade quimica aos complexos com carboxilato.

As metodologias de sintese provaram-se adequadas ao propdsito, produzindo trés
complexos inéditos com pureza e rendimentos altos sem demandar processos de
separacao.

As técnicas analiticas de FTIR, *H e 3 CRMN, ESI-TOF-MS-MS (+) e difragio de raios
X foram capazes de confirmar as estruturas quimicas dos complexos de forma
inequivoca.

O teste de estabilidade em solucio a 10 mmol L™ por um periodo de 96 h mostrou que
todo o complexo mantém a integridade estrutural em solucédo de solvente polar.

O experimento avaliacdo das atividades redutoras frente ao radical ABTS™™ mostram
gue os complexos sdo inertes a espécies radicalares positivas.

Os experimentos de interacdo com CT-DNA por espectroscopia CD mostraram que 0S
trés complexos reduzem os graus de helicidade e de empilhamentos dos pares de bases
por interacdo de sulco, porém ndo comprometem a integridade quimica da hélice.
Comprovou-se que a vitamina B3 livre ndo apresenta interacfes detectaveis com o
DNA.

Os experimentos de simulacdo de quebras simples e duplas de DNA plasmidial de E.
coli com e sem foto-indugdo ndo produziram danos com significancia estatistica ao

plasmidio, o que indica baixo potencial genotoxico para todos o0s casos.
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O teste de toxicidade aguda frente a A. salina mostrou que os trés complexos em estudo
ndo sdo toxicos a organismos filtradores nas concentracdes limites do teste, superiores
a0,1% m/v.

Cabe concluir que a adicdo do Zn (Il) e a vitamina B3 aos farmacos Valproato,

Diclofenaco e Ibuprofeno é uma estratégia segura para elaboracdo de novos farmacos.
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Anexo A: Espectros de FTIR para 0s reagentes precursores
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Anexo B: Espectros bidimensionais para os complexos 2 e 3

Figura 83. Espectro de correlagdo *H-3C HMBC para o complexo 2
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Relatério descritivo de patente de invencao

CoMPOSTO COMPLEXO DE ZINCO COM DICLOFENACO E NICOTINAMIDA,

PROCESSO DE PRODUCAO E USO DO MESMO

Campo da invencao

[0001] A presente invengdo descreve uma composicao farmacéutica de um
composto complexo organometalico para a prepara¢do de medicamentos para

o alivio da dor. A presente invencao atua nos campos de Quimica e Farmacia.

Antecedentes da invencao

[0002] A dor é reconhecida como um sintoma de alto custo em termos de
sobrecarga humana e financeira. O manejo dos sintomas é o foco primario do
cuidado. Atualmente sabe-se que a dor é reconhecida como uma das principais
consequéncias relacionadas com as mais diversas patologias e suas
repercussdes sao consideradas potencialmente prejudiciais para o organismo.
[0003] Apesar de ter sido considerada desde a antiguidade uma das grandes
preocupacoes do ser humano, a dor é uma caracteristica cardinal dos
mecanismos protetores fisiologicos normais. Uma das fungcbes é preservar o
organismo, evitando o dano tecidual. O sistema nervoso informa sobre a
ocorréncia ou perigo de injuria, e a sensagao de dor contribui para esta fungao,
estando, portanto, relacionado as reacdes de fuga e esquiva. A dor pode ser
classificada do ponto de vista temporal em dois grandes grupos: dor aguda
(curta duracao, com patologia identificavel) e dor crénica (longa duracédo, com
associacao a uma patologia que pode nao ser evidente).

[0004] Em se tratando da origem da estimulacdo do processo doloroso,
podemos classificar a dor como nociceptiva (desencadeada pela estimulagéao
dos nociceptores localizados em varias partes do organismo), neurogénica
(dano tecidual neuronal nos sistemas nervoso periférico ou central),
neuropatica (disfuncdo de nervos) e psicogénica, que € a mais dificil de
trabalhar, ja que ndo se origina de uma fonte somatica detectavel, sendo
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possivelmente desencadeada por fatores psicolégicos.

[0005] Dor é uma sensacdao que compreende trés mecanismos basicos: (i)
transducédo, que é a ativacdo dos nociceptores por transformacdo de um
agente ndxico — mecanico, térmico e quimico - em potencial de acao; (ii)
transmissdo, que é o conjunto de vias que permitem que o impulso nervoso,
gerado ao nivel de nociceptor, seja conduzido ao SNC; e (iii) modulacéo, vias
responsaveis pela supressao da dor ativadas pelas préprias vias nociceptivas.
[0006] A transmissdo da dor esta associada a atividade elétrica nas fibras
nervosas aferentes primarias, que possuem terminacdes livres no tecido
periférico (pele, musculos, articulacdes, visceras, conjuntivo dentre outros). As
fibras nociceptivas aferentes sdo neurdnios tipicamente pseudounipolares, com
terminacdes periféricas e centrais. Neurotransmissores que sao produzidos
dentro do corpo celular (por exemplo, no ganglio da raiz dorsal) sédo liberados
por terminacdes das fibras nervosas tanto periféricas quanto centrais. Dessa
forma, estes neurotransmissores participam na producdo do sinal doloroso
perifericamente, bem como na promocao de eventos que levam as percepcoes
centrais.

[0007] A opinido predominante atual é que as terminacdes nervosas livres das
fibras Ad-B e fibras C constituem a regiao sensorial dos nociceptores. As fibras
Ad sao pouco mielinizadas e podem ser divididas em duas classes principais,
que se diferenciam pela temperatura de ativagdo. As fibras Ad do tipo | sdo
ativadas por temperaturas inferiores a 53 °C, enquanto que as do tipo Il séo
ativadas por temperaturas inferiores a 43 °C. A condugédo da informacao
nociceptiva que ocorre via fibras Ad é transmitida numa velocidade entre 12 e
30 m/s. As fibras C, também conhecidas como fibras polimodais, por
transmitirem estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, conduzem a uma
velocidade muito mais lenta em relagdo as outras fibras nociceptivas, em torno
de 0,5 a 2 m/s em virtude de nao possuirem bainha de mielina. Elas
correspondem a 80 % das fibras condutoras da informag&o nociceptiva.
Também existem diferencas quanto ao tipo de estimulo nociceptivo capaz de
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ativar essas fibras. Estas fibras aferentes fazem sinapse em um neurdnio de
segunda ordem na camada superficial da medula espinhal. O neurbnio de
segunda ordem cruza a medula espinhal até o lado contralateral e ascende
pelo trato espinotalamico até alcangar o talamo. No talamo, neurdnios de
terceira ordem sao ativados, levando a informacéo do estimulo doloroso até o
cortex somatossensorial, onde ocorre a percep¢ao da dor.

[0008] Quando se trata de farmacos para o tratamento da dor, abre-se uma
lacuna no que diz respeito ao regime medicamentoso que pode ser
estabelecido, tendo em vista que ainda ndo dispomos de um farmaco
analgésico ideal, ou seja, que ndao promovam efeitos colaterais potenciais.
Embora sejam altamente eficazes, os analgésicos de agao central geralmente
nao estdo dissociados de efeitos adversos importantes, como nauseas,
vémitos, depressao respiratdria e sedacao, entre outros menos comuns. Em
contrapartida, os analgésicos de acao periférica também apresentam efeitos
indesejaveis, tais como lesdes do trato gastrointestinal e renal. Assim, torna-se
evidente a necessidade de buscar medidas alternativas para o
desenvolvimento de medicamentos para o combate da dor.

[0009] O desenvolvimento de um medicamento novo demanda
aproximadamente 15 anos e envolve investimentos na ordem de um bilhdo de
dolares. A principal razdo que contribui para o alto custo esta no fato de que a
maioria das moléculas candidatas a farmacos sdo descartadas durantes as
fases de testes | e Il em razdo da toxicidade. Estatisticas mostram que apenas
0,1% das moléculas sintetizadas ou obtidas de fontes naturais testadas
possuem potencial para se tornar um farmaco comercial. Para tanto, a
estratégia mais sensata e econdmica para se obter novos farmacos consiste
em modificar quimicamente moléculas de farmacos conhecidos e testa-las para
os mesmos moldes da molécula de partida. Em muitos casos se obtém
melhoramentos significativos na eficacia terapéutica.

[0010] Na literatura, diversas formas de executar tais modificacdes sao
descritas, mas dentre elas, destaca-se o bioisosterismo, que pressupde que a
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atividade farmacolégica se da por similaridade dos grupos farmacoféricos e/ou
da estrutura molecular para um alvo terapéutico especifico. A viabilidade de tal
estratégia se justifica pelo aumento da chance de sucesso de descobrir um
novo farmaco a partir de uma amostragem menor de compostos sintetizados
em moldes similares a rota de obtencao do farmaco modelo.

[0011] Uma outra abordagem no desenvolvimento de novos farmacos €
conhecida como hibridagdo molecular (HM). Baseia-se na conjugacdo de
estruturas de compostos bioativos distintos em uma Unica molécula por meio
de ligacdo quimica, sendo uma alternativa eficaz de no planejamento de
farmacos, tal qual o bioisosterismo. Segundo a literatura, a HM pode basear-se
na ligacao direta de moléculas distintas (HM droga-droga) ou por grupos
farmacoféricos distintos, uma classe denominada HM farmacoférica. Em ambos
0S casos uma a nova molécula produzida por HM passa a se chamar de
hibrido, o qual pode apresentar maior afinidade e eficacia que os compostos
que Ihe deram origem, produzindo efeito farmacolégico concomitante.

[0012] Devido a esses fatos, se faz interessante o desenvolvimento de um
novo composto que apresente atividade antinociceptiva e possa ser empregado
como um analgésico em humanos.

[0013] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, nédo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo 0s ensinamentos da
presente invencao, de forma que a solu¢do aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

[0014] Apesar dos avancos na farmacocinética e na farmacodindmica dos
agentes antialgicos, sua toxicidade reconhecidamente elevada é determinante
de resultados clinicos conflitantes em funcdo da necessidade de associacdes e
interagbes medicamentosas, no entanto no mercado ainda ndo sdo téo
abrangentes os farmacos para analgesia.

[0015] Com o conhecimento das propriedades farmacoldgicas dos analgésicos
administrados por diferentes vias, tornou-se possivel melhorar o tratamento da

dor, reduzindo as complicagdes decorrentes de diversas sindromes dolorosas.
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A morfina é um opioide hidrofilico que promove analgesia intensa e de longa
duracao, sem provocar bloqueios simpaticos. Entretanto, apresenta dispersao
cranial, podendo provocar efeitos colaterais como prurido, nausea, vomito,
insuficiéncia respiratéria, diminuicao da motilidade intestinal e mobilidade entre
outros efeitos colaterais.

Sumario da invencao

[0016] Dessa forma, a presente invencdo tem por objetivo resolver os
problemas constantes no estado da técnica a partir do desenvolvimento de
complexos ternarios de zinco com diclofenaco e nicotinamida, o seu processo
de obtencdo, a sua aplicagdo na forma isolada ou em uma mistura
medicamentosa para o0 uso humano e/ou veterinario na preparacao de
medicamentos para o alivio da dor. O composto da presente invencao propicia
uma alternativa ao uso de analgésicos.

