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RESUMO

O 4cido valproico (AVP) ¢ um farmaco de primeira linha no tratamento de convulsdes
parciais e generalizadas, porém os efeitos colaterais decorrentes das altas doses administradas
produzem danos hepaticos por metabolizagdo. O AVP apresenta alta afinidade com metais de
transicao e produz compostos de coordenagdo quimicamente estaveis. O presente estudo teve
como objetivos sintetizar quatro complexos de AVP com Cu™ e Zn'™ ligados com diiminas
aromaticas 1,10-fenantrolina (Phen) e 2,2’-bipiridina (Bipy), determinar as estruturas
quimicas por espectrofotometria de absor¢ao atdmica (FAAS), espectrofotometria de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectrometria de massas de alta
resolucio (ESI-TOF-MS), e espectrometria de ressonancia magnética nuclear ('H RMN e "°C
RMN), avaliar as atividades antioxidantes por ensaios de Sod-/ike e Cat-like e determinar a
citotoxicidade aguda frente a Artemia salina e a cultura celular CHO. O processo de sintese
iniciou-se com a preparagdo dos compostos precursores Cuy(Valp)y (1) € Zny(Valp), (2) pela
reacdo do valproato de s6dio com os sais CuCl, e ZnCl, em meio aquoso. As estruturas
quimicas foram confirmadas por Ponto de Fusdo, FAAS, FTIR, 'H RMN e *C RMN. Os
compostos de coordenacdo Cu(Valp):(1,10-Phen) (3), Cu(Valp),(2,2-Bipy).H.O (4),
Zn(Valp),(1,10-Phen).H>O (5) e Zn(Valp),(2,2-Bipy).H>O (6) (inédito) foram sintetizados
pela reagdo equimolar dos compostos 1 € 2 com os respectivos ligantes neutros 1,10-
fenantrolina e 2,2-bipiridina em solvente DMF. Os dados das estruturas quimicas dos
compostos 3 e 4 foram obtidos por PF, UV-Vis, FAAS, FTIR ¢ ESI TOF-MS e confirmados
por comparacao com dados da literatura. Os compostos 5 ¢ 6 (inédito) foram analisados por
PF, UV-Vis, FAAS, FTIR, ESI TOF-MS, '"H RMN e "*C RMN, e suas estruturas quimicas
foram confirmadas por comparacdo com a literatura (5) e por interpretacdo de espectros (6). O
experimento de Sod-/ike para os compostos 3, 4, 5 e 6 ndo expressou atividade aparente para a
metodologia utilizada, porém todos expressaram atividade de Cat-like. O experimento de
citotoxidade aguda frente a A. salina indicou haver correlacdo dose/resposta para as diferentes
concentracgoes testadas dos compostos 3, 4, 5 e 6 e para os controles 1,10-Phen, 2,2-Bipy e
K>Cr,07. O composto 3 mostrou-se o mais toxico (CLso: 2 pg mL™), seguido do composto 5
(CLso: 78 ug mL™), composto 4 (CLso: 386 pg mL™) e o composto 6 menos toxico (CLso: 409
ng mL™"). Os resultados indicam haver maior toxicidade dos compostos com cobre, caso
similar observado para os compostos com /,/0-Phen. Os experimentos de citotoxicidade
aguda dos compostos 5 e 6 frente a linhagem celular CHO com 24 horas de exposi¢do nas
concentracdes de 25, 20, 15, 10, 5 e 2 pg mL" ndo expressaram toxicidade para a
metodologia utilizada. Os resultados corroboram com aqueles obtidos no ensaio de 4. salina.

Palavras-chave: Acido Valproico, Zinco, Cobre, Compostos de Coordenacao, Citotoxicidade.



ABSTRACT

Valproic acid (VPA) is a first-line drug in the treatment of seizures in general, but the side
effects from high doses produce liver damage by metabolism. VPA has high affinity for
transition metals and produces chemically stable coordination compounds. The present study
aimed to synthesize four complexes VPA with Cu™* and Zn*? with 1,10- phenanthroline and
2,2’-bipyridine linked aromatic diimines, determine the chemical structures by FAAS, FTIR,
ESI-TOF MS , '"H NMR and °C NMR, evaluate the antioxidant activities by Sod-like and
Cat-like and determine acute cytotoxicity front of Artemia salina (brine shrimp) and CHO cell
culture. The synthesis procedure began with the preparation of precursor compounds
Cuy(Valp)y (1) and Zny(Valp), (2) by the reaction of Sodium Valproate with chlorides of
metals in aqueous medium. The chemical structures were confirmed by MP, FAAS, FTIR, 'H
NMR and "*C NMR. Coordination compounds Cu(Valp)s(1,10-Phen) (3) Cu(Valp)(2,2-
Bipy).H,0 (4), Zn(Valp),(1,10-Phen).H>0 (5) and Zn(Valp),(2,2-Bipy).H,O (6) (unpublished)
were synthesized by equimolar reaction of compounds 1 and 2 with the corresponding neutral
ligands 1,10-phenanthroline and 2.2-bipyridine in DMF solvent. The data of chemical
structures of compounds 3 and 4 were obtained by MP, UV-Vis, FAAS, FTIR and ESI-TOF
MS and confirmed by comparison with the literature data. Compounds 5 and 6 (unpublished)
were analyzed for MP, UV-Vis, FAAS, FTIR, ESI TOF-MS, 'H NMR and "*C NMR, and
their chemical structures were confirmed by comparison with the literature (5) and
interpretation spectra (6). The Sod-l/ike experiments for compounds 3, 4, 5 and 6 were not
significant, but all showed activity of Cat-/ike. The experiment of acute cytotoxicity in A.
saline showed significant for compounds 3, 4, 5 and 6 in 8 different concentrations tested
results. Compound 3 was found to be the most toxic (LCsp: 2 mg mL™), followed by
compound 5 (LCsp: 78 mg mL™), compound 4 (LCso: 386 mg mL™) and less toxic compound
6 (LCso: 409 mg mL™"). It can be observed correlation affix the higher toxicity of the
compounds with copper, the case that observed for similar compounds with /,/0-Phen. The
experiments of acute cytotoxicity of compounds 5 and 6 against CHO cell lines after 24 hours
of exposure at concentrations of 25, 20, 15, 10, 5 and 2 pg mL" showed no significant
differences in toxicities to controls. The results corroborate the results obtained using the 4.
salina.

Keywords: Valproic Acid, Zinc, Copper, Coordination Compounds, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de um medicamento novo demanda aproximadamente 15 anos e
envolve investimentos na ordem de um bilhdo de délares. A principal razdo que contribui para
o alto custo esta no fato de que a maioria das moléculas candidatas a fArmacos sao descartadas
durantes as fases de testes I e II em razao 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 testd-las para os mesmos moldes da molécula de partida, em modelo conhecido como
bioisosterismo. Em muitos casos se obtém melhoramentos significativos na eficacia
terapéutica.

A sintese de complexos metalicos ¢ abordagem recente para a obtencdo de
bioisosteros de farmacos. Os organocomplexos ou compostos de coordenag¢do sao moléculas
com fungdo quimica mista, as quais consistem de moléculas organicas ligadas com um ion
metalico em um arranjo geométrico conhecido como esfera de coordenagdo. A atividade
bioldgica dos compostos metalicos de coordenacdo ¢ de extrema importdncia para a
manuten¢do da vida. Os sistemas biologicos utilizam complexos organometédlicos como
cofatores enzimaticos, em sitios ativos de enzimas e nas metaloproteinas. Os elementos ferro,
manganés, cobre, molibdénio, zinco, cobalto e niquel sdo alguns dos metais mais presentes
nos complexos bioldgicos.

O 4cido valproico ou valproato (AVP) ¢ um farmaco muito utilizado em estudos para
producdo de moléculas bioisdsteras nos tltimos vinte anos. Desde o seu langcamento em 1978,
0o AVP tem sido um farmaco de muito usado no tratamento de convulsdes parciais e
generalizadas em pacientes com quadros de epilepsia, atuando também como estabilizador do
humor no tratamento de disturbios bipolares e como moderador da enxaqueca. Esta molécula
atua através de um mecanismo potencializador da atividade do neurotransmissor acido gama-
aminobutirico (GABA). O AVP ¢ bastante eficaz, porém os efeitos colaterais decorrentes de
doses diarias na ordem de 60 mg Kg'dia”'sdo bastante comuns. A taxa de metaboliza¢io do
farmaco pelo figado pode representar 80% da dose administrada, a qual induz a disturbios
hepaticos produzidos por metabolitos citotoxicos. O desenvolvimento de bioisosteros do AVP
apresenta-se como uma estratégia para o desenvolvimento de moléculas analogas com

atividades farmacologicas melhoradas.
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O desenvolvimento de compostos de coordenagdo com metais de transicdo € uma
abordagem recente para o desenvolvimento de moléculas bioativas. Muitas moléculas de
farmacos possuem fungdes quimicas com caracteristicas de bases de Lewis (amina,
carboxilato, alcool, sulfeto) que podem ser exploradas como ligantes em reacdes de
complexagcdo com cations metalicos e produzir bioisdsteros com caracteristicas quimicas
alteradas. O AVP ¢ um 4cido graxo ramificado com grande afinidade quimica com cétions
bivalentes de metais de transi¢do como o Cu™ e 0 Zn™. O grupo quimico carboxilato deste
composto interage com os cations metalicos por ligagdo de valéncia e por coordenagdo, de
modo que estas interagdes fortes produzem compostos de coordenacdo quimicamente
estaveis.