[0017] Embora exista no mercado composicdes farmacéuticas para o
tratamento de processos inflamatérios e a sensagdo de dor, bem como seus
processos de obtencdo, nenhuma destas propde moléculas organometalicas
ternarias com zinco, diclofenaco e ligantes nitrogenados (ex. vitamina Bg) —
Nicotinamida - como um potencial farmaco com atividade antinociceptiva.
[0018] E um objeto da presente invencdo o composto complexo bis[bis[2-{2-
[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato] [nicotinamida] zinco(ll)] e o composto
intermediario bis[2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato] zinco (ll).

[0019] O mecanismo de acdo do complexo tende a funcionar pelo mesmo
mecanismo do farmaco diclofenaco pela inibicao inespecifica das enzimas
ciclooxigenases (COXs), produtoras de moléculas mediadoras de processos
inflamatorios (prostaglandinas) responsaveis pela sensacéao de dor. Além disso,
o ligante nitrogenado nicotinamida € reportado como um agente endégeno com
atividade anti-inflamatéria e antioxidante, porém por outros mecanismos.

[0020] E um outro objeto da presente invengdo o processo de producdo do
composto complexo e do seu sal intermediario.

[0021] A presente invencdo também apresenta o processo de sintese,
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obtencdo e analise de complexos de zinco com diclofenaco e nicotinamida
compreendida em duas etapas de sintese:

a) Obtencao de um sal intermediario de zinco e diclofenaco (complexo binario)
a partir de uma reacao quimica de dupla troca entre dois sais em solucao: Sal
inorganico de zinco (ll) + sal alcalino de diclofenaco. O produto intermediario de
baixa solubilidade em solugéo € removido por filtragdo e secagem.

b) Obtencdo do complexo ternario a partir de uma reacdo quimica de
complexacéao (adicao) do ligante nitrogenado nicotinamida ao complexo binario
em solucdo seguido por um processo de cristalizacdo e obtencado do produto
por filtracao e secagem.

[0022] E um objeto da presente invengdo o uso do complexo para preparar um
medicamento para tratar processos inflamatérios ou alivio da dor ou uma
combinacao destes em formulagcbes farmacéuticas e/ou veterinarias.

[0023] Os complexos de zinco, diclofenaco e nicotinamida podem ser usados
como componentes ativos de formas farmacéuticas destinadas ao tratamento
de quadros clinicos de dor.

[0024] Ainda, o conceito inventivo comum a todos os contextos de protecao
reivindicados se refere aos complexos ternarios de zinco com diclofenaco e
nicotinamida, o seu processo de obtencao, aplicacdo na forma isolada ou em
mistura medicamentosa para o seu uso em humanos e/ou veterinario na
preparacao de medicamentos para o alivio da dor.

Em experimentos realizados pelos inventores, o composto da presente
invencao apresentou analgesia semelhante a morfina, porém no tangente da
motilidade intestinal e mobilidade, apresentou-se de forma satisfatéria nao
causando efeitos colaterais que farmacos derivados de opioides apresentam.
[0025] Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao

descritos em detalhes suficientes para sua reproducédo na descricdo a seguir.

Breve Descricao das Figuras
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[0026] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteddo do presente
pedido de patente, sdo apresentadas as presentes figuras.

[0027] A figura 1 mostra o esquema de sintese do complexo ternario de zinco
em bis[bis[2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato] [nicotinamida] zinco(ll) em
duas etapas. No passo 1, ocorre a producdo de um sal binario intermediario e,
no passo 2, a producdo de um complexo ternario com nicotinamida ou &cido
nicotinico.

[0028] A figura 2 mostra o resultado in vivo da aplicagdo do complexo ternario
de zinco em um modelo antinociceptivo frente ao controle positivo (cloridrato de
morfina). Composto bis[bis[2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato]
[nicotinamida] zinco(ll) apresenta atividade antinociceptiva em modelo de
contorcdes induzidas por acido acético em camundongos.

Descricao Detalhada da Invencao

[0029] A presente invencdo descreve o complexo ternario de zinco com
diclofenaco e nicotinamida, o seu processo de obtencdo, aplicacdo na forma
isolada ou em uma mistura medicamentosa para 0 uso humano e/ou veterinario
na preparacao de medicamentos para o alivio da dor.

[0030] E um objeto da presente invencdo o composto complexo bis[bis[2-{2-
[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato] [nicotinamida] zinco(ll)] e o composto
intermediario bis[2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato] zinco (ll).

[0031] E um outro objeto da presente invencdo, um processo de produgdo do
composto intermediario a partir do preparo de uma solugdo contendo um sal
organico do farmaco diclofenaco em uma faixa de temperatura de 0 a 200° C,
combinada com uma solug&o de sal contendo zinco (ll).

[0032] Em uma concretizagdo, a presente invencao descreve 0 processo de
producdo do composto intermediario, sendo esse composto preparado a partir
de 0,668 g de diclofenaco de potassio (2 mmol) que é solubilizado em 30 mL
de agua purificada (grau Milli-Q) a 20 °C, acondicionada em frasco erlenmeyer

de 250 mL de capacidade; seguida da preparacao de uma segunda solucao de
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sulfato de zinco heptahidratado (0,287 g, 1 mmol) preparada em 10 mL de
agua grau milli-Q a 20 °C que foi vertida lentamente sobre a solugdo de
diclofenaco de potassio e mantida sob agitacdo constante por 12 horas. Por
fim, o produto sélido obtido em suspensao é separado por filtracdo em papel
filtro, lavado com excesso de agua Milli-Q e seco em liofilizador por 12 horas.
[0033] E um outro objeto da presente invencdo, um processo de produgdo do
complexo, em que o complexo é preparado a partir de mistura solida ou liquida
do composto intermediario 1 com nicotinamida.

[0034] Em uma concretizagdo, a presente invencao descreve 0 processo de
producédo do complexo ternario de zinco com diclofenaco e nicotinamida, sendo
esse preparado a partir de 0,655 g (1 mmol) do composto intermediario, sal
binario Zn(diclof);, que € solubilizado em 20 mL de etanol absoluto a
temperatura ambiente (20° C) em frasco erlenmeyer de 125 mL de capacidade;
seguida do preparo de uma segunda solugcdo com 0,244 g (2 mmol) de
nicotinamida em 10 mL de etanol absoluto preparada a 20 °C que é vertida
lentamente sobre a solucdo do composto intermediario sob agitagao constante.
Por fim, a mistura é agitada por 30 minutos e armazenada por 12 horas, sendo
o produto sélido cristalizado separado por centrifugacao, seguida por filtracao
em papel filtro e secagem em liofilizador por 12 horas.

[0035] E um outro objeto da presente invengdo o uso do complexo ternario de
zinco com diclofenaco e nicotinamida para preparar um medicamento em que a
composicao consiste do complexo como composto ativo e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

[0036] E um outro objeto da invencdo a administragdo do complexo pelas vias
tépica, oral, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
transdérmica ou como dispositivos que possam ser implantados ou injetados.
[0037] E um objeto da presente invengdo o uso do complexo para preparar um
medicamento para tratar processos inflamatérios ou alivio da dor ou uma
combinacao destes em formulagcbes farmacéuticas e/ou veterinarias.

[0038] A sintese do complexo ternario foi realizada em escala de bancada (5
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mmol) utilizando materiais de partida com pureza certificada. Os sais
inorganicos de zinco (Il) tém grau de pureza P.A. ACS ISO, sais alcalinos do
diclofenaco tém grau de pureza padrao US Pharmacopeia, agua grau Milli-Q e
solventes organicos grau HPLC.

[0039] A obtencdo do produto final envolve ao menos uma etapa de
cristalizacao, filtragcdo e secagem.

[0040] A composicao farmacéutica pode apresentar-se nas formas
farmacéuticas e dosagens galénicas liquidas, semi-sélidas e sélidas tais como
solugdes, suspensdes, xaropes, injetaveis, pomadas, cremes, emulsoes,
aerossol, pos, capsulas, tabletes, comprimidos e/ou drageas, todas as quais
contendo preparagbes origindrias do complexo de zinco, diclofenaco e
nicotinamida.

[0041] O excipiente farmaceuticamente aceitavel da composicao farmacéutica
pode ser agua, solucdo salina, solu¢cdes tamponadas, solucdo de Ringer,
solucdo de dextrose, solugcdo de Hank, solucbes salinas biocompativeis
contendo ou nao polietilenoglicol, 6leo de sésamo, oleato de etila, ou
triglicerideo, podendo ser preparadas composi¢des com um excipiente ou uma
mistura destes quando a composicao apresentar-se na forma liquida.

[0042] O excipiente farmaceuticamente aceitavel da composicao farmacéutica
pode ser dextrose, conservantes, aglutinantes, desintegrantes, diluentes,
lubrificantes, tensoativos ou combinagées dos mesmos quando a composicao
apresentar-se na forma sélida.

[0043] A composicao farmacéutica ou veterinaria apresenta atividade
antinociceptiva.

[0044] Os compostos alvo desta invencdo sdo compostos de coordenacao,
moléculas com funcdo quimica mista, as quais consistem de moléculas
organicas ligadas com um ion metalico em um arranjo geométrico conhecido
como esfera de coordenacdao. Os sistemas biolégicos utilizam complexos
organometalicos como cofatores enzimaticos, em sitios ativos de enzimas e

nas metaloproteinas. Moléculas com funcédo bioldégica especifica como as
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hemoglobinas e as clorofilas possuem &tomos metélicos (Fe Il e Mg I,
respectivamente) coordenados em anéis de porfirina responsaveis pela
coordenacao de O, e CO2 nos processos da respiracao e da fotossintese.
[0045] A sintese de compostos de coordenacdo derivados de farmacos e
metais de transicdo é uma abordagem quimica para a obtencdo de novas
moléculas candidatas a farmacos. No contexto histérico, a cisplatina (Cloreto
de cis-diaminoplatina Il) foi a primeira molécula puramente inorganica a ser
utilizada como farmaco no tratamento do céncer. Hoje, € um medicamento
oncoldgico de primeira linha para o tratamento de cancer de ovario e esbéfago.
Seu mecanismo de acao ocorre por intercalacdo a a-hélice do DNA por
complexagéo, geralmente as bases de guanina, induzindo as quebras duplas
de cadeia e consequente apoptose das células. Ap6s o advento da cisplatina,
em 1978, muitas pesquisas foram desenvolvidas com o intuito de obter novos
complexos analogos a cisplatina para o tratamento de outros tipos de cancer.
[0046] O zinco é um elemento dietético essencial para os animais. A
concentragdo média de zinco em humanos adultos é de 32,86 mg Kg~,
colocando-o como o segundo metal de transicdo mais abundante, inferior
apenas ao ferro, que representa 60 mg Kg™'. Apds o cobre, 0 Zn?* é o 4cido de
Lewis intracelular mais forte, coordenando-se principalmente a grupos tidis de
cisteina e residuos nitrogenados de imidazol em proteinas. O Zn?* é um dos
ions mais importantes para os sistemas biolégicos, sendo essencial para a
atividade de mais de 300 enzimas presentes em mais de 50 reagdes celulares.
As anidrases carbbnicas sdo metaloenzimas de zinco presentes nos musculos,
sangue, figado, rins e secrecoes dos mamiferos. A funcao basica deste grupo
de enzimas é regular a concentracdo de prétons (acidez) do citosol,
mitocéndrias, membranas celulares e fluidos pela captura de prétons via
reacdo de equilibrio &cido-base. Neste contexto, o Zn®* é apresentado como
um ion metalico com caracteristicas 6timas para a sintese de compostos de
coordenacéo derivados de farmacos.

[0047] Os farmacos anti-inflamatérios nao-esteroides compreendem a classe
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terapéutica mais produzida e consumida da historia. Destacam-se os farmacos
inibidores inespecificos das ciclooxigenases (COXs) acido acetilsalicilico
(AAS), paracetamol, diclofenaco e ibuprofeno. Diclofenaco e ibuprofeno séo
administrados como analgésicos para remediacao de processos inflamatérios
causados por lesdes, atrites, reumatismos, entre outros. Estes farmacos atuam
através da inibicAo competitiva das enzimas ciclooxigenases, as quais
convertem o acido araquiddénico em prostaglandinas e outros mediadores
quimicos responsaveis pelos processos inflamatérios diversos e sao
causadores de quadros clinicos como dor e edema. Diclofenaco e ibuprofeno
apresentam o grupo carboxilato como fungcdo quimica e grupo farmacoférico
principal. Este grupo quimico atua como uma base de Lewis forte frente a ions
metalicos divalentes, como o Zn?* e o Ca** por ligagcdes de valéncia e de
coordenacao para formar sais complexos pouco dissociaveis em solucéo.
[0048] A configuragdo eletronica do Zn?* ligado a dois grupos carboxilato do
farmaco possibilita ainda a coordenagao de duas bases de Lewis neutras para
formar uma esfera de coordenacao de geometria octaédrica estavel. Moléculas
com atomos eletronegativos em hibridizacdo sp,, como o N de piridinas e
derivados coordenam de forma estavel ao centro metdlico e compdem
complexos moleculares com caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas dos
compostos de partida. Os derivados da piridina nicotinamina — Nic — e o acido
nicotinico — Nia — (complexo vitaminico Bj) sdo importantes ligantes
nitrogenados biolégicos presentes no metabolismo dos mamiferos em geral.
Compreendem o principal intermediario da biossintese do sistema redox NAD™-
NADH além de apresentar um numero expressivo de funcbes intra e
extracelulares como sequestro de radicais livres, inibicdo de processos
inflamatérios, modulagdo enzimatica (éxido nitrico sintase), entre outras. Estes
derivados piridinicos apresentam caracteristicas ideais para a producao de
complexos ternarios de Zn?* com o diclofenaco com a vantagem de serem
moléculas enddégenas e com funcdo comprovada.

[0049] A utilizacdo de modelos animais adequados que reproduzam o0s
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mecanismos que ocorrem durante 0 processo nociceptivo e as alteracdes
observadas durante patologias como dores inflamatérias induzidas por agentes
externos, por agentes térmicos e a associa¢ao da analise comportamental com
a modulacao farmacolégica pode vir a contribuir substancialmente para o
esclarecimento dos mediadores envolvidos nestes processos, dando uma
énfase especial para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
através do estudo de moléculas de coordenagcao conjugadas com farmacos
e/ou compostos quimicos de eficacia ja comprovada na literatura.

Exemplos - Concretizacdes

[0050] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das inUmeras maneiras de se realizar a inveng¢do, contudo sem limitar, o

escopo da mesma.

Exemplo 1: Sintese do complexo terndrio de zinco, diclofenaco e nicotinamida,

realizada em dois passos reacionais.

[0051] Passo1: Obtencao do sal binario diclofenaco de zinco (Il) —
Zn(diclof),. Um total de 0,668 g de diclofenaco de potassio (2 mmol) foi
solubilizado em 30 mL de agua purificada (grau Milli-Q) a temperatura ambiente
de 20 °C, acondicionada em frasco erlenmeyer de 250 mL de capacidade. Uma
segunda solugcdo de sulfato de zinco heptahidratado (0,287 g, 1 mmol),
preparada em 10 mL de agua grau milli-Q também a 20 °C, foi vertida
lentamente sobre a solugcédo de diclofenaco de potassio e mantida sob agitacao
constante por 12 horas. O produto sélido em suspensao foi separado por
filtragdo em papel filtro, lavado com excesso de agua Milli-Q e secado em
liofilizador por 12 horas. O rendimento molar foi de 87%.

[0052] Passo 2: Obtencao do complexo ternario bis[diclofenaco de
(nicotinamida) zinco (Ill)]. Um total de 0,655 g (1 mmol) do sal binario
Zn(diclof), foi solubilizado em 20 mL de etanol absoluto a temperatura

ambiente (20° C) em frasco erlenmeyer de 125 mL de capacidade. Uma
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segunda solugcdo com 0,244 g (2 mmol) de nicotinamida em 10 mL de etanol
absoluto preparada em temperatura ambiente (20 °C) foi vertida lentamente
sobre a solucdo do sal binario sob agitacao constante. A mistura foi agitada por
30 minutos e armazenada por 12 horas. O produto sélido cristalizado foi
separado por centrifugacao, seguida por filtracdo em papel filtro e secagem em
liofilizador por 12 horas. O rendimento molar foi de 88%.

Exemplo 2 - Ensaios fisico-quimicos e identificacdo estrutural por métodos

espectroscopicos

[0053] A qualidade do produto pode ser verificada por procedimentos analiticos
qualitativos e quantitativos, como:

»Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono
(qualitativo e quantitativo) para determinar a presenca dos ligantes no nudcleo
metalico pelos respectivos isétopos de 'H e '°C, bem como quantificar os
ligantes pelo calculo das areas integradas dos sinais correspondentes dos
hidrogénios respectivos.

» Espectrofotometria de absorcao atdémica (quantitativo) para determinar o teor
de zinco da composi¢ao.

» Andlise elementar CNH (quantitativo) para determinar os teores de nitrogénio,
carbono e hidrogénio da composicao.

»Espectrometria de infravermelho (qualitativo) para determinar a presenca de
grupos quimicos especificos dos ligantes.

» Espectrofotometria de ultravioleta e visivel (qualitativo e quantitativo) para
verificar bandas de absorcao de radiacao especificas do complexo e quantificar
pela intensidade de absorcao frente a um padrao de referéncia.

»Difracdo de raios-x (qualitativo) para verificar a composicao estrutural em
fase cristalina e polimorfismo.

[0054] Os produtos de sintese dos passos 1 e 2 foram analisados por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de préton e carbono ('H e
3G RMN), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
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(FTIR) e Espectrofotometria de Ultravioleta e Visivel (UV-Vis). Propriedades
fisico-quimicas de ponto de fusdo e condutividade molar também foram
obtidas.

»Dados espectroscépicos e fisico quimicos do sal precursor binario bis[2-{2-
[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato] zinco (1)

[0055] Rendimento: 87%; Ponto de fusdo: 244 °C; Bandas de FTIR (cm™,
pastilha de KBr): 3321, 3300, 3069, 3036, 2968, 2927, 1913, 1855, 1708, 1655,
1606, 1589, 1578, 1563, 1507, 1470, 1453, 1418, 1305, 1290, 1197, 1094, 868,
839, 769, 749, 717, 663, 534; '"HRMN (3-ppm, cloroférmio deuterado, 300,18
MHz): 3.75 (s-2H, CHy), 6.44 (d-1H, CH, Jy.n = 9Hz), 6.78 (s-1H, NH), 6.85 (i-
1H, CH, Jy.n = 9Hz), 6.93 (t-1H, CH, Jx.y = 9Hz), 7.06 (dt-1H, CH, Jy.n = 9H2),
7.15 (d-1H, CH, Juy = 9Hz), 7.24 (d-2H, 2CH, Juy = 6Hz); *CRMN (3-ppm,
cloroférmio deuterado, 75,48 MHz): 40.62 (CH.), 117.61 (CH), 121.75 (CH),
124.17 (C), 127.90 (CH), 128.81 (C), 129.98 (CH), 131.26 (2CH), 137.70 (C),
142.68 (2CCl); Banda maxima em UV-Vis (A-nm, tetrahidrofurano): 280.5;
Coeficiente de extingdo molar (e-L.mol™'.cm™, tetrahidrofurano): 17,040,000.0;

Condutividade molar (A-S.cm?mol™, dimetilformamida): 0.24.

»Dados espectroscopicos e fisico quimicos do sal precursor binario bis[bis[2-
{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato] [nicotinamida] zinco(ll)] (2)

[0056] Rendimento: 88%; Ponto de fusdo: 180 °C; Bandas de FTIR (cm’
' pastilha de KBr): 3310, 3183, 3095, 3072, 3039, 2969, 2925, 1679, 1622,
1607, 1592, 1576, 1564, 1506, 1415, 1351, 1303, 1283, 1249, 1199, 1164,
1094, 1058, 869, 837, 774, 747, 720, 698, 656; 'HRMN (3-ppm, DMSO
deuterado, 300,18 MHz): 3.59 (s-4H, 2CH>), 6.28 (d-2H, 2CH, Jy.» = 9Hz), 6.82
(dt-2H, 2CH, Jy.y = 7Hz), 7.01 (dt-2H, 2CH, Jy.y = 7HZz), 7.08 (dd-2H, 2CH, Jy.4
= 8Hz), 7.15 (dd-2H, 2CH, Jy.ny = 7Hz), 7.42 (d-4H, 4CH, Jy.n = 8Hz), 7.48 (m-
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1H, CHie)p Jrn = 5Hz), 7.63 (s-1H, NHig), 8.19 (s-1H, NHpi), 8.21 (m-1H,
CH, Jnn = 8Hz), 8.30 (s-2H, 2NHpicor), 8.69 (dd-1H, CHic), Jur = 5Hz), 9.03
(ds-1Hie)y CH); ">*CNMR (3-ppm, DMSO deuterado, 75,48 MHz): 40.73 (2CHy),
116.34 (2CH), 120.82 (2CH), 123.60 (CHpic), 124.59 (2CH), 126.56 (2CH),
126.85 (2C), 128.97 (2CH), 129.12 (4CH), 129.82 (CHni)), 130.61 (2C), 135.46
(CHniey), 137.57 (2C), 142.86 (4CCl), 148.75 (CHnic), 151.92 (CHnic)), 166.45
(CONnig)), 177.40 (2CO0 picio)); Absorcdo maxima no UV-Vis (A-nm,
tetrahidrofurano): 278; Coeficiente de extincdo molar (e-L.mol".cm™,
tetrahidrofurano):  18,720,000.0 ; Condutividade molar (A-S.cm®mol™,

dimetilformamida): 1.00.

Exemplo 3 - Avaliacido da atividade antinociceptiva do complexo bis[bis[2-{2-

[(2,6-diclorofenil)aminolfenillacetato] [nicotinamida] zinco(lD)] in vivo frente ao

indutor algésico acido acético

[0057] O ensaio in vivo foi realizado de acordo com o modelo experimental de
dor induzida por injecdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético 0,1 mol.L'para
avaliagdo da atividade antinociceptiva do complexo. Apds a injecao i.p. do
agente nociceptivo em camundongos, observa-se respostas que consistem em
uma sequéncia de contracdes e extensdes do abdémen, as quais podem ser
acompanhadas por tor¢cées do tronco e extensao dos membros posteriores do
animal, as quais sao parametros quantificaveis. Utilizaram-se camundongos
CF1 machos com peso entre 30 e 35 gramas mantidos em jejum por 4 horas.
As solugdes do complexo foram administradas pela via oral (gavagem), com a
injecdo i.p. do agente nociceptivo (0,1 mL/10 g de massa corpoérea) apds 30
minutos. As contagens das contracgdes iniciaram 10 minutos apds as injecoes,

com monitoramento por 20 minutos.