A importancia apresentada pelos compostos de coordenagao para as fungdes
bioldgicas torna uma opg¢do relevante o uso de metais de transi¢do para a modificacio
estrutural de moléculas de farmacos conhecidos. Portanto, moléculas com propriedades
quimicas favoraveis a formagdo de complexos, como o AVP, podem ser modificadas com
intuito de potencializar seu efeito e, consequentemente, reduzir a dose administrada com
redugdo dos efeitos colaterais. O desenvolvimento de bioisosteros derivados de metais de
transicdo também representa um desafio, pelo fato de que a maioria dos metais de transi¢ao
sdo toxicos mesmo em doses baixas, o que torna a escolha do cation metalico e dos ligantes a
etapa mais criteriosa no projeto de protdtipos moleculares desta natureza. Todavia, os
complexos organometalicos mostram-se como uma alternativa para a industria farmacéutica e

tendem a ocupar cada vez mais espago nos portfolios de medicamentos.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo obter compostos de coordenagdo derivados

do AVP com os metais cobre e zinco € verificar as atividades citotoxicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Obter os sais precursores divalproato de zinco (II) e divalproato de cobre (II) a partir
do sal organico valproato de sodio e os sais inorganicos cloreto de zinco (II) e cloreto de
cobre (II) por reagdo de dupla-troca em solugao.

. Obter quatro organocomplexos por complexacdo dos sais precursores divalproato
de zinco (II) e divalproato de cobre (II) com os ligantes neutros 1,10-fenantrolina e 2,2-
bipiridina por sintese em solvente e cristalizacao.

o Determinar as estruturas quimicas dos compostos por diferentes ferramentas
analiticas: Espectrofotometrias de UV-Vis, FTIR e FAAS, Espectrometria de massas de alta
resolugdo (ESI-TOF-MS) e Espectrometria de "HRMN e “CRMN.

. Avaliar as atividades antioxidantes dos complexos pelos ensaios de mimetizacdo das
enzimas redox superdxido dismutase e catalase in vitro.

o Avaliar as toxicidades agudas dos compostos pelos ensaios de letalidade com

Artemia salina e de viabilidade celular com culturas de células CHO.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 COMPOSTOS DE COORDENACAO

Um composto de coordenagdo pode ser descrito como um sistema coordenado com
um atomo metalico ¢ um ligante, que pode ser de natureza organica ou inorganica
(SHRIVER, 2008). A defini¢do classica representa os complexos ou compostos de
coordenagdao como resultado de um mecanismo doador-aceptor ou de uma reagdo acido-base
de Lewis entre dois ou mais compostos quimicos diferentes (SINKO, 2008). Esta propriedade
de coordenacdo ¢ resultado da alta energia de ligagdo dos orbitais d-vazios dos metais de
transicao (deficientes de elétrons) na presenca de atomos nucleofilicos (oxigénio, nitrogénio),
0s quais possuem orbitais p-ligantes com pares de elétrons livres ou desemparelhados
disponiveis para ligagdo. Deste modo, os elementos eletronegativos das familias 14, 15, 16 e
17 coordenam com a maioria dos metais da tabela periddica para formarem arranjos idnicos ¢
moleculares com inumeras propriedades (SHRIVER, 2008).

A teoria de Werner diz que as ligacdes coordenadas sdo formadas entre os ligantes e
o ion metalico central do complexo, isto ¢, o ligante doa um par de elétrons ao ion metalico.
Compostos de coordenagdo podem ser formados facilmente com os metais de transicao, pois
estes possuem orbitais d vazios que podem acomodar os pares de elétrons doados pelos
ligantes. O numero de ligacdes coordenadas formadas depende, sobretudo, do niimero de
orbitais vazios de energia adequada. A regra do numero atdmico efetivo (NAE) diz que
quando se forma um complexo, hd adi¢ao de ligantes até que o nimero de elétrons do 4tomo
metalico central mais o nimero de elétrons cedidos pelos ligantes sejam iguais ao nimero de
elétrons do géas nobre seguinte. Embora a regra do NAE possa prever corretamente o nimero
de ligantes de um grande numero de complexos, ha um numero consideravel de excegdes, nas
quais o NAE ndo ¢ o numero de elétrons de um gés nobre. A tendéncia em adquirir a
configuracdo do gés nobre ¢ um fator importante, mas ndo uma condi¢do necessaria para a
forma¢ao de um complexo, pois ¢ necessaria também a formagdo 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 metdlico ocupa o centro geométrico da esfera com os grupos

ligantes ocupando a periferia em um posicionamento ordenado de modo a produzir o arranjo
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espacial mais estavel (Figura 1). A conformacdo do arranjo espacial depende do nox do ion
metélico, do nivel da camada de valéncia e da natureza do ligante (MULLER, 2006).

O arranjo dos ligantes ao redor do ion central ¢ 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 4tomo central sdo a
repulsdo mutua 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 coordenagdo 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
unitario e interagindo com forgas derivaveis de um potencial interparticulas, ou seja, a energia
de repulsao ligante-ligante (AYALA, 2014).

Figura 1 - Arranjos espaciais mais comuns da esfera de coordenaciao metal-ligantes.

Octaedro Tetraedro Quadrado
o
|
A (o) H
| o 2
2 l N 9, N H3N cl
/,,“I' ‘\\\\ | _ /,,' / \\
/' CI'\ N &
o ‘ Ve
| o” Yo o~ TV
(o) o N 3
0/ | N H2
o4

Fonte: Adaptado de MULLER, 2006.

3.1.1  As funcoes dos compostos de coordenacio nos sistemas bioldgicos

Uma grande parcela de todos os metais existentes na litosfera ocorre na forma de
minerais. Os minerais em sua maioria sd3o complexos inorganicos cristalinos geralmente
compostos por 6xidos, sulfetos, carbonatos e silicatos de metal oxidado (MULLER, 2006). A
medida que ocorre a mobilizagdo dos metais a partir dos minerais por lixiviagdo, os sistemas
bioldgicos os assimilam como nutriente. Os metais sdo integrados aos sistemas bioldgicos,
que os empregam na biossintese de organocomplexos para o desempenho de fungdes

metabolicas (ATKINS, 2012).
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Os complexos com fungdes bioldgicas mais conhecidos sdo as moléculas de metal-
porfirina (ZHANG & LASH, 2003). As clorofilas (Figura 2) compreendem os pigmentos
fotossintetizantes dos seres autotroficos, com um centro reativo de magnésio II-porfirina
(WOODWARD, 1960). As reagdes fotossintéticas de CO, + clorofila + H,O sdo catalisadas
pela luz visivel e produzem toda a reserva energética basal das cadeias alimentares, além de
todo o O, atmosférico. Nos vertebrados ocorrem as metaloproteinas carreadoras hemoglobina
e mioglobina, que sdo complexos de ferro II-porfirina responsaveis pelo transporte de O, as
células e pela remocao do CO, produzido pela respiracio (WEED et al.,, 1963). A
cianocobalamina, ou vitamina B12 ¢ uma enzima com o centra ativo composto por uma
estrutura complexada de cobalto III-porfirina. Esta vitamina ¢ produzida por microrganismos
e transferida através da cadeia alimentar, sendo essencial para eritropoiese, ou seja, a
producdo de células sanguineas na medula 6ssea de mamiferos (WICKRAMASINGHE,
1995).

Figura 2 - Principais biocomplexos metalicos derivados do grupo porfirina.
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Fonte: Adaptado de WOODWARD, 1960.