Exemplo 4 - Avaliacio da atividade antinociceptiva do complexo bis[bis[2-{2-

[(2,6-diclorofenil)aminolfenillacetato] [nicotinamida] zinco(lD)] in vivo frente ao

indutor algésico formalina.
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[0058] Camundongos CF1 machos deixados em jejum por um periodo de 4
horas, com peso de aproximadamente 30 a 35 g, recebem administracdo
subplantar de 20 pl de uma solugéo de formalina 1,2 % na pata direita traseira.
Trinta minutos antes da administragcdo da formalina o complexo de zinco foi
administrado por via oral na dose de 1mg/kg numa suspensao com DMSO (10
%) e solugao salina. O tempo que o animal lambe, sacode (comportamento
conhecido como “flinch”) ou morde a pata traseira € entdo cronometrado. Sao
observadas duas fases distintas. A primeira fase (0-5 minutos pos-injecao) é
chamada de fase neurogénica, na qual ocorre a ativacao direta dos
nociceptores locais pela formalina, e a segunda (15-30 minutos ap6s a injecao)
€ chamada de fase inflamatdria, na qual o comportamento observado é
resultante da agdo de mediadores inflamatérios liberados pelo estimulo.

[0059] A Tabela 1 apresenta o resultado do teste antinociceptivo in vivo frente

ao agente inflamatério formalina nas fases neurogénica e inflamatdria.

Tabela 1. Resultados para o experimento de atividade antinociceptiva do

complexo de zinco frente ao tratamento subplantar de formalina.

Tempo de lambida
Tratamento Fase Neurogénica Fase Inflamatéria
Primeira fase | % de inibicdo | Segunda fase | % de inibico
Veiculo 82.4+538 - 69.1 £8.9 -
Cloridrato de * *
Morfina 17124 79 28+438 96
Complexo 44 34 7.9 46 40.1 + 6.5* 62
1mg/kg

* Efeito do complexo no teste da formalina em camundongos. Os animais foram tratados
15 min antes da injecdo de formalina (1,2 %) com salina (controle; e.v.) ou morfina (5 mg/Kg;
s.c.) ou composto (1 mg/Kg, v.0.), respectivamente. Imediatamente apds a administragao da
formalina o tempo de lambedura foi registrado por cerca de 5 min (12 fase) e de 20 a 25 min (22
fase). Os valores representam a média + E.P.M do tempo de lambedura em segundos de cada
fase (n=10). Foram utilizados 6-8 animais por grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica
significante quando comparado ao grupo controle (Salina). (Test Student — Neuman — Keuls).

[0060] No experimento da tabela 1 foi utilizado um agente quimico (solucao de

formalina) administrada na area subplantar da pata dos animais. O teste de
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formalina se diferencia dos demais testes de dor, pois é possivel verificar a
resposta do animal a uma dor continua e moderada gerada por tecido
lesionado. Devido a esta relacdo com tecido lesionado, acredita-se que este
teste produza um modelo mais valido de dor clinica do que os testes de
mecanismo fasico ou de estimulo térmico. O cloridrato de morfina, derivado de
opidide, foi escolhido por ser um analgésico potente, usado por diferentes vias,
principalmente para o tratamento da dor aguda e também para sindromes
dolorosas cronicas. Por ser hidrofilico, sua duracdo de acdo é prolongada,
porém essa caracteristica também é responsavel por permanéncia do farmaco
no liquor durante tempo maior do que um opioide lipofilico. Com isso, ocorre
maior difusdo cranial e ligacdo do opioide aos receptores encefalicos,
provocando efeitos colaterais como prurido, nausea, vomito e depressao
respiratéria, diminuicdo da motilidade e mobilidade.

[0061] Ambas as fases do processo doloroso induzido pela formalina (fase | e
fase IlI) foram respectivamente inibidas pelo complexo apresentando, assim,
efeito quando comparado ao controle cloridrato de morfina utilizado e, em
resultados posteriores a este, ndo demonstra efeitos colaterais de motilidade
intestinal e mobilidade sendo desta forma mais indicado ao tratamento de
analgesia por nao apresentar, até o momento, reagbes adversas.

[0062] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invencdo nas modalidades apresentadas e em outras

variantes, abrangidas no escopo das reivindicacoes anexas.
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Reivindicacdes

1. Composto complexo de zinco com diclofenaco e nicotinamida
caracterizado por ser o bis[bis[2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato]

[nicotinamida] zinco(ll)] conforme a estrutura molecular:

2. Composto intermediario do composto complexo conforme definido na
reivindicacao 1 caracterizado por ser 0 bis[2-{2-[(2,6-
diclorofenil)amino]fenil}acetato] zinco (Il).

3. Processo de produgcdo do composto intermediario conforme definido
na reivindicacdo 2, caracterizado por ser a partir do preparo de uma solucdo
contendo um sal organico do farmaco diclofenaco em uma temperatura de 20
°C, combinada com uma solucéo de sal contendo zinco (ll).

4. Processo de producdo do complexo conforme definido na
reivindicacdo 1, caracterizado por ser preparado a partir de uma mistura
liquida do composto intermediario 1 com nicotinamida.

5. Uso do complexo conforme definido na reivindicacéo 1, caracterizado
por ser para preparar um medicamento em que a composi¢ao consiste do
complexo como composto ativo e um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

6. Uso do complexo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado por
ser para preparar um medicamento administrado pelas vias topica, oral,
intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, transdérmica ou como

dispositivos que possam ser implantados ou injetados.
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7. Uso do complexo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado por
ser para preparar um medicamento para tratar processos inflamatérios ou alivio
da dor ou uma combinacdo destes em formulacbes farmacéuticas e

veterinarias.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In the search for new drugs, strategies such as bioisosterism have been evidenced, in which the modification of
Zinc complexes molecules is already known to be active. Thus, metal complexes of known drugs have been highlighted, with
NSAIDs examples of significant improvements in therapeutic efficacy. In this way, this work aimed at the synthesis of
]g;j(‘ztiol:(tiecri?;ﬁon new zinc complexes with nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), as well as the chemical character-

ization and the previous toxicity by cytotoxicity with Artemia salina, and evaluating the ability of these com-
pounds to interact with DNA. As result, two new zinc II ternary complexes containing the NSAIDs diclofenac
(Diclof) and ibuprofen (Ibup) and nicotinamide neutral linker (Nic) were obtained by the two-step solvent metal-
ligand complexation method. Molecular structures were determined by NMR, FTIR, HR-MS, UV-Vis and X-ray
diffraction, which demonstrated that both complexes are binuclear systems of general formula [Zn,(R-
COO 7)4(Nic),]. Plasmidial DNA breakdown capacities were evaluated by producing single and double breaks
(DNA FII and FIII) from plasmid incubation with complex solutions in the concentration range 0 to 400 umol-L.~*
in experiments with the presence and absence of light. Both experiments did not show significant differences
(P < 0.05) in induced DNA cleavage activity between the maximum study concentrations (400 pmol-L. ™ ') and
the negative controls for both complexes. The types of complex 1 and 2 interactions with the secondary DNA
structure were determined by titrating a CT-DNA solution with complex solutions and monitored by circular
dichroism spectrometry. The results showed that both complexes interact with the grooves of the secondary
structure of CT-DNA by electrostatic attraction, but without evidence of alteration in the primary structure.
Acute toxicity tests against Artemia salina showed that both complexes did not produce lethality > 10% of the
population up to a maximum concentration of 1200 ug'mL~ ! within an exposure interval of 24 h. Thus, two new
compounds were synthesized, characterized and had their previous toxicities determined. These compounds are
promising new drugs, with the next step being evaluations of their activity.

1. Introduction

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs or NSAIDs are the largest
therapeutic class used worldwide [1]. Diclofenac (Diclof) and ibuprofen
(Ibup) are nonspecific cyclooxygenase (COX) inhibitors used for treat-
ment of pain and inflammatory processes mediated by prostaglandins
[2,3]. Despite their beneficial results, these molecules may have long-

term side effects due to the high doses required for a therapeutic re-
sponse. Therefore, in order to improve the efficiency of these molecules,
strategies such as the synthesis of metal complexes are a promising
alternative for increasing the potency and bioavailability as well as
decreasing the toxicity of the compounds [4].

Diclof and Ibup which has carboxylic acid as the main functional
group, have a chemical affinity for metal ions, such as zinc II and
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copper II, to form coordination complexes with varied biological ac-
tivity, with some papers being published in recent years. In this line,
Hijazi Abu Ali has prepared ternary complexes from the binary salts Zn-
Diclof and Zn-Ibup with some pyridine derivatives, such as 1,10-phe-
nanthroline (Phen) and aninopyridine (ampy), which were tested to
evaluate their cytotoxic activity against bacterial strains [5,6]. Pyr-
idine-derived aromatic compounds are neutral binders with high affi-
nity for Zn II and are mostly applied to complete the coordination
sphere of complexes containing carboxylic acids. However, these aro-
matic compounds are mostly genotoxic and cytotoxic compounds and
lead to a complicating factor for the application of these complexes as
prototypes of NSAIDs [7,8].

Nicotinamide (Nic) is an ideal molecule for this purpose. Nic is the
major component of vitamin B3 complex, being an essential biological
compound tolerated by animals in high doses [9,10]. In addition, Nic
has a number of biologic properties, including inducible NO synthase
(iNOS) inhibition, free radical scavenging, MHC class II expression
suppression, and ICAM-1 expression of intracellular adhesion molecule
in endothelial cells, possibly due to Nic's ability to inhibit poly(ADP-
ribose)polymerase (PARP) [11-13]. Moreover, Nic has been shown to
have N-donor properties for obtaining metal complexes with bivalent
and trivalent cations [14,15]. As an example, Nic and its nicotinic acid
analogue (Nia) are used as binders to stabilize chromium III ions in the
preparation of chromium Ill-based dietary supplements that modulate
glucose metabolism, fat reduction and muscle mass increase in
sportsmen [9].

In this context, the aim of this work is to obtain ternary complexes
of Zn-Diclof and Zn-Ibup with Nic as a nitrogen ligand with the inten-
tion of producing NSAID compounds capable of exploiting the anti-in-
flammatory activities of both ligands for the same pharmacological
target. The complexes and their precursors were chemically char-
acterized by 'H and '>C NMR, FTIR, HRMS and crystallographic ana-
lysis. The DNA interaction activities of the new complexes were eval-
uated by circular dichroism spectroscopy against CT-DNA, and the
potential for DNA cleavage was determined by induction of plasmid
DNA breakage with and without UV light induction by gel electro-
phoresis analysis. Biological activity was evaluated by the acute lethal
toxicity test against A. salina.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

Zinc nitrate, zinc (II) sulphate, nicotinamide, sodium carbonate and
ethanol 99% were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA). Potassium diclofenac 99% and ibuprofen 99% (pharmaceutical
grade) were obtained from Sigma-Aldrich. Ultrapure water was ob-
tained from the Milli-Q (Millipore) apparatus. Ethanol and di-
methylformamide (DMF) were purchased form Sigma-Aldrich (grade
reagent) and used without further purification. Calf thymus DNA so-
dium salt (CT DNA) was used as obtained from Sigma Co. The plasmid
pBSK 1II (2961 bp) used for DNA cleavage assays was purchased from
Stratagene (California), transformed into DH5 alpha Escherichia coli
competent cells, and amplified as previously described [16]. Plasmid
DNA was extracted from E. coli and purified using the Qiagen®Plasmid
Maxi Kit protocol [17]. The synthetic marine salt Blue Treasure® (io-
date, nitrate and phosphate free) and brine shrimp cysts were pur-
chased at a local aquarium store.

2.2. Physical measurements

'H and 'C NMR analysis was performed on a Fourier 300 spec-
trometer (Bruker) (300.18 MHz from 'H and 75.49 MHz from '3C with
5 mm probe) with 32 scans for 'H and 5000 scans for *3C, using CDCls
and DMSO-Dg as solvents. Infrared analysis was performed on a Perkin
Elmer Spectrum 400 FTIR spectrometer using solid samples by the KBr
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pellet technique. Spectral data were obtained in the spectral interval
from 400 to 4000 cm ™! (wavenumber) with a resolution of 1.0 cm ™!
for 32 scans. UV-Vis analysis was performed on a Beckman DU®530
spectrophotometer (single beam) with 10 mm quartz cuvette and a
spectral window of A, 200 to 350 nm using 1 X 10~ > mol'L.”! in THF.
High resolution mass spectroscopy was performed according to the
following conditions: complex solutions (1.0 pgmL~' H,0:MeOH
1:1 v/v) were individually infused directly into the ESI source by means
of a syringe pump (Harvard Apparatus) at a flow rate of 150 pL-min ",
ESI (+)-MS and tandem ESI (+)-MS/MS were acquired using a hybrid
high-resolution and high accuracy (5 pL-min "~ 1) MicroTof (Q-TOF) mass
spectrometer (Bruker Scientific) under the following conditions: capil-
lary and cone voltages were set to +3500 V and +40 V, respectively,
with a desolvation temperature of 100 °C. For ESI (+)-MS/MS, the
energy for the collision-induced dissociations (CIDs) was optimized for
each component. For data acquisition and processing in Q-TOF, control
data analysis software (Bruker Scientific) was used. The data were
collected in the m/z range of 100-2000 at the speed of two scans/s,
providing the resolution of 10,000 (FWHM) at m/z 200. Melting points
were measured by Quimis® optical apparatus using the glass capillary
method (triplicate). Molar conductivity and chemical stability was
measured by the Hydraulis® MCA-150 conductivity meter.
Crystallographic analysis was performed on a Bruker D8 Venture
Photon 100 diffractometer. Circular dichroism was obtained by JASCO
J-815 CD Spectrometer.

2.3. Synthesis of zinc (II) complexes

2.3.1. Preparation  of
acetate] zinc(II)

The binary salt [Zn(Diclof),] was prepared as according to Abu Ali
and Jabali [5] with modifications. Briefly, diclofenac potassium (0.668 g,
2.0 mmol) in 30 mL of water was added dropwise to a ZnSO, solution
(2.87 g, 1.0 mmol, 10 mL of water) at room temperature. A white col-
loidal suspension was formed immediately, which was stirred for 12 h.
The solid was then filtered, washed with ultrapure water, lyophilized for
12 h and stored in a dark flask.. Yield: 0.655 g (87%); MP: 244 °C; IR
(em™?, KBr pellet): 3321, 3300, 3069, 3036, 2968, 2927, 1913, 1855,
1708, 1655, 1606, 1589, 1578 (v, COO ), 1563, 1507, 1470, 1453, 1418
(vs COO ™), 1305, 1290, 1197, 1094, 868, 839, 769, 749, 717, 663, 534,
(Av COO ™) 160; THNMR (8-ppm, DCCl5): 3.75 (s-2H, CH,), 6.44 (d-1H,
CH, Ju.iy = 9 Hz), 6.78 (s-1H, NH), 6.85 (t-1H, CH, Jy.iy = 9 Hz), 6.93 (t-
1H, CH, Jy.ir = 9 Hz), 7.06 (dt-1H, CH, Jy.r = 9 Hz), 7.15 (d-1H, CH, J;.
n = 9 Hz), 7.24 (d-2H, 2CH, Jy.y = 6 Hz); *>*CNMR (8-ppm, CDCls):
40.62 (CH,), 117.61 (CH), 121.75 (CH), 124.17 (C), 127.90 (CH), 128.81
(C), 129.98 (CH), 131.26 (2CH), 137.70 (C), 142.68 (2CCl); HRMS ESI
(+): m/z 1326.8945 (CsgH4oClsN4NaOgZn,) [Zny(diclof), + Na]™,
1304.8890 (C56H41C18N408Zn2) [an(diclof)4 + H] +, 1009.8808
(C42H30ClgN306Zn,)  [Zno(diclof)s]™, 683.9134 (CsgHuoClgN4OgZns)
[an(diclof)4 + ZH]2+, 671.9417 (C56H41C18N4Na09Zn2) [an(diclof)4
+ Na + OH]2+, 652.9533 (C28H21C14N204Zn) [Zn(diclof)g + H] +,
545.4074 (C42H31C16N307Zn3) [an(diclof)g + ZIIOH]2+, 505.4474
(C42H31C16N306Zn2) [an(diclof)g + H]2+, 375.9477 (C14H12C12N03Zn)
[Zn(diclof) + H,01*, 357.9375 (C14H;oCloNOoZn) [Zn(diclof)] ™,
318.0055 (C14H11C12NN302) [dlC10f+ Na + H] * 5 296.0233
(C14H12CLNO,) [diclof + 2H]"; UV-Vis (A-nm, THF): 280.5; Molar
Extinction Coefficient (e-L'mol™ecm ™!, THF): 17,040,000.0; Molar
conductivity (A-S-cm®*mol ~!, DMF): 0.24.

bis[2-{2-[(2,6-dichlorophenyl)aminoJphenyl}

2.3.2. Preparation of di-u-(nicotinamide)-tetra-2-[2-[(2,6-dichlorophenyl)
aminoJphenyl]acetate di-zinc(Il) (1)

Nic (0.244 g, 2.0 mmol (1.0 mmol excess)) was dissolved in 10 mL of
ethanol 99% and slowly added to 20 mL of stirred ethanolic solution of
[Zn(Diclof),] [3] (0.655 g, 1.0 mmol). A colloidal suspension was formed
after 10 min, which was stirred for 2 h at room temperature. The white
solid was obtained after 4 days by filtration, lyophilized for 12 h and
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stored in a dark flask. Yield: 0.683 g, (88%); MP: 180 °C; IR (cm ™, KBr
pellet): 3310, 3183, 3095, 3072, 3039, 2969, 2925, 1679, 1622, 1607,
1592, 1576, 1564 (v, COO ™), 1506, 1415 (v; COO ), 1351, 1303, 1283,
1249, 1199, 1164, 1094, 1058, 869, 837, 774, 747, 720, 698, 656; (Av
COO0 ™) 149; '"HNMR (8-ppm, DMSO-Dg): 3.59 (s-4H, 2CH,), 6.28 (d-2H,
2CH, Jy.y = 9 Hz), 6.82 (dt-2H, 2CH, Jy.y = 7 Hz), 7.01 (dt-2H, 2CH,
Jy.y = 7 Hz), 7.08 (dd-2H, 2CH, Jy.y = 8 Hz), 7.15 (dd-2H, 2CH, Jy.
u = 7 Hz), 7.42 (d-4H, 4CH, Jyuy = 8 Hz), 7.48 (m-1H, CHic), Ju
H= 5 HZ), 7.63 (S-lH, NH(NiC))’ 8.19 (S-lH, NH(NiC)): 8.21 (In-lH, CH, JH—
H= 8 HZ), 8.30 (S-ZH, 2NH(Diclof)): 8.69 (dd-lH, CH(Nich JH—H =5 HZ),
9.03 (ds-1Hje), CH); *CNMR (8-ppm, DMSO-Dg): 40.73 (2CH,), 116.34
(2CH), 120.82 (2CH), 123.60 (CHjic)), 124.59 (2CH), 126.56 (2CH),
126.85 (20), 128.97 (2CH), 129.12 (4CH), 129.82 (CHic)), 130.61 (20),
135.46 (CHicy), 137.57 (20), 142.86 (4CCD), 148.75 (CHicy), 151.92
(CHic)), 166.45 (CON(icy), 177.40 (2COOpicion); HRMS ESI (+) m/z
1253.9655 (Cs54H45ClgN,0g7Zn5) [M-diclof] *, 1131,9225
(C48H36C16N507Zn2) [M-diclof-nic] +, 1009.8843 (C42H30C16N3062n2)
[Zny(diclof)s] ™, 796.9771 (C34H26C1,N4NaOsZn) [Zn(di-
clof),Nic + Na] ™, 774.9993 (C34H,,Cl4N4OsZn) [Zn(diclof),Nic + H] ™",
674.9318 (CpgHooCl4N,NaO4Zn) [Zn(diclof), + Nal*, 652.9525
(C28H21CI4N204Zn) [Zn(diclof)z + H]+, 602.0314 (C26H22C12N504Zn)
[Zn(diclof)(nic),]1*, 478.9849 (C,0H;16Cl.N305Zn) [Zn(diclof)(nic)] ™",
398.9627 (C14H14C12N2Na022n) [ZH(dlClOﬂ + NH4 + Na]*, 374.9478
(C14H12C12N03Zn) [Zn(dlclof) + H20]+, 357.9379 (C14H10C12N02Zn)
[Zn(diclof)]*, 318.0053 (Ci4H;;Cl.NNaO,) [diclof+H + Nal*,
296.0233 (C14H;2CI,NO,) [diclof+2H]*; UV-Vis (A-nm, THF): 278;
Molar Extinction Coefficient (e-L'mol™‘em™!, THF): 18,720,000.0;
Molar conductivity (A-Sem®*mol ~ !, DMF): 1.00.

2.3.3. Preparation of bis[(R,S)-2-{4-(methypropyl)phenyl}propanote] zinc
an

The binary salt was prepared as according to Abu Ali et al. with
modifications [6]. Briefly, 50 mL of (R,S)-2-{4-(methypropyl)phenyl}
propanoic acid (0.825 g, 4.0 mmol) solution was neutralized with
Na,CO; (0.5 mol'L™ 1) to pH 8.9 while stirred at room temperature. The
Zn(NO3),.6H,0 solution (0.594 g, 2 mmol, 20 mL) was dripped over
the first under stirring. An amorphous white solid was immediately
formed, which was filtered after 24 h and freeze dried for 24 h. Yield:
0.630 g, (66%); MP: 78 °C; IR (em ™!, KBr pellet): 3424, 3091, 3023,
3007, 2954, 2925, 2868, 2847, 1902, 1712, 1639, 1559, 1545 (v,
CO07), 1513, 1463, 1427, 1417 (v COO ), 1384, 1367, 1292, 1219,
1191, 1167, 1123, 1073, 1022, 1005, 921, 849, 785, 742, 697, 637,
611, 549, 436, 128 (Av COO™); 'HNMR (8-ppm, CDCl3): 0.88 (d-6H,
2CH3, Jyy = 6 Hz), 1.35 (d-3H, CH3, Jy.y = 7 Hz), 1.83 (sep-1H, CH,
Jun = 6 Hz), 2.41 (d-2H, CH,, Jyu = 7 Hz), 3.62 (q-1H, CH, Jy
g = 6),7.02 (d-2H, 2CH, Jy.y = 8 Hz), 7.14 (d-2H, 2CH, Jy.y = 8 Hz);
13CNMR (8-ppm, CDCl3): 19.19 (CHs), 22.43 (2CH3), 30.17 (CH), 45.06
(CH), 47.064 (CH,), 127.18 (2CH), 129.14 (2CH), 138.39 (C), 140.19
(C), 184.06 (COO ™ ); HRMS ESI (+): m/z 1155.4811 (CgsHgy0109Zn5)
[an(ibup)s + 2H]+, 949.3534 (C52H6908Zn2) [an(ibup)4 + H]+,
761.2359 (C39H5307Zn2) [an(ibup)g + Hzo] +, 743.2323
(CrsH102012Zn4)  [Zn4(ibup)e]l®*,  506.1439  (CspHgsOsZns)
[an(ibup)4 + Zn]2+, 475.1825 (C26H3504Zn) [Zn(lbup)2 + H] +,
328.0891 (C;3H23NNaO3Zn) [Zn(ibup) + H,O + Na + NH,]Y,
287.0620 (C13H1903Zn) [Zn(lbup) + H20]+, 229.1201 (C13H18N302)
[bup+Na + H]*; UV-Vis (A-nm, THF): 256(ycal); Molar Extinction
Coefficient (e-L'mol™*cm ™!, THF): 317.3; Molar conductivity (A-
S-ecm®*mol ~*, DMF): 5,01.