A maior diversidade de elementos do bloco d com fungdo biolodgica estd nas
metaloproteinas. Estas macromoléculas possuem ao menos um atomo metéalico como cofator
e possuem funcdes variadas que vao desde a transferéncia de elétrons para complexos
enzimaticos vizinhos a atividade catalitica pura (MATSUMOTO & JASANOFF, 2013). O
metal mais abundante das metaloproteinas € o ferro. O baixo potencial redox entre as espécies
Fe (IT) e Fe (III) (-0,77 V) (LIDE, 2003) ¢ uma propriedade intrinseca deste elemento, a qual ¢
responsavel pela funcdo de transferéncia eletronica da rubredoxina (bactérias) (SANTOS et

al., 2010) e da atividade redox dos citocromos. Por ser um nutriente de alta demanda para os
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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 ¢ 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 (II) metabolizado (VASSILIEV et
al., 2005). O molibdénio estd presente no centro catalitico de enzimas envolvidas no
metabolismo do nitrogénio. A xantina oxidase, uma enzima ativa na oxidagdo de xantinas e
purinas para producdo do acido urico e ureia, no metabolismo do final do nitrogénio
(SOKOLOVSKA et al., 2013).

Outros elementos, como Zinco, Cobalto, Niquel, Cadmio, Manganés e Vanadio
compreendem centros cataliticos de inUimeras metaloenzimas com atividade redox

(MATSUMOTO & JASANOFF, 2013).

3.2 METAIS DE TRANSICAO EM MEDICAMENTOS

No contexto historico, a cisplatina (Cloreto de cis-diaminoplatina II) foi a primeira
molécula puramente inorganica a ser utilizada como farmaco no tratamento do cancer. Hoje, ¢
um medicamento oncoldgico de primeira linha para o tratamento de cancer de ovério e
esofago. Seu mecanismo de agdo ocorre por intercalagdo a o-hélice do DNA por
complexacdo, geralmente as bases de guanina, induzindo as quebras duplas de cadeia e
consequente apoptose da célula (LORUSSO et al., 2014). Apoés o advento da cisplatina em
1978, muitas pesquisas foram desenvolvidas com o intuito de obterem-se novos complexos
andlogos a cisplatina para o tratamento de outros tipos de cincer. A Figura 3 destaca algumas
moléculas derivadas da cisplatina, bem como o ano da aprova¢do 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
combinagdo de lipidios (dipalmitoil-fosfatidil-glicerol, cloridrato de soyfosfatidil-colesterol e
metoxi-poliestilenoglicol-distreatoil-fosfatidil-etanolamina) com o intuito de melhorar a

lipossolubilidade do fdrmaco no tratamento de tumores resistentes a cisplatina
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(FROUDARAKIS et al., 2011). A lipoplatina encontra-se em fase I e II de desenvolvimento.

O caso dos complexos da platina ¢ um exemplo cldssico de pesquisas de melhoramento de

medicamentos conhecidos (KALUPEROVIC et al., 2012).

Figura 3 - Complexos oncoldgicos derivados da platina e o ano de aprovagao pelo FDA.
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Fonte: Adaptado de MONNERET, (2011).

Hoje muitos compostos de coordenag@o sdo usados como suplementos dietético para

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

metal mais utilizado ¢ o sulfato de ferro II heptahidratado para o tratamento da anemia tipo

ferropriva, seja por casos de desnutricdo ou por hemorragias. O gluconato de ferro Il e o

succinato de ferro II sdo também utilizados com o mesmo proposito (VIETH & LANE, 2014).

Os complexos nicotinato de cromo III e picolinato de cromo III sdo suplementos alimentares

do elemento-traco Cr (III) para tratamento dos sintomas de diabetes tipo II e hipoglicemia. O

suplemento deste elemento produz efeitos positivos para o plasma, aumentando o nivel 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 apo6s 100 anos
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ainda ndo existe um fiarmaco comercial disponivel (THOMPSON & ORVIG, 2006). As
pesquisas atuais apresentam resultados positivos para alguns complexos de vanadio IV com
atividade mimética a insulina, como o Bis(Maltolato)-Oxovanadio IV e¢ o (VO),-EDTA
(BARBOSA, 2004). O desenvolvimento destes complexos representam alternativas a insulina
e representam ganhos na qualidade de vida do paciente, uma vez que reduz-se o desconforto
das aplicagdes injetaveis de insulina.

No ambito dos antibioticos, a citotoxidade dos metais pesados ¢ bastante explorada.
O principal exemplo ¢ o Timerosal (Etil(2-mercaptobenzoato-(2)-)-O,S)mercurato (I) de
s6dio) um complexo organometéalico de mercurio que foi utilizado por muitos anos como
principio ativo do antisséptico Merthiolate® e como conservante de vacinas, patenteado em
1927. O Timerosal esta em desuso em paises desenvolvidos, porém ainda ¢ muito usado como
conservante de vacinas em paises subdesenvolvidos por ndo possuirem sistemas de
refrigeracdo que garanta a conservagao (IDA-ETO et al., 2013).

Um campo de aplicagdo de complexos organometalicos é o uso como contraste para
exames de diagnostico de imagem. Muitas ferramentas avancadas de 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 interagao
quimica do elemento. O complexo de Gadolinio (elemento terra-rara paramagnético da série
dos lantanideos) Gd(DTPA).H,O ¢ muito utilizado em exames de Ressondncia Magnética de
imagem na forma de solucdo injetavel intravenosa (ZHOU et al., 2012). A eventual toxicidade
do elemento ¢ mascarada pelo ligante DTPA, um quelante poli dentado que mantém o metal
quimicamente isolado e permite a excre¢do sem metabolizagdo (ZOLAL et al., 2012). Os
exames de cintilografia usam os complexos de tecnécio 99 metaestavel. O *’Tc é complexado
a uma molécula caracteristica do metabolismo do 6rgdo a ser examinado e ¢ administrado ao
paciente. O complexo metélico inocula-se no 6rgdo e o metal produz emissdes de raios y por
decaimento nuclear, onde a densidade de emissOes € capturada e traduzida como imagem. O
complexo  “"Tecnécio  Sestamibi (Hexakis(2-metoxi-2-metilproplisonitrila)’™Tc)
comercializado como Cardiolite® ¢ utilizado na forma de solugdo intravenosa para exames de

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

O 4cido valproico ou AVP (4cido 2-propil-pentanoico) ¢ um farmaco amplamente
usado para o tratamento de convulsdes parciais e generalizadas em pacientes epilépticos. Sua
descoberta em 1963 deu-se por acaso quando era usado como veiculo para outros compostos
rastreados para atividade anticonvulsivante. O uso como medicamento foi liberado nos
Estados Unidos da América em 1978 com o nome comercial Depakene®, sendo produzido
pela Abbott Laboratories (ABBOTT, 2009). O mecanismo de agdo deste farmaco esta,
principalmente, na potencializacao da atividade dos neurotransmissores GABA (WINTERER,
2003), seja por aumento da biossintese do neurotransmissor ou pela inibicdo da degradagao.
Outro mecanismo importante ¢ a ativacdo prolongada dos canais de sodio voltagem-
dependentes, o qual limita a deflagracdo de correntes elétricas em neuronios especificos. O
AVP ¢ muito eficaz no tratamento da epilepsia, do distarbio bipolar, enxaqueca e crises de
auséncia em criangas e adolescentes (GILMAN;, 2012). Apés o advento do AVP, vérios
analogos (bioisosteros) foram desenvolvidos pela Abbott Laboratories e sdo farmacos
comerciais (MARTINDALE, 2009), representados na Figura 4.

Figura 4 - Acido valproico e seus derivados comerciais desenvolvidos pela Abbott

Laboratories.
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Fonte: MARTINDALE, (2009).

O AVP oralmente administrado ¢ rapidamente absorvido. Este ¢ transportado ligado
as proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, restando um pequeno volume para
distribui¢do. A metabolizagdo ocorre inicialmente no figado, porém uma pequena parcela ¢é
excretada sem metabolizacdo (NURGE et al., 1991). Atualmente, mais de dez metabdlitos de
AVP foram identificados e classificados de acordo com sua rota metabolica, porém nem todos

os metabolitos sdo identificados por serem ligados as vias de biotransformagao especificas. As
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rotas identificadas (Figura 5) incluem alfa-esterificacdo do acido glicurdnico, beta-oxidacao e
gama-oxidagdo 1 e 2 e y- oxidacdo via sistema citocromo P-450.

Figura 5 - Principais rotas de biotransformagao do AVP e seus metabolitos.
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Fonte: Adaptado de NURGE et al.,(1991) e BELLO-RAMIREZ et al., (2002).