2.3.4. Preparation of tetrakis-yz-[2-(4-(methylpropylDphenyDpropanoate]
(bis-nicotinamide)di-zinc (II) (2)

Nic (0.244 g, 2.0 mmol) in DMF 99% (10 mL) was added dropwise
over compound 5 solution (0.475 g, 1.0 mmol) in DMF 99% (15 mL). The
mix was stirred for 2 h, which was posteriorly evaporated to 20% of
initial volume by a rotatory evaporator. The pale yellow solution was
kept in an open crystallization flask with the absence of light for 30 days.
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The clear white crystals were filtered, washed with DMF and freeze dried
for 24 h. Yield: 0.4126 g (69%); MP:148 °C; IR (cm ™1, KBr pellet): 3440,
3318, 3283, 3201, 3182, 2959, 2930, 2867, 1689, 1636 (v, COO™),
1604, 1575, 1512, 1458 (v; COO ™), 1412, 1372, 1287, 1199, 1056, 793,
699, 601, (Av COO ) 178; 'HNMR (8-ppm, CDCls): 0.82 (d-12H, 4CHs,
Jgg = 6 Hz), 1.35 (d-6H, 2CHs, Ji. iz = 7 Hz), 1.74 (sepe2H, 2CH, Jy.
u=7 HZ), 2.27 (d-4H, 2CH2, Jug =7 HZ), 3.62 (q-ZH, 2CH, Jung = 7),
4,98 (s-1H, 1NHjc)), 6.83 (d-4H, 4CH, Jyy = 8 Hz), 7,00 (d-4H, 4CH,
Jun = 8 HZ), 7.43 (dd-lH, 1CH(NiC); Jyn = 8 HZ), 8,26 (S-].H, 1NH(NiC));
8.43 (dt-2H, 2CH(Nic)r JH—H =8 HZ), 8.59 (dd-ZH, 2CH(Nic)rJH-H =5 HZ),
8.85 (ds-2H, 2CH(Nic), Jy.y = 2 Hz); > CNMR (8-ppm, CDCls): 19.54
(2CHs), 22.33 (4CH3), 30.09 (2CH), 44.86 (2CH), 46.24 (2CHy), 124.57
(CHic)), 127.09 (4CH), 129.07 (4CH), 130.70 (CHic), 137.01 (20Q),
139.76 (CHic)), 140.06 (2C), 146.83 (CHic)), 150.26 (Cicy), 164.39
(CONi))183.07 (2CO27); HRMS ESI (+): m/z 1093.3807
(CsgH74N,NaOgZn,) [M-Nic + Na]*, 1071.3983 (CsgH;5N20gZn,) [M-

Nic + H]*, 987.3175 (CsiHesN4OsZn,) [M-ibup]®, 865.2731
(C4sHsyN207Zny)  [Zny(ibup)s(Nic)] ™,  883.2853  (C4sHsoN2OgZny)
[an(lbup)g,(NlC) + H20] * 5 619.2110 (C32H40N2N3052n) [Zn

(ibup)o(Nic) + Nal*, 597.2296 (C3yHsN2OsZn) [Zn(ibup),(Nic) +

H]", 513.1469 (CysH2oN404Zn) [Zn(ibup)(Nic),]*, 475.1813
(C26H3504Zn) [Zn(lbup)z + H] +, 328.0889 (C13H23NN303ZH) [Zn
(lbup) + Hzo + NH4 + Na] +, 287.0620 (C13H1903Zn) [Zn
(ibup) + H,0]™", 229.1201 (C;3H;gNa0,) [ibup+Na + H]*; UV-Vis (\-
nm, THF): 256.5; Molar Extinction Coefficient (s-L-mol_1~cm_1, THF):
6050.0; Molar conductivity (A-Scm®mol ™!, DMF): 0.24 (see Scheme 1).

2.4. Crystallography

Data were collected on a Bruker D8 Venture Photon 100 dif-
fractometer equipped with an Incoatec IuS high brilliance Mo-Ka X-ray
tube with two-dimensional Montel micro-focusing optics (120(2) K
using an Oxford Cryosystems Cryostream 800 low temperature unit for
complex 2). The structure was solved by direct methods using SHELXS
[18]. Subsequent difference Fourier map analyses yielded the positions
of the non-hydrogen atoms. All refinements were made by full-matrix
least-squares on F2 with anisotropic displacement parameters for all
non-hydrogen atoms, which was carried out with the SHELXL package
[18]. Hydrogen atoms were included in the refinement in calculated
positions, but the atoms (of hydrogens) that are performing special
bonds were located in the Fourier map. Drawings were done using
ORTEP-3.1 for Windows and Mercury 4.1.0 [19].

2.5. Chemical stability assay

Chemical stability experiments were performed according to Pich
et al. with modifications [7]. In order to verify the chemical stability,
the molar conductivities of the zinc complexes were measured in so-
lution over a period of 96 h. Solutions of compounds 1, 2, 3 and 4 were
prepared in DMF at a concentration of 1.0 mmol-L ™" stocked in closed
glass vials (Schott Duran®25 mL) without headspace and maintained at
room temperature for the entire experiment. Specific conductivities (k)
were measured at 0.5, 24, 48 and 96 h on a Hydraulis® MCA-150
conductivity meter. The molar conductivities (A) were calculated ac-
cording to Eq. (1) [20].

K(s el

Asentmorly =
(Senfmor™) C(molcm’s) (])

2.6. DNA interaction activity: plasmid cleavage activity assay

Plasmid DNA pBSK II (Stratagene) was obtained and purified ac-
cording to standard techniques [21]. The DNA cleavage ability of the
ternary complexes 1 and 2, diluted in water:DMF 20%, were examined
in order to establish the influence of compound concentration on the
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Scheme 1. Two synthetic pathways with two steps: a) binary salt Zn(Diclof), and (1) ternary complex Zn,(Diclof)4(Nic),; b) binary salt Zn (Ibup), and ternary

complex Zn,(Ibup),4(Nic), (2).

conversion of pBSK II supercoiled DNA (F I) to the open circular (F II)
and linear DNA (F III) using agarose gel electrophoresis to separate the
cleavage products [22]. An experiment was performed with pure Nic in
order to evaluate the activity of the N-donor ligand itself. Exploring
experiments were designed in accordance to the proceedings calculated
using the OriginPro® 2016 (b9.3.226, evaluation version). In general,
300 ng of pBSK II DNA (30 umol L. ™! bp) in 10 mmol L.~ ! HEPES buffer
pH 7.0 was treated with Zn(II) complexes and Nic at concentrations of
25, 50, 100, 200 and 400 pmol L™ ! in a final concentration of 20% DMF
at 37 °C in the absence of light (AL) for 24 h and UVB light (UV) for 30 s
using a BIORAD®transilluminator UV 302 T26M apparatus with a UVB
peak ranging from A 300 to 312 nm at 100% light power. All the assays
were conducted using freshly prepared solutions and included one ne-
gative control reaction with Milli-Q® water:DMF 80:20 (reference of
spontaneous plasmid DNA fragmentation). Thereafter, each reaction
was quenched by adding 4 uL of a loading buffer solution (50 mmol L~ *
Tris-HCl pH 7.5, 0.01% bromophenol blue, 50% glycerol, and
250 mmol L ™! EDTA) and then subjected to electrophoresis on a 1.0%
agarose gel containing 0.3 ug mL~ ! of ethidium bromide in 0.5 X TBE
buffer (44.5 mmol L™! Tris pH 8.0, 44.5 mmol L™ boric acid, and
1 mmol L™ EDTA) at 90 V for 1.5 h. The resulting gels were visualized
and digitized using a DigiDoc-It gel documentation system (UVP)
(KODAK). The proportion of plasmid DNA in each band was quantified
using GelAnalyzer version 2010a program (freeware). The quantifica-
tion of supercoiled DNA (F I) was corrected by a factor of 1.47, since the
ability of ethidium bromide to intercalate into this DNA topoisomeric
form is decreased relative to open circular and linear DNA [23]. The
results are expressed as graphic representations of the best correlation
of the concentration in order to maximize Form III (linear) plasmid
DNA.

2.7. Circular dichroism assay

The experiments were performed as described in the literature [24].
Samples of 200 umol L~ CT-DNA in 10 mmol L™ of HEPES buffer
were titrated with the Zn(II) ternary complexes (1 and 2) and N-donor
ligand Nic in concentrations ranging from 52.63 to 416.66 pmol L™}
(molar ratios of 0.1 to 1.0) and O (negative control) in a 5 mm quartz
cuvette. The screenings were realized ranging from A 240 to 400 nm at
37 °C immediately after the addition of the compounds. Results were
plotted on xy graphics Spectra containing only the complexes and DNA
(H,O:DMF 80:20).

2.8. Brine shrimp (A. salina) cytotoxicity assay

Acute toxicity assays against the brine shrimp assay were performed
as described by dos Santos et al. [25]. Briefly, A. salina eggs (50 mg)
were hatched in a cubic glass aquarium with 2 L of artificial brine
(18 ¢ L~ ! of synthetic marine salt, phosphate and nitrate free, in sterile
water) for 24 h over an air bubbling system and artificial light (clear
halogen bulb, 60 W) at 27-30 °C. Twenty nauplii were transferred to
each position of 24 well plates with 800 pL of brine. The complexes 1, 2
and Nic were grounded with NaCl and suspended in Milli-Q water and
transferred (200 pL) to the plate wells (four replicates) at five con-
centrations (1200, 960, 720, 480, and 240 ug mL ™) with Milli-Q water
as a negative control. The plates were kept for 24 h under the en-
vironmental conditions of the hatching system in the absence of light.
After light stimulation, motionless nauplii were considered dead under
stereoscopic microscope visualization. Each experiment was performed
two times on different days.

Results were expressed as the mean + standard deviation obtained
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from independent experiments. Statistical significance was evaluated
by t-test and one way analysis of variance (ANOVA) with completely
randomized design (CRD) and Tukey's test to assess statistical differ-
ences in case of normal distribution. Significance was accepted at p
value < 0.05 using OriginPro 2016 software (test version) for
Windows.

3. Results and discussion
3.1. Chemical characterization of complexes 1 and 2

All analytical tools used in the analysis of complexes 1 and 2 made
additional contributions to the final elucidation of the structures. FTIR,
'H and '®*CNMR, UV-Vis and HRMS ESI (+) full scan spectra are given
in supplemental material. The 'HNMR data suggest that both complexes
have a minimal formula [Zn(R-COO™),Nic], with the FTIR spectra
showing the presence of main stretches for the R-COO™ and R-CONH,
functional groups present in the ligands [26]. The HRMS-MS mass
spectra showed the same pattern of molecular ion formation stabilized
by the loss of a valence binder (Diclof or Ibup), followed by the loss of a
Nic binder (Figs. 1 and 2). The monoisotopic mass pattern confirms that
the ions have a unit positive charge, two Zn atoms and the presence of
three R-COO™ ligands and two Nic ligands. The analysis suggests that
the complexes are a binuclear structure of composition Zn,(R-
COO " )4(Nic), and corroborate the 2:1 proportionality of (R-COO ™ ):
(Nic) obtained by the integrated peak area of THRMN.

Crystal data and more details of the data collection and refinements
of complexes 1 and 2 are presented in (see Table 1).

3.2. Structural determination of complex 1

Complex 1 is binuclear with Zn II atoms coordinated individually by
two Diclof units. A Diclof molecule is monodentate (valence bond Zn-O
distance of 1.992 A) with the second being bidentate (O-Zn-O chelate
bonds, 2.084 and 2.291 A) (Fig. 3). A Nic molecule coordinates to first
Zn atom by pyridine ring (ZneN 2.042 A), with the oxygen of the amide
group binding to the second one (ZneO 2.031 A) to form a molecular
bridge. The main bonds and angles are shown in Table 2.

The Fig. 4 shows that the intermolecular environment, which is
maintained by hydrogen bonds. The Diclof chelating molecule has an
intramolecular hydrogen bond between the secondary amine and a
carbonyl oxygen, whereas the second oxygen (valence atom) binds to
the hydrogen NH, of Nic (1.944 and 1.918 A). The second hydrogen
NH,, group of Nic binds to the valence oxygen (2.048 and 2.131 A) of
the monodentate Diclof ligand of the neighbouring molecule, which
provide four intermolecular hydrogen bonds per binuclear unit. The
arrangement presents the lamellar packing of successive molecular
layers with a thickness of about 15 A. The lamellar core is composed of
the Zn II coordinating sphere and the Nic ligands attached to the side
molecules by hydrogen bonds, while the two outer lamella interfaces
are composed of the side chains of the Diclof groups positioned in a

[M-diclof-Nic]"

1137.9108

[Zn,diclof ]

1013.8629

1267.9672

Theoretical — For formula Cg4H,,ClgN;05Zn,*
Error — 13.0 ppm; isotopic ratio —18.6 msig
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plane orthogonal to the plane of the lamella. The lamellar interfaces are
linked by the Van Der Waals (VDW) interaction between the 2,5-di-
chlorophenyl groups positioned at the ends of the chains of the Diclof
groups.

The binuclear structure observed in the X-ray analysis for complex 1
corroborates with the other results obtained in the HRMS, NMR and
FTIR spectroscopies. HRMS analysis has shown the ion m/z 1253.9655
[M-Diclof] * arising from the breakdown of the monodentate valence
bond (ZneO, 1.992 A) (Table 2) and elimination of a Diclof molecule.
MS2 fragmentation of the [M-Diclof] * ion yields two fragments at m/z
1131.9225 [M-Diclof-Nic]* and m/z 1009.8929 [Zn,(Diclof);]1* cor-
responding to subsequent losses of the N-donor molecules, which
maintain their bonds to the Zn atoms by longer and weak monodentate
coordination bonds (ZneO (Nic) 2.030 [o\; ZneN (Nic) 2.042 f\).

The 'H NMR results for complex 1 in DMSO-Dg show the pro-
portionality of 2:1 between Diclof:Nic-like crystallographic results. The
two polar hydrogens of the amide function are shifted at § 7.64 and
8.19 ppm as the result of the epimerization of the CeN bond in a free-
rotation environment observed in Fig. 4 in solution [26]. The FTIR data
corresponding to the asymmetric v, and symmetric vs vibrations of the
COO groups in complex 2 show a variation Avcooy = 178 em™ %,
whereas the precursor Zn(Ibup), has Avcooy = 128 cm ™~ L. The results
of Avcoo) confirm that the structure of complex 2 is a bridging syn-syn
chelate, whereas its precursor is a chelating bidentate molecule (Avcoo)
bridging > Avcoo) chelating) [6,27].

3.3. Structural determination of complex 2

The structure consists of centre-symmetric binuclear Zn units, which
is typical of [M, (carboxylate) 4(L)>] complexes, with the ligands pro-
viding four OeZn bond bidentate carboxylate residues. The Ibupr bin-
ders exhibit a blade wheel arrangement on the ZneZn axis, an ar-
rangement which has already been described by Darawsheh et al. for
valproate complexes and monodentate N-donor binders [28]. In this
line, each Zn II atom has a pentavalent square pyramidal coordinate
geometry with the apex of the pyramid being formed by the axial co-
ordination of the Nic N-donor. Nic rings placed perpendicularly to the
amide groups have shown one hydrogen bond with the carboxylate
group (see Fig. 5).

The structures are grouped as molecular chains along the axis
containing the Nic ligands through reciprocal hydrogen bonds
(2.115 A) between a NH, group and an oxygen atom of the carbonyl
group of an Ibup linker positioned perpendicular to the spatial plane of
Nic. A second bond occurs symmetrically on the opposite side of the
structure, allowing the formation of the molecular strand. The macro-
structure is composed of a stack of lamellae with apolar interfaces
joined by reciprocal VDW interactions between the lateral chains of the
Ibup groups placed around molecular axes. These weak intermolecular
interactions can be linked to the low melting point (148 °C) and high
solubility of 2 in organic solvents.

The crystallographic data of complex 2 was confirmed by HRMS, 'H

Fig. 1. MS-MS spectrum of m/z 1259.9635
[M-Diclof]* at 15 eV with monoisotopic
peak at m/z 1253.9635. Isotopic pattern of
parent ion is presented over simulated iso-
topic pattern. Two peaks at m/z 1137.9108
and 1013.8629 corresponds of two sub-
sequent loss of Nic. (For interpretation of
the references to color in this figure, the
reader is referred to the web version of this
article.)
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NMR and FTIR spectroscopies. Analysis of complex 2 solution :"‘Ci
(methanol:H,0) by low energy ESI-MS-MS (5 eV CID) produces the —~t 4—[ Q
major ion in m/z 987.3175, which is the exact mass of the complex with / \ \na/ I o ‘ /{
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the loss of a valence binder [M-Ibup] *. The MS-MS fragmentation of
this ion at 15 eV produces the derivative ion with m/z 865.2731 that
results from the loss of a Nic equivalent [M-Ibup-Nic]*, and its deri-
vative at m/z 883.2853 with the capture of a H,O molecule [M-Ibup-
Nic + H,0]" (Fig. 2). The 1H NMR results for complex 2 in CDCls
shows the proportionality of 2:1 between Ibup:Nic-like crystallographic
results. The two polar hydrogens of the amide function are shifted at §
5.04 and 8.24 ppm as the result of the epimerization of the CeN bond in
a free-rotation environment observed in Fig. 6 [26]. The FTIR data
corresponding to the asymmetric v, and symmetric vs vibrations of the
COO groups in complex 2 show a variation Avcooy = 178 em™ %,
whereas the precursor Zn(Ibup), has Aycooy = 128 cm ™ L. The results
of Av(cooy confirm that the structure of complex 2 is a bridging syn-syn
chelate, whereas its precursor is a chelating bidentate molecule (Avcoo,
bridging > Avcoo) chelating) [6,27] (see Table 3).
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Fig. 3. ORTEP view of molecular structure of 1.

Table 1
Crystal data and structure refinement for 1 and 2.
Parameters 1 2
Empirical formula CegHs2ClgNgO19Zn, Ce4HgoN4O10 Zny
Formula weight 1555.52 1196.06
T/K 120(2) 294(2)

Radiation, 7\/10\

Crystal system, space group
Unit cell (A) dimensions

A

B

C

a(’)

BC®)

Y(°2

V(A)

Z

Calculated density (gcm™%)
Absorption coefficient (mm ')
F (000)

Crystal size (mm)

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected/unique
Completeness to the theta max
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R index [I > 20(D]

R indices

Largest diff. peak and hole (eA™3)

Mo Ka; 0.71073

Monoclinic, C2/c

12.4146(6)

17.4369(8)

31.1732(12)

90

97.722

90

6686.9(5)

4

1.545

1.103

3168

0.304 x 0.170 x 0.075
2.30 to 30.51

-17<h=<9

-2l =k=19
-35<1<43
22,333/20,343

99.6%

Multi-scan

0.740 and 0.862

Full-matrix least-squares on F>
20,343/0/865

1.087

R; = 0.0647, wR, = 0.1525
R; = 0.0947, wR; = 0.1670
1.135 and -0.787

IA

Mo Ka; 0.71073

Triclinic, P-1

10.8397(5)

11.1735(5)

15.6644(7)

109.941(2)

95.604(2)

111.251(2)

1608.32(13)

1

1.235

0.803

632

0.30 x 0.17 x 0.08

2.27 to 29.60
-15<h<11

-14 <h<15
-19=<h=s21
24,445/9001

99.5%

Multi-scan

0.9486 and 0.7847
Full-matrix least-squares on F>
9001/0/369

0.996

R; = 0.0508, wR, = 0.1195
R; = 0.0891, wR, = 0.1341
2.666 d —0.578
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Table 2
Selected bond distances (A) and bond angles () for 1.
Bond Distance (A) System Angle ()
Zn(2)-0(7) 1.992(3) 0(7)-Zn(2)-0(10) 102.33(13)
Zn(2)-0(10) 2.030(3) 0(7)-Zn(2)-N(5) 103.93(15)
Zn(2)-N(5) 2.042(4) 0(10)-Zn(2)-N(5) 94.82(13)
Zn(2)-0(5) 2.084(3) 0(7)-Zn(2)-0(5) 138.29(14)
Zn(2)-0(6) 2.291(4) 0(10)-Zn(2)-0(5) 109.78(14)
Zn(2)-C(42) 2.511(5) N(5)-Zn(2)-0(5) 99.25(14)
Zn(1)-0(3) 1.989(3) 0(7)-Zn(2)-0(6) 93.75(13)
Zn(1)-0(9) 2.030(3) 0(10)-Zn(2)-0(6) 92.25(12)
Zn(1)-N(7)#1 2.045(4) N(5)-Zn(2)-0(6) 159.05(13)
Zn(1)-0(1) 2.097(3) 0(5)-Zn(2)-0(6) 59.80(13)
Zn(1)-0(2) 2.270(4) 0(3)-Zn(1)-0(9) 101.36(12)
Zn(1)-C(14) 2.515(5) 0(3)-Zn(1)-N(7)#1 100.75(15)
0(9)-Zn(1)-N(7)#1 94.74(13)
0(3)-Zn(1)-0(1) 138.18(13)
0(9)-Zn(1)-0(1) 112.17(14)
N(7)#1-Zn(1)-0(1) 100.63(14)
0(3)-Zn(1)-0(2) 95.28(13)
0(9)-Zn(1)-0(2) 93.01(12)
N(7)#1-Zn(1)-0(2) 160.43(13)
0(1)-Zn(1)-0(2) 59.81(13)

Fig. 4. Molecular arrangement of 1 showing grouped Diclof chains in the ex-
ternal plane and Nic unities (green moieties) placed in a perpendicular plane of
the unitary cell. Only polar H-bonded are showed to clear view.