Os metabolitos 4-en-AVP (4cido 2-propil-4-pentenoico) e 2-en-AVP (&cido 2-propil-2-
pentenoico) possuem atividade anticonvulsivante quase tdo potente quanto a substincia
parental, porém apenas o metabélito 2-en-AVP acumula-se no cérebro (BELLO-RAMIREZ et
al.,, 2002). O metabolito 4-en-AVP proveniente da rota de y-oxidagdo apresenta a maior
toxicidade (GILMAN;, 2012) (GOFFLOT et al., 1995). Os metabdlitos mais abundantes no
plasma humano sdo o 2-em-AVP e 3-0x0-AVP, os quais sugerem que a a-oxidagdo seja a
principal via de biotransformac¢do do AVP. As vias de B-oxidag¢do e y-oxida¢do atuam na
biotransforma¢do de pequenas quantidades de AVP. Inicialmente o AVP ¢ metabolizado na
via de glicuronidagdo (esterificagdo), que pode variar de 7% a 80% da dosagem administrada.
Alguns fatores como genética, dieta e co-medicacdo sdo citados como interferentes nas vias
de biotransforma¢do do AVP (NURGE et al., 1991). A alta atividade de biotransformacao
demanda altas doses diarias (dose inicial de 15 mg kg'dia™ e pode progredir até o limite
maximo de 60 mg kg'dia™) o que pode produzir efeitos colaterais decorrentes da toxicidade
ao trato gastrintestinal, pancreas, figado e no sistema endocrino (MARTINDALE, 2009). O

AVP ¢ um potente inibidor de histona desacetilases (HDAC), um grupo de enzimas
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responsaveis pela deacetilacdo de histonas (YAMAUCHI et al., 2011). As HDAC estdo
ligadas aos processos de transcrigdo do DNA para a expressao génica. A acetilagdo que ocorre
normalmente em uma célula neutraliza as cargas positivas na histona por transformar aminas
em amidas e diminuir a habilidade das histonas em ligarem-se ao DNA (GIANNINI et al.,
2009). As propriedades inibidoras de HDACs interferem diretamente no metabolismo de
replicagdo celular apresentam um potencial farmacoldgico do AVP ainda pouco explorado
(GRIF et al., 2011).

A molécula do AVP pode ser derivatizada por reagdes quimicas com o grupo
carboxilato para a produg¢do de moléculas com atividades farmacologicas alteradas pelo
conceito do bioisosterismo (LIMA & BARREIRO, 2005). A derivatizagdo por complexacao ¢
bastante aplicada em pesquisa e desenvolvimento de moléculas bioativas, sendo aplicavel ao
AVP. O anion valproato reage com cations bivalentes de metais alcalinos terrosos e metais de
transicdo como magnésio, calcio, manganés, cobalto, cobre e zinco para produzir sais pouco
soluveis em agua (ABUHIJLEH & WOODS, 1993). Os ions bivalentes de metais mais
pesados como platina e rdédio também sdo compativeis com o ion valproato (GRIF et al.,
2011) (ABUHIJLEH et al., 2009). Os sais metalicos de valproato apresentam grande
versatilidade quimica, pois podem ser coordenados com uma gama de ligantes neutros
diferentes para se obter sais complexos com propriedades quimicas e farmacoldgicas
intrinsecas (VEITIA et al., 2009). A Figura 6 ilustra alguns derivados do AVP produzidos por
complexagdo com metais de transicao nas ultimas duas décadas.

Figura 6 - Complexos metéalicos do AVP.
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Fonte: Adaptado de HADJIKOSTAS et al., (1990), ABUHIJLEH & WOODS, (1993),
ABUHIJLEH, (1997), ABUHIJLEH et al., (2009), GRIF et al., (2011), ABU et al., (2013).
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3.4 COBRE

O cobre ¢ classificado como metal de transicdo que pode ocorrer naturalmente na
forma elementar como metal livre. Existem dois isotopos naturais estaveis: “Cu (69,17%) e
Cu (30,83%), o que da ao cobre a massa atomica média de 63,546 Daltons (LIDE, 2003). As
espécies oxidadas Cu" e Cu™ sdo predominantes para aplicagdes como reagente em quimica e
para fungdes metabdlicas nos sistemas biologicos. E classificado como um 4cido de Lewis
forte e coordena-se fortemente com bases de Lewis fortes, como 06xido, sulfeto e bases
nitrogenadas (ATKINS, 2012). O cobre estd presente em toda a biosfera, sendo assimilado
por quase todos os seres vivos como um elemento-traco essencial. Em humanos adultos, a
concentragdo média de cobre ¢ de 1,03 mg Kg™' (LIDE, 2003).

A presenga do cobre ¢ essencial para uma gama de complexos enzimaticos
intracelulares que atuam em biossintese de metabdlitos e no rearranjo radicalar, geralmente
envolvendo a interconversdo redox entre as espécies cobre I e cobre II. As lacases sdo
enzimas cobre-dependentes do grupo das oxidases, as quais sdo produzidas por fungos para
degradagdo oxidativa da lignina dos vegetais mortos (WANG et al., 2014), sendo enzimas
essenciais na reciclagem e mineralizagdo da matéria organica. As enzimas do citocromo ¢
oxidase ou complexo IV da cadeia respiratdria presentes nas mitocondrias possuem nucleos
de cobre e ferro, as quais promovem as rea¢des redox de captura do H' pelo O, e levando a
formacao de dgua na tltima etapa da cadeia respiratoria (ASHE et al., 2014). Em artropodes e
moluscos, o cobre tem funcao transportadora de oxigénio no sistema respiratdrio. O complexo
di-cobre-histidina € o sitio ativo da hemocianina, o complexo proteico presente na hemolinfa
destes animais com caracteristica e funcdo andlogas a hemoglobina de ferro-porfirina dos
vertebrados (COATES & NAIRN, 2014). O complexo Cu-O,-Cu da hemocianina tem
coloragdo fortemente azulada, razdo pela qual alguns artropodes possuem sangue azul
(COATES et al., 2012). O grupo polifenol oxidade (PPO ou tirosinases) sao enzimas redox de
cobre que participam da biossintese dos polifenois da melanina, pigmentos fotoprotetores da
pele, olhos, escamas, penas e pelos dos vertebrados superiores (UCHIDA et al., 2014).
Deficiéncias genéticas na biossintese das PPOs levam a despigmentacdo conhecida como
albinismo. Complexos enzimaticos redox do grupo superoxido dismutase (Sod) possuem o
cobre, assim como outros metais como cofator. O citosol das células eucaridticas contém a
enzima Cu-Zn-Sod como dismutador do radical anion superoxido produzido pela respiracao,

levando-o a peréxido (SANDALIO et al., 1992). Os grupos de enzimas superoxido dismutase
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(Sod) e catalase (Cat) possuem carater protetivo a célula ao depreciar espécies reativas de
oxigénio (EROs) danosas ao DNA.

O suprimento de cobre ¢ obtido com alimentos variados, como legumes (feijao) e
grios. A medida que o cobre ¢ absorvido pelo trato gastrointestinal, liga-se 4 albumina e é
transportado até o figado onde ¢ metabolizado. Apds a metabolizacdo o cobre ¢ distribuido
para outras partes do corpo por via sérica carreado pela proteina ceruloplasmina
(MENENDEZ et al., 2014). A ceruloplasmina também transporta o cobre para as glandulas
mamarias, onde este ¢ excretado na proteina latica como nutriente para os lactantes. O cobre
fica na circulagdo entero-hepatica a uma taxa de 5,0 mg dia™ , contra 1,0 mg dia " que é
absorvido na alimentacdo. Logo, o corpo € capaz de excretar o excesso de cobre por secre¢ao
biliar no intestino (VASSILIEV et al., 2005).

A deficiéncia de cobre pode levar a quadros de anemia, pelo fato de ser um cofator
na absorc¢do do ferro. Também produz quadros de neutropenia (baixos niveis de neutréfilos),
anormalidades dsseas, depressdo do sistema imunitario, comprometimento do crescimento,
osteoporose, hipertireoidismo e anormalidades no metabolismo do colesterol e da glicose
(NAKAGAWA et al.,, 2014). O acumulo de cobre no figado e no cérebro leva a doenga de
Wilson ou degeneragdo hepatolenticular. A doenca ¢ ocasionada por uma desordem genética
autossomal recessiva, o que ocasiona acimulo de cobre no figado e no cérebro (PATIL et al.,
2013). A doenca de Wilson manifesta-se na forma de desordens neuroldgicas e cirrose
hepatica. A profilaxia de primeira linha ¢ a administragdo oral de agentes complexantes
especificos, como a D-penicilamina e trientina (WEISS et al., 2013). Muitos casos de cirrose
levam a deteriora¢do do figado havendo necessidade de transplante do 6rgdao. A doenga de
Alzheimer esta associada com concentracdes elevadas de cobre no cérebro (HUREAU &
FALLER, 2009). A degeneragdo neurologica presente nesta doenga estd associada ao aumento
de EROs (Figura 7) no interior das células nervosas, os quais ocasionam danos oxidativos ao
DNA e consequente morte celular. O cobre II ¢ uma espécie oxidante e potencializa a

producao de EROs (KELLETT et al., 2012).



29

Figura 7 - Geragao de EROs e o dano causado ao DNA por complexo de cobre.

Scission

DNA

Fonte: KELLETT et al., 2012.

Alimenta¢do com niveis reduzidos de cobre podem ser usadas como estratégia na

prevengdo da doenga de Alzheimer (SQUITTI et al., 2014).

3.5 ZINCO

O zinco ¢ classificado como metal de transi¢do e ocorre naturalmente na forma
oxidada Zn™. Existem cinco is0topos naturais estaveis: 47n (48,63%), *°Zn (27,90%), “’Zn
(4,10%), ®*Zn (18,75%) e *°Zn (0,62%) o que da ao zinco a massa atdmica média de 65,409
Da (LIDE, 2003). A espécie oxidada Zn"’ é predominante tanto as para fungdes metabolicas
nos sistemas bioldgicos como para aplicagcdes como reagente em quimica. Assim como o
cobre, o zinco ¢ um 4cido de Lewis forte e liga-se fortemente com bases de Lewis fortes,
como oOxido, sulfeto e bases nitrogenadas (ATKINS, 2012). Este elemento possui
caracteristicas quimicas que o tornam altamente suscetivel a formagdo de complexos com até
seis ligantes diferentes.

O zinco ¢ 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
transi¢do mais abundante, inferior apenas ao ferro, que representa 60 mg Kg™' (LIDE, 2003).

Apo6s o cobre, o zinco € 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"™? ¢ um dos ions mais importantes para os sistemas

biologicos sendo essencial para a atividade de mais de 300 enzimas presentes em mais de 50
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reacgoes celulares (HIJAZI et al., 2013). As anidrases carbonicas sdo metaloenzimas de zinco
presentes nos musculos, sangue, figado, rins e secrecdes dos mamiferos. A fungdo bdasica
deste grupo de enzimas ¢ regular a concentracao de protons (acidez) do citosol, mitocondrias,
membranas celulares e fluidos pela captura de protons via reagdo de equilibrio acido-base
(STILLEBROER et al., 2010). A reagdo de equilibrio (Figura 8) entre o acido carbdnico, o
bicarbonato e o didxido de carbono na presenga de dgua é controlada pela anidrase carbonica
para manter o pH do meio equilibrado.

Figura 8 - Reacdo de equilibrio controlada pela anidrase carbonica.
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As carboxipeptidases sdo metaloenzimas de zinco com func¢do de hidrodlise proteica
com acdo 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
reacdes cataliticas sdo utilizadas pela célula como fator de crescimento (mudanca de fase GO
para G1) e na biossintese de peptideos de fungdo hormonal, como a insulina (JAUREGUI et

al., 1988). Nos demais casos, o Zn (II) atua como cofator para ativagdo enzimatica.

3.6 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO ESTRUTURAL DE
COMPOSTOS DE COORDENACAO

3.6.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia de IV estd baseada no fato das moléculas organicas absorverem

1 e converter esta energia em

radiagdes nos comprimentos de onda entre 4000 e 400 cm™
movimentos rotacionais e de estiramento das ligagdes quimicas. O processo de absorcao €
quantizado e, em consequéncia, o espectro de absor¢cdo das moléculas consiste em uma série
de linhas (SILVERSTEIN, 1998). As linhas acumuladas caracterizam bandas de absor¢ao
caracteristicas de cada tipo de ligagdo. Portanto, grupos funcionais diferentes apresentam
bandas de absorcao caracteristicas. Em geral, uma escala linear de nimero de onda ¢ preferida

em IV por causa da proporcionalidade direta entre esta grandeza e energia de frequéncia. A
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frequéncia da radiag@o absorvida é, por sua vez, a frequéncia da vibragdo molecular realmente
responsavel pelo processo de absorcao (SKOOG, 2000). A intensidade das bandas pode ser
expressa como transmitancia ou absorbancia. A transmitancia ¢ a razdo entre a energia
radiante transmitida por uma amostra e a energia radiante que nela incide.

A identificacdo da estrutura molecular de compostos desconhecidos por
espectroscopia de IV ¢ dificil, visto que as bandas de absor¢do apresentam apenas 0s grupos
funcionais da estrutura. A intensidade das bandas d4 uma estimativa do grau de substitui¢do
quimica da estrutura. Para se obter um espectro com maior resolu¢do ¢ necessario que a
amostra esteja com elevado grau de pureza, e pode ser analisada nos trés estados fisicos
(SILVERSTEIN, 1998).

O funcionamento do espectrometro de IV ¢ relativamente simples. A fonte de
radiagdo, geralmente composta por um transdutor laser emite os comprimentos de onda para
filtros e transmitido para o compartimento da amostra. A energia ndo absorvida ¢ direcionada
ao detector, que mede a intensidade de absor¢do para cada unidade de comprimento de onda
da radia¢do (SKOOG, 2000). Espectrometros modernos utilizam a Transformada de Fourier
como ferramenta matematica para obtengao do espectro. A espectroscopia FTIR esta baseada
na ideia de que a radiofrequéncia entre dois sensores produz um interferograma. A resposta ¢
um sinal produzido em fun¢do da mudang¢a do caminho da radia¢do entre ambos os sensores.
Os dois dominios de distancia e frequéncia sao interconvertidos pelo método matematico de
Transformada de Fourier (STUART, 2004). Esta configuracdo instrumental elimina a
necessidade do uso de um divisor de feixe para correcdo do branco. Assim, o espectro ¢

obtido diretamente e unicamente da amostra.

3.6.2 Espectrometria de Massas por Tempo de Voo

De modo geral todos os espectrometros de massas possuem uma configuragdo
basica, como apresentado na Figura 9. A variacdo entre as configuracdes reside basicamente
no analisador, onde existem muitas configuracdes com principios fisicos muito diferentes. As
variagdes implicam basicamente no intervalo de massas a ser analisado (m/z) e na resolucao
dos sinais. Dentre os analisadores de massas comerciais, destacam-se as configuragdes com

filtro de Massas por Tempo de Voo (TOF).
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Figura 9 - Esquema dos elementos basicos de um espectrometro de massas.
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Fonte: SKOOG, 2008.

Nos espectrometros de massas por Tempo de Voo (TOF), todas as particulas de
carga unitdria submetidas a uma diferenca de potencial V atingem a mesma energia
translacional em elétron-volt (eV). Assim, as particulas mais leves tém tempos de voo menor
para a mesma distancia. As particulas aceleradas passam por uma regido onde o campo nao
atua, sdo separadas no tempo através de seus valores de m/z e coletadas (SILVERSTEIN,
1998).

Os espectrometros TOF modernos possuem configuragcdes mistas com outros filtros
de massas, como os quadrupolos (BRUKER DALTONICS INC, 2012). Tais configuragdes
produzem os instrumentos TOF de alta resolu¢do com janela espectral ampla, o qual pode
analisar desde pequenas moléculas (50 Da) até proteinas (20.000 Da) oriundas dos mais
diversos tipos de fontes de ions. As configuracdes mistas aliadas as fontes de ions mais
modernas, como EST e MALDI, proporcionaram avangos tecnoldgicos significativos na TOF-
MS. Nos tltimos anos, a instrumentagdo TOF-MS ¢ utilizada como ferramenta de diagnostico
em microbiologia clinica, virologia, protedmica e caracterizagdo de metabolitos em tecidos
biologicos com grandes vantagens sobre os métodos classicos (MURRAY,

2010)(PASSARELLI & WINOGRAD, 2011).

3.6.2.1 Fonte de Electrospray (ESI)

O “electrospray” (Figura 10) foi sugerido como um possivel modo de ionizagao para

espectrometria de massas por Dole em 1968. Embora seja normalmente considerada como
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uma fonte de ionizagdo, o “electrospray” ¢, na realidade, um processo de transferéncia de ions
pré-existentes em solugdo para a fase gasosa (MORAES & LAGO, 2003).

Figura 10 - Esquema basico da fonte ESI operando em modo ions positivos.
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Fonte: Adaptado de CARLTON & SCHUG (2011)

ESI-MS ¢ de particular interesse para a analise de complexo de metal em
decorréncia da transi¢do suave a partir da solugdo para a fase gasosa, que mantém a
especiacdo da fase de solucdo para a extensdo da fase gasosa. O processo de ionizacdo
geralmente leva a espécies individualmente carregadas, o qual resulta em espectros de massas
simples com picos de m/z que se relacionam diretamente com as espécies em solu¢do ou como
adutos destas espécies (KEITH-ROACH, 2010). A ESI ¢ uma fonte de baixa energia de
ionizagdo configurada para obterem-se ions moleculares e espectros com baixa fragmentagao.
Contudo esta configuracdo ¢ 6tima apenas para analise de compostos polares (bases organicas
de Lewis e acidos organicos de Lewis) facilmente ionizaveis por dissociagdo ou por formagao
de adutos para a producao de cétions ou anions. As reagdes para a formagao de ions em fase
gasosa podem ocorrer de forma espontanea como a ionizagdo de sais e dissociagdo de acidos,
ou, como na maioria das moléculas organica polares, faz-se necessario a configuracdo do
meio liquido para induzir a formagao de cargas (VEENSTRA, 1999). Compostos de carater
basico (aminas, €steres, aminoacidos) sdo ionizaveis pela inducdo de formagao de adutos com
acidos de Lewis adicionados ao meio, como 4cidos organicos fortes de baixa massa e sais
inorganicos de sddio e potassio. Compostos de carater acido (4cidos carboxilicos, fenois) sao
ionizaveis por desprotonacdo induzida pela adicdo de bases de Lewis ao meio, como
hidréxidos volateis (hidroxido de amonio). Compostos de coordenacdo com metais sao
facilmente ionizaveis por dissocia¢do e ndo necessitam de indugdo quimica do meio. Pode-se
dizer que a efetiva ionizac¢do (transformacdo de uma espécie neutra em um ion) ¢ um efeito
secundario. De qualquer forma, ¢ facil entender porque uma técnica que permite a
transferéncia de ions de uma solugdo para a fase gasosa para analise por espectrometria de

massas, em tdo pouco tempo, teve um impulso tdo grande: talvez isto se deva ao fato da
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maioria dos processos quimicos e bioquimicos ocorrerem em fase liquida, envolvendo muitas
vezes espécies pouco volateis (CARLTON & SCHUG, 2011).

A fase gasosa ¢ um ambiente ideal para o estudo da reatividade intrinseca de
moléculas livres de solvente e contra-ions, sendo que a espectrometria de massas de multiplos
estagios ¢ indicada particularmente para tais estudos, pois permite que os ions formados
tenham suas relagdes massa/carga (m/z) selecionadas e, além disso, permite que reagdes
sejam induzidas em ambientes com condi¢des controladas, processo conhecido como reagao
ion/molécula. Muitos intermediarios de reagdes sao instaveis em solu¢ao, mas possuem algum
tempo de vida na fase gasosa e, portanto, podem ser selecionados e suas reatividades

intrinsecas estudadas (DINIZ, 2011).

3.6.3  Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de RMN mede a absorcao de radiacdo eletromagnética na regido de
radiofrequéncia entre 4 e 750 MHz, limites que correspondem a 75 e 0,4 m. Ao contrario da
absor¢ao no IV e no UV-Vis, neste tipo de espectroscopia o nucleo dos atomos, € ndo os
elétrons, estdo envolvidos no processo de absor¢do de energia. Para que os nticleos absorvam
radiagdo € necessario expor a amostra a um campo magnético potente e homogéneo de varios
tesla (T), o que leva os nticleos de interesse aos estados de energia necessarios para que ocorra
a absor¢do (SKOOG, 2000).

Um espectro de RMN ¢ um registro grafico das frequéncias dos picos de absor¢do
contra suas intensidades. Os dois nicleos mais utilizados para estudos de moléculas organicas
sdo o 'H e "°C, que possuem numero quantico spin nuclear % e — Y. Nucleos de deutério e '*C
possuem spin 1 inteiro e sdo inativos em RMN. O deslocamento quimico ocorre em razao de
que os nucleos estdo associados aos elétrons dos atomos e moléculas. Quando se aplica um
campo magnético sobre uma molécula, a nuvem de elétrons que envolvem o nucleo tende a
produzir um campo magnético em oposicao ao aplicado. Deste modo o campo magnético dos
elétrons em movimento tende a blindar o nticleo do campo externo. Esta blindagem define o
deslocamento quimico de cada ntcleo irradiado e em razdo da densidade eletronica que o
cerca. Como os grupos funcionais possuem densidades eletronicas caracteristicas, a posi¢ao
espectral do sinal também sera caracteristica (SILVERSTEIN, 1998).

A instrumentagdo da RMN possui um poderoso gerador de campo magnético

composto por bobinas de material supercondutor resfriado por He e N, liquidos. A cela de
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amostra ¢ localizada dentro de uma bobina de indugdo, a qual recebe pulsos elétricos em
intervalos de tempo e intensidades definidas. As radiofrequéncias emitidas pela relaxacdo dos
nucleos sdo captadas pelo detector. Um poderoso sistema eletronico amplifica o sinal € o
envia ao registrador, que apresenta o resultado na forma de um espectro (SILVERSTEIN,
1998). No processo de aquisi¢do do espectro de "H ou "*C, a amostra devera ser dissolvida em
solvente deuterado para que este ndo absorva as radiofrequéncias. Em geral usa-se DCCl;,
piridina De, metanol D4 e DMSO D para analises de nucleos de 'H e °C.

Analises de RMN de amostras contendo metais de transicdo sdo especialmente
limitadas. No geral, os metais dos blocos d e f da tabela periddica formam espécies com nox
variado e geralmente sdo paramagnéticos (RICCO et al., 2014). Atomos paramagnéticos
possuem elétrons desemparelhados na camada de valéncia que reagem ao campo magnético
induzido pela bobina de radiofrequéncia e interferem no tempo de relaxagcdo dos spins dos
nuicleos analisados. Portanto moléculas organicas ligadas com espécies metalicas
diamagnéticas como Cu (I), Co (III), Zn (II) e Ag (I) poderdo ser analisadas por RMN sem
interferéncia no tempo de relaxacdo do nucleo em analise. Estas limita¢des dificultam a
identificacao de estruturas quaternarias de metaloproteinas e de enzimas que possuem centros
cataliticos com metais pela RMN (KROCZEWSKA et al., 2002).

Complexos metalicos contendo zinco sdo bastante estudados por RMN em diversas
areas do conhecimento. OUARI et al., (2014) elucidaram as estruturas tridimensionais de
complexos tetraédricos de Zn (II) produzidos por complexagio com bases de Schiff por 'H
RMN e C RMN, para produgio de catalisadores. JENKINS et al., (2012) analisaram a
estrutura do copolimero polietileno-acido acrilico neutralizado com zinco por *C RMN no
estado solido e correlacionaram com as propriedades fisicas do polimero. JASIEWICZ &
BOCZON (2005) avaliaram a influéncia da presenga de Zn (II) complexado com alcaloides
esparteina, a-isoesparteina e 2-metilesparteina (alcaloides N, N’- ligantes) no deslocamento
quimico para os sinais de 'H e °C quando comparados aos sais analogos de perclorato. Em
todos os casos, a presenca do zinco produziu diferencas minimas nos deslocamentos quimicos
dos nucleos em estudo, quando comparados aos sais de perclorato. ABU et al., (2013)
avaliaram as estruturas de trés complexos de Zn (II) com acido valproico e os ligantes N,N’
aromaticos 1,10-fenatrolina e 2-aminoetilpiridina para producdo de prototipos de uma nova

classe de farmacos antiepilépticos baseados na atividade neuroldgica do 4cido valproico.
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3.7 ENSAIOS DE ATIVIDADE REDOX

3.7.1 Atividade SOD-like

O anion radical superoxido (05 ) ¢ formado por reagdes catalisadas por enzima
durante processos metabolicos em sistemas vivos. O superdxido ¢ a ERO mais reativa, a qual
induz a danos no genoma quando a célula estd em situacdo de extresse oxidativo.
Normalmente as enzimas superoxido dismutase nativa (SOD) aceleram a dismutacdo de
superoxido de acordo com o ciclo catalitico mostrado na Figura 11, com as taxas de
dismutacao proximas do limite de controle de difusdo. Isto fornece defesa suficiente contra o
radical superoxido (PAP et al., 2011) e mantém a célula com o metabolismo estavel. As SODs
sdo metaloproteinas com atomos metalicos de Cu™ e Mn™ como centros cataliticos.

Figura 11 - Esquema do fluxo eletronico na atividade da SOD.

M M(n+1)+

0, 0;

Fonte: Adaptado de PAP et al., (2011).

A atividade SOD-like compreende reagdes semelhantes a SOD atribuidas a
moléculas de natureza ndo-enzimaticas. Muitos complexos de Cu (II) apresentam efeito
citoprotetor positivo, incluindo os complexos que contém 6-benzilamino-purina. Derivados de
purina como ligantes sdo conhecido por atuar contra o stress oxidativo (KLANICOVA et al.,
2012) e apresentam atividade citoprotetora in vitro. Complexos de Fe (II) com adenina sao
capazes de mimetizar a atividade de SOD, a qual ¢ favorecida pela variagao reversivel do nox
ferro entre as espécies Fe (II) e Fe (III) (KRIPLI et al., 2011). Resultados semelhantes foram
obtidos por PAP et al., (2011) com complexos de purina com Mn (II) e Ni (II), o que indica
que a atividade de SOD-/ike depende também da natureza do ligante além do nox do metal.
ABUHIJLEH, (1997) apresentou os resultados de um estudo de avalia¢do da atividade SOD-
like para um conjunto de complexos de Cu (II) com ligantes aromaticos neutros (/,10-Phen,
2,2-Bipy e 4,4-Bipy), 4cido valproico e 4cido salicilico. Os resultados mostraram maior

atividade SOD-like para os exemplares com salicilato em detrimento aos exemplares com
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ligantes neutros. CAO et al., (1999) avaliaram a atividade SOD-like de uma série de
complexos de Cu (II) com tiosemicarbazonas com bons resultados quando comparados a
atividade da enzima SOD in vitro.

O mecanismo das rea¢des redox dos complexos miméticos da SOD foi proposto por
WADA et al., (2013). Neste sistema, cations de Zn (II) ligados com 2,2-bipy compdem um
sistema redox capaz de atrair O, molecular e produzir radicais superéxido, como mostrado
abaixo.

Figura 12 - Mecanismo de dismutagdo do radical-anion superoxido por Zn (II).
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Fonte: WADA et al., (2013).

3.7.2 Atividade CAT-like

As Catalases sdo enzimas que atuam em conjunto com as SODs para depreciagdo de

ROS intracelular. A atividade catalitica da CAT consiste em uma reagao redox de conversao
do perdxido de hidrogénio a O, molecular e d4gua de acordo com a equagdo quimica abaixo:

2H,0, — 2H,0 +0, (1)

Esta reagdo protetora previne a célula do extresse oxidativo causado pelo radical hidroxil

(OH) oriundo do perdxido de hidrogénio (MARTINS & ENGLISH, 2014). O centro

catalitico das CAT consiste de um grupo ferro-porfirina (hemo) que atua em conjunto com 0s

aminoacidos Histidina e Asparagina em um mecanismo redox muito similar a reacdo de

Fenton (DIAZ et al., 2012).
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Uma variedade de compostos de coordenacdo com diferentes metais apresenta
atividade mimética a catalase. KAR et al., (2013) reportam atividades CAT-/ike expressivas
para uma série de complexos de Mn (II) octaédricos com ligantes derivados da piridina.
Resultados similares foram reportados por PIRES et al., (2013) com um ensaio realizado com
complexos polinucleares de Fe (IT). Complexos de Cu (II) com dissulfetos organicos também
apresentaram boas atividades SOD-like e CAT-like em um estudo descrito por ALIAGA et
al., (2013). A derivatizagao da enzima catalase com nano particulas de diéxido de titanio pode
ser uma maneira de obter-se compostos antioxidantes estaveis. Estas particulas, quando
ligadas covalentemente a estrutura molecular da enzima potencializam a decomposi¢do do
perdxido de hidrogénio por efeito sinérgico, segundo estudo apresentado por ZHANG et al.,

(2014).

3.8 ENSAIOS BIOLOGICOS DE CITOTOXICIDADE

3.8.1 Artemia salina

A. salina é um invertebrado da ordem Crustdcea (Figura 13) que ocorrem em
ambientes aquaticos salinos das regides tropicais (JAYASEKARA et al.,, 1986). Este
organismo apresenta tolerdncia extrema as variagdes de salinidade do meio aquatico,
ocorrendo em lagunas salobras, mares e lagos altamente salino. E um elo na fauna destes
ambientes, no qual ¢ um nucleo no fluxo energético da cadeia alimentar. Em condi¢des
adversas (periodos de seca e alta salinidade) a 4. 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 apoés a reidratacdo em solucgdo salina, seguida dos eventos de eclosdo do cisto e
maturacdo do nauplio (MORRIS, 1971). Em média, o microcrusticeo atinge o estagio final de

desenvolvimento de 36 a 48 horas apds a hidratacdo do cisto.
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Figura 13 - Micro crustaceo 4. 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¢ao do meio
por xenobioticos e metais pesados produz respostas imediatas nas populagdes do ecossistema.
JAYASEKARA et al. (1986) avaliaram o grau de tolerancia de 4. salina quando exposta a
concentragdes elevadas de cadmio no meio, o que indicou intoxicagdo por incorporagio e
metabolizacdo do metal pesado. BROWNE (1979) avaliou a resposta da exposi¢do aguda
versus o desempenho reprodutivo de cinco cepas diferentes de A. salina frente a
concentracdes crescentes de sulfato de cobre II. A presenca do ion metalico Cu®* durante a
fase reprodutiva das fémeas reduziu a viabilidade dos cistos frente aos controles. Em todos os
casos, o grau de intoxicacdo manifesta-se pelo grau de letalidade da populagdo de 4. salina
por exposi¢do aguda ao agente toxico, o qual pode ser correlacionado com a concentragao do
agente. Esta sensibilidade ¢ muito usada em laboratorios de pesquisa e controle como modelo
confidvel para estimar a toxicidade (CL50) de xenobiodticos em aguas, medicamentos e
efluentes (LOGARTO PARRA et al., 2001). O teste de citotoxicidade com 4. salina (TAS) ¢
um ensaio bioldgico aplicado como ferramenta preliminar de avaliacdo de citotoxicidade
aguda de xenobiodticos com grandes vantagens sobre outros métodos por ser rapido, robusto,
barato, facil de reproduzir e por ndo demandar instrumentacdo sofisticada ou ambiente
controlado (AMARANTE et al., 2011).

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

toxicidade de efluentes e aguas residuais (COSTA et al., 2008).
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3.8.2 Culturas Celulares

Inicialmente, o cultivo de células data do inicio de século XX com Harrison, em
1907, e Carrel, em 1912. A técnica foi desenvolvida como um método para estudar o
comportamento de células animais fora do organismo, em um meio ambiente controlado. E
uma importante ferramenta de pesquisa nos laboratdrios do mundo inteiro. O uso da
biotecnologia possibilitou muitos avangos, como a producdo de vacinas com a linhagem
celular VERO (ALVES & GUIMARAES, 2007). Contudo, a aplicagio em pesquisa para o
desenvolvimento de farmacos possui a maior demanda por linhagens celulares. O ensaio de
citotoxidade com culturas de células de mamiferos ¢ uma metodologia padronizada para o
estudo da citotoxidade de xenobioticos.

As linhagens celulares utilizadas em estudos de viabilidade sdo oriundas de tecidos
de mamiferos. No geral a célula provém de tecidos normais com alta capacidade proliferativa
e adesdo, geralmente tecidos glandulares e viscerais. Como exemplo citam-se as linhagens
VERO (rim de macaco verde africano) e CHO (ovario de hamster) (ANDRADE, 2007). As
linhagens celulares de tecidos tumorais de alta proliferagdo também sdo utilizadas para
avaliacdo da atividade antitumoral de compostos em estudo. Estas linhagens provém de
tecidos tumorais humanos, como as linhagens Hela (colo uterino), MCF-7 (glandulas
mamarias), DU-145 (préstata) e SK-OV-3 (ovario) (KELLETT et al., 2012).

As células sdo cultivadas em meio especifico de crescimento (soro fetal bovino) para
obten¢do de uma monocamada aderida a parede do micro pogo. Este sistema de células em
cultivo ¢ um modelo de fungdo fisiologica muito contraditoria, devido a perda de
caracteristicas que ocorre durante o seu desenvolvimento em cultura. A proliferagdo in vitro
difere daquela in vivo. Assim, por mais proximo que esse modelo esteja da realidade, o
processo causa problemas para o desenvolvimento celular. Sua adesdo célula — célula e célula
— matriz ¢ reduzida e ndo possui as caracteristicas (heterogeneidade e arquitetura
tridimensional) de um tecido in vivo, uma vez que seu meio nutricional e hormonal esta
modificado. Células que num momento anterior cresciam tridimensionalmente agora se
encontram em um meio que favorece o espalhamento, a migragao e a proliferacdo de células

ndo especializadas que expressem diferentes fungdes (ALVES & GUIMARAES, 2007).
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3.8.2.1 Viabilidade Celular (ensaio MTT): conceito e aplicagoes

Os sais de tetrazolio (Figura 14) tém sido utilizados em ensaio colorimétricos
quantitativos para avaliagdo da sobrevivéncia e proliferacdo das células de mamifero. O
ensaio detecta as células vivas. O sinal gerado ¢ dependente do grau de ativacdo das células.
Este método pode, por conseguinte, ser utilizado para medir a citotoxicidade, prolifera¢do ou
ativagdo. Os resultados podem ser lidos em um espectrofotometro de varredura de pogos
multiplos, o qual apresenta um elevado grau de precisdo. As principais vantagens do ensaio
colorimétrico s@o a sua rapidez e precisaio (MOSMANN, 1983). Os regentes colorimétricos
mais comuns de tetrazolio sio o MTT e o XTT. O ensaio espectrofluorimétrico PrestoBlue®
usa o reagente Resazurin como os mesmo proposito (BONCLER et al., 2014).

Figura 14 - Reducdo enzimatica do MTT a Formazan
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Fonte: Adaptado de INTERCHIM INC, (2013)

O ensaio de MTT pode ser usado para a investigacao de citotoxicidade de metais e
organocomplexos. Os metais de transi¢do sdo toxicos para as células na maioria dos casos.
SARGAZI et al., (2013) mostraram um estudo viabilidade celular por ensaio MTT com
células tratadas com Citrato de Zinco II. Os resultados indicaram que o metal pode induzir
danos em células renais tubulares proximais por um mecanismo dependente de ions de Zn (1I)
intracelular, onde o metal liga-se as organelas celulares e interrompem o0s processos
bioquimicos, uma vez que os danos sdo iniciados pela a produgdo de radicais livres e ROS.

A presenca excessiva de cobre livre € conhecida por induzir o extresse oxidativo e
levar a célula a apoptose (SPINCEMAILLE et al, 2014). BORGES et al., (2013)
confirmaram por ensaio MTT a hipotese do sal complexo Cu(isaey),(ClO4), induzir a
formacdo de ROS e a apoptose em células de neuroblastoma por meio de desacoplamento
mitocondrial e da ativagdo de AMPK/p38/p53. A atividade promotora de ROS do

Cu(isaey)2(ClO4), ndo foi observada para o anélogo Zn(isaey),Cl,, o que indica que o Zn (II)
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sera toxico quando estiver na forma de ion livte. GOSWAMI et al., (2013) avaliaram a
fotocitotoxidade de complexos de Cobre-curcumina-N-ferrocenilmetil-L-aminoacidos (grupos
cromoforos) frente as linhagens HelLa e MCF-7 em condi¢des de luz e no escuro. Os
resultados de viabilidade celular indicaram que a citotoxicidade dos complexos ¢ ativada por

irradiacdo de luz artificial, sendo inativos ao escuro.



4 METODOLOGIA

4.1 REAGENTES PARA SINTESE

Os reagentes para sintese foram obtidos de fontes comerciais com certificacdes de
qualidade e de pureza. Para a obtengdo dos complexos organometalicos utilizaram-se
Valproato de Sédio 99% (Valp) AK Scientific®, Cloreto de Cobre II dihidratado Vetec®,
Cloreto de Zinco II heptahidratado Vetec, 1,10-fenantrolina monohidratada Vetec, 2,2-
bipiridina Vetec, Metanol Panreac®, N,N,dimetilformamida (DMF) Vetec e Cloroférmio

Fmaia®.

4.2 SINTESE DOS COMPLEXOS

4.2.1 Preparaciio dos sais de Valproato de Cu™ e Zn™ (1 e 2)

Os compostos denominados 1 e 2 s3o os sais tetrakis-u-2-propilpentanoato dicobre
Il (CuyValpy) e tetrakis-u-2-propilpentanoato dizinco Il (CuyValps) preparados como
precursores de outros compostos de coordenacdo. Estes sais foram preparados de acordo com
a descri¢do de VEITIA et al., (2009) e ABU et al., (2013) por rea¢des de dupla-troca entre o
valproato de sodio e os sais cloreto de cobre (II) e cloreto de zinco (II) em meio aquoso. Para
isto pesaram-se quantidades proporcionais (Tabela 1) de cada reagente, de modo a obedecer a
razdo estequiométrica metal:ligante de 1:2. Ambos os autores referenciados acima apresentam
os sais 1 e 2 como sendo moléculas diméricas através de cristalografia.

Tabela 1 - Quantidades massicas e molares dos reagentes para as sinteses dos sais precursores
Cuy(Valp)y (1) e Zny(Valp)4 (2).

Precursor Reagente MW* (g mol'l) Massa (g) mmol
1 CuCl,.2H>0 170,48 5,0777 29,78
NaValp 166,20 10,0009 60,17

2 ZnCl,.7H>0 262,38 7,7370 29,49
NaValp 166,20 10,0011 60,17

MW#: Massa molar, peso molecular
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Os reagentes foram solubilizados separadamente em 10,0 mL de agua Milli-Q e as solugdes
foram filtradas em papel-filtro. As solu¢des dos metais foram colocadas sob agitacdo a
temperatura ambiente e adicionadas lentamente com as respectivas solu¢des do ligante, nas
quais se observaram turvagdes imediatas. As misturas foram mantidas sob agitacdo por 2
horas e apos foram reservadas para cristalizagao.

Figura 15 - Rotas de sintese dos sais precursores Cu,(Valp)y (1) e Zny(Valp)4(2).

0 o X 0
2 CuCl, 4 Y Ho i el + 4 NaCl
ONa o’ :)(: o
\/fo' ‘o%\/
1

o H,0 oA
27ZnCl, , 4 y : : 28 5 . 4 NaCl
ONa o’ :,‘{: o
o

O composto 1 precipitou instantaneamente como um so6lido hidrofobico de cor verde-

turquesa finamente dividido e o composto 2 produziu um precipitado hidrofobico de cor
branca na forma de grumos apoés 24 horas. Os solidos foram recuperados por filtragao,

lavados com agua Milli-Q e secos sob vacuo até peso constante.

4.2.2  Preparacio dos complexos com ligantes neutros 1,10-Phen e 2,2-Bipy

Para o estudo prepararam-se quatro sais complexos: bis-(2-propilpentanoato)-(1,10-
fenantrolina) cobre (II) (3), bis-(2-propilpentanoato)-(2,2 -bipiridina)-aqua cobre (II) (4),
bis-(2-propilpentanoato)-(1, 10-fenantrolina)-aqua zinco (Il) (5) e bis-(2-propilpentanoato)-
(2,2 -bipiridina)-aqua zinco (II) (6). Os complexos foram preparados com as diiminas
aromaticas /,/0-Phen e 2,2-Bipy e os compostos de precursores 1 e 2 de acordo com as
metodologias adaptadas de ABUHIJLEH (1997), VEITIA et al., (2009) e ABU et al., (2013).
O complexo 6 (Zn(Valp)4(2,2-Bipy).H,0) ¢ inédito, portanto ndo possui descricdo na
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literatura. A metodologia de sintese proposta para a nova molécula foi determinada a partir da
metodologia descrita por ABU et al., (2013) para o composto 5. Os complexos secundarios
foram preparados por reacdes de adicao de ligante neutro (diiminas aromaticas) ao atomo
metalico central (Figura 16). Para isto pesaram-se quantidades proporcionais de cada reagente
(Tabela 2), de modo a obedecer a razdo estequiométrica metal:ligante de 1:1.Ressalta-se que
os complexos 3, 4 e 5 possuem protecdo para aplicacdes comerciais com a patente n® US
2012/0142658A1 (VEITIA et al., 2012).

Tabela 2 - Quantidades dos reagentes para as sinteses dos complexos 3, 4, 5 ¢ 6.

Complexo Reagente MW (g mol ™) Massa (g) mmol
3 Cuy(Valp)4 699,90 4,0002 5,715
1,10-Phen.H,0 198,22 2,2647 11,438

4 Cuy(Valp)4 699,90 4,0012 5,717
2,2-Bipy 156,18 1,7850 11,429

5 Zny(Valp), 703,57 4,0005 5,686
1,10-Phen.H,0 198,22 2,2537 11,369

6 Zny(Valp)4 703,57 4,0010 5,687
2,2-Bipy 156,18 1,7760 11,371

Para a sintese dos complexos 3 e 4, as massas do sal precursor 1 foram dissolvidas
em 20,0 ml de DMF aquecido a = 80 °C e com agitacao constante, as quais produziram
solucdes de coloragdo verde. As massas dos ligantes neutros /,/0-Phen e 2,2-Bipy foram
solubilizadas em 5,0 mL de DMF a frio e com agitacdo constante, as quais produziram
solucdes incolores. Ambas as solugdes foram filtradas em papel-filtro para remoc¢dao de
residuos solidos insoluveis e particulados em suspensdo. Na sequencia, os pares de solugdes
Precursor 1 + 1,10-Phen e Precursor 1 + 2,2-Bipy foram juntados com a adi¢do do ligante
sobre o sal precursor em aliquotas de 1,0 mL e com agitacdo constante. Produziram-se
solucdes de coloragdo azul-turquesa limpidas, as quais foram armazenadas em frascos
fechados e ao abrigo da luz para induzir a cristalizacao.

Para a sintese dos complexos 5 e 6, as massas do sal precursor 2 foram dissolvidas
em 10 ml de DMF aquecido a = 60 °C e com agitacdo constante, as quais produziram
solucdes de coloragdo amarelo-claro. As massas dos ligantes neutros /,/0-Phen e 2,2-Bipy
foram solubilizadas