3.4. Stability assay

To ensure that the complexes are stable for long periods of in-
cubation, mainly in the cytotoxicity and genotoxicity experiments,
molecular conductivity A experiments were performed. The results
obtained are shown in Fig. 7 and according to Dean [20], which in-
dicate that precursors and ternary complexes are not electrolytes. The
results have been corroborated by Pich et al. (2019) in a similar ex-
periment using Cu®>" ternary complexes [7]. Therefore, maintaining the
apparent molar conductivity as a function of time without increasing or
decreasing trend indicates that they are stable to dissociation or solu-
tion ionization over a period of 96 h.

3.5. DNA interaction activity

Initially complexes 1, 2 and Nic were tested for their ability to
cleave the supercoiled plasmid DNA (F 1), forming a linear (F 2) or
linear (F 3). In the experiments realized in the absence of light condi-
tions (Fig. 8), it can be observed that there was no significant variation
in complexes 1 and 2 when compared to the negative control, but a
small tendency toward increasing the DNA cleavage activity can be
observed in the higher concentrations.
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Fig. 5. View of the molecular structure of 2, showing the atom numbering
scheme.

Fig. 6. Crystal arrangement of 2. The molecular chain are jointed by reciprocal
intermolecular hydrogen bonds of Nic groups and Ibup carboxyl groups. Lateral
chains are jointed by intermolecular VDW interactions.

Table 3
Selected bond distances (&) and bond angles (°) for 2.
Bond Distance (A) System Angle ()
Zn-0(3) 2.0154(16) 0(3)-Zn-0(4)#1 158.95(7)
Zn-0(4)#1 2.0313(17) 0O(3)-Zn-N(1) 103.71(7)
Zn-N(1) 2.0395(18) O(4)#1-Zn-N(1) 97.32(7)
Zn-0(1) 2.0484(17) 0(3)-Zn-0(1) 88.05(8)
Zn-0(2)#1 2.0700(17) 0O(4)#1-Zn-0(1) 88.01(8)
Zn-Zn#1 2.9520(5) N(1)-Zn-O(1) 98.49(7)
0(3)-C(21) 1.263(3) 0(3)-Zn-0(2)#1 87.98(7)
0(4)-C(21) 1.243(3) O(4)#1-Zn-0(2)#1 88.39(7)
O(4)-Zn#1 2.0313(17) N(1)-Zn-O(2)#1 102.32(7)
0O(1)-C(8) 1.242(3) 0O(1)-Zn-0(2)#1 159.17(7)
0(2)-C(8) 1.259(3) 0O(3)-Zn-Zn#1 86.41(5)
0(2)-Zn#1 2.0700(17) O(4)#1-Zn-Zn#1 72.55(5)
N(1)-Zn-Zn#1 169.44(6)
O(1)-Zn-Zn#1 78.56(5)
O(2)#1-Zn-Zn#1 80.78(5)
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Fig. 7. Molar conductivity variance of the precursor (A) and 1 and 2 (B) at 0.01 mol L' in DMF of 96 h.
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Fig. 8. Plasmid DNA breaks induced by complex exposition at five different concentrations and negative control (CTRL) in dark conditions at 37 °C and 24 h. No
significant results can be observed. (For interpretation of the references to color in this figure, the reader is referred to the web version of this article.)

In the experiments under UV radiation, results similar to the ones
obtained in the absence of light were obtained, which means that no
significant results were observed when compared to the negative con-
trol activity in all experiments in Fig. 9. It can be observed that complex
1 at UV light induction had a tendency to increase the DNA F2 ratio
from 200 to 400 pumol L™ ?, but no significant variation in the negative
control can be observed. In addition, no double break formations (DNA
F2) were detected in this experiment, indicating that this complex does
not undergo photoactivation at 300 nm. Complex 2 did not have DNA
breaking ability at all concentrations tested, presenting no UV excita-
tion.

The complexes were incubated with pBSK II plasmid DNA to mea-
sure the type of induced damage these complexes can cause to the
molecular structure of the DNA under direct exposure and also by
photoinduction with UV radiation. In the case of 24 h exposure at 37 °C
in the absence of light, the major genetic damage double breaks (F3)
and the minor damage single breaks (F2) did not present significant
variations between all concentrations and the negative control. For the
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photoinduction experiment, the results also showed that there was no
statistical difference between the controls and all the complex con-
centrations, besides only producing single breaks. This experiment
showed that both complexes had low cleavage activity in both experi-
ments and also showed that these complexes were not able to produce
radical species or other reactive species to DNA by UV light induction.

3.6. Circular dichroism experiment

The effect of the complexes on the secondary structure of DNA was
verified by circular dichroism (CD) spectroscopy (Fig. 10). Free Nic did
not show any kind of detectable DNA interaction at every concentration
used in this experiment. The result was consistent, as Nic is an essential
endogenous molecule with proven intracellular function [10]. How-
ever, the apparent inactivity of free Nic can be explained by two dif-
ferent factors: the reciprocal coulombic repulsion between the elec-
tronegative groups (amide and imine groups on the pyridine ring) and
the external phosphate groups on the DNA double-helix and the low
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Fig. 9. Plasmid DNA breaks induced by complex exposition at five different concentrations under UV light (30 s) at room temperature over. No significant results can
be observed. (For interpretation of the references to color in this figure, the reader is referred to the web version of this article.)



P.R. dos Santos, et al.

Journal of Inorganic Biochemistry 206 (2020) 111046

8- 8. .. Fig. 10. Circular dichroism of CT-DNA titrated with
NC (H,O:DMF 80:20%) Nic . s .
negative control (solvent), nicotinamide alone, and
276 276 complexes 1 and 2 in concentrations ranging from
0.00 to 222.22 pmol L™ ! (molar ratios of 0.10 to 1.00)
and 0 (NC). (For interpretation of the references to
2 > color in this figure, the reader is referred to the web
'g 0 2 0 version of this article.)
3 £
o 3
245 245
-8 T T ) -8-— T T )
250 300 3 /nm 350 400 250 300 j jym 350 400
61 1 81 2
> —>
¢ A, =+6 nm (red shift) ¢ A, =+2 nm (red shift)
> Ay =- 0,99 mdeq (-34,.74%) > A, = -1,52 mdeg (-35,29%)
° °
EO EO =
[a) [a)
o o
- A, = +1 nm (red shift) —>T '
A, =+1 nm (red shift)
A, = -0,42 mdeg (-13,50%)
A, = +0,91 mdeg (-9,80%)
-6-— T T ) - T T T )
250 300 ) /nm 350 400 250 300 » jnm 350 400
207 I Nic 207 I Complex 1 201 I Complex 2
g g g
S04 > 10 > 104
T © K]
s E] £
Q Q [
- ) -
04
O_
0 240 480 720 960 1200 240 480 720 960 1200 240 480 720 960 1200
pgmL? pgmL? pgmL?

Fig. 11. Acute toxicity of Nic, 1 and 2 against A. saline after 24 h of exposition. No significant toxicity can be observed in the concentrations tested. (For inter-
pretation of the references to color in this figure, the reader is referred to the web version of this article.)

flatness of the Nic molecule by the epimerization of the amide group
reducing the likelihood of groove intercalations.

The two complexes showed alterations in the A 245 and 275 nm
bands that are associated with helicity and base-pair stacking, respec-
tively [29]. Complex 1 promoted a shortening of the 275 nm band
corresponding to 34%, relative to the control stopped at addition 9
(181.82 pmol-L. ™!, molar ratio 1:1), promoting a red shift of 6 nm. The
negative band at 245 nm showed a shortening of 13% at addition 9,
with a red shift of 1 nm. In this sense, complex 2 also promoted hy-
pochromism of the 276 nm band corresponding to 35%, relative to the
control stopped at addition 9 (391.30 umol-L.~ '), promoting a red shift
of 2 nm. The negative band at 245 nm showed a shortening of 9.8% at
addition 9, with a red shift of 1 nm. These results demonstrate that the
interactions between the complexes and DNA molecule are due to
groove binding events [8,30]. The interactions evidenced tend to occur
in the large DNA groove because both binuclear molecule complexes
are larger than small molecules like their starting materials [31]. The
attractive factor can be attributed to the fact that both complexes have
large molecular peripheries with electrophilic structures formed by
lateral chains of Diclof or Ibup.

3.7. Cytotoxicity activity against brine shrimp (A. salina)

The toxicity of the complexes can be understood as the result of
exposure of the organism to the xenobiotic for a stipulated period of
time. Filtering organisms, such as brine shrimp, accumulate high doses
of the xenobiotic in small intervals of time, because they have high
mobility in the medium, short life cycle and accelerated metabolism.
Free-swimming and sowing of the medium in the search for food causes
the xenobiotic to accumulate rapidly in the shrimp organism and ex-
press the toxicity in the first hour of exposure [32]. Both complexes 1
and 2 or Nic alone showed no apparent toxicity to A. salina in 24 h
(Fig. 11). For comparison, the concentrations tested up to
1200 pg'mL ™! were not able to present lethality of 10% of individuals.

The choice of Nic as a control is justified by the fact that this mo-
lecule is the common point between the experiments, being an en-
dogenous molecule and having a lower molar mass than the two
complexes. The result shows that Nic is a good negative control, since it
did not produce significant lethality at all concentrations tested when
compared to the negative control (0). The tests performed with com-
plexes 1 and 2 indicate that both complexes have no measurable toxi-
city at concentrations up to 1200 pg-mL~'. The two complexes don't
differ statistically intra- or inter- experimentally, showing that both
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complexes can't be considered toxic at maximum concentrations of
work [33]. It is concluded that the complexed form of the Zn II NSAIDs
and the Nic binder produces molecules of low toxicity, no DNA cleavage
activity (instead of its ability to interact with the molecule) and low
chemical lability in polar solvent. Both complexes proved to be a safe
transport medium for two molecules with different anti-inflammatory
actions in the same molecular system.

4. Conclusion

Complex 1 is composed of binuclear units linked in chains by Nic
molecular bridges with Diclof groups coordinated asymmetrically to the
Zn II core, which leads to the formation of five coordinated spheres in
the form of distorted pyramids. Complex 2 is a binuclear molecule with
four Ibupr groups chelated by syn-syn mode in a tetrakys-y arrangement.
The sphere has five coordination as a pyramidal square base form, with
apices formed by monodentate Nic groups.

In both cases, the steric conformation of these bulky structures
contributes to the low interaction of these molecules with the double
helix of DNA observed in circular dichroism experiments, where only
similar groove interactions can be highlighted for both complexes. A
similar assessment can be made for cases of induction of plasmidial
DNA breakage, where dark and UV light-induced activity did not show
significant differences in relation to the negative controls.

In this sense, Zinc-NSAIDs and Nic complexes were synthesized in
order to obtain mixed molecules with the potential to explore con-
comitant pharmacological activities of the two ligands for the same
pharmacophores target, in this case COX enzymes. These new mole-
cules have shown that the presence of Nic as a neutral binder improves
the solubility of the complexes. The absence of DNA cleavage activity,
together with the results obtained in the A. salina acute toxicity test,
shows that both compounds are tolerable compounds with pharmaco-
logical potential to be applied as an anti-inflammatory agent with im-
proved characteristics as compared to parent drugs. Therefore, these
compounds should be explored in vitro or in vivo to identify activity,
bioavailability, and toxicity of this drug prototype.
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lographic data for the complexes 1 and 2, respectively. These data can
be obtained free of charge via http://www.ccde.cam.ac.uk/conts/
retrieving.html, or from the Cambridge Crystallographic Data Center,
12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK; fax: (+44) 1223-336-033; or
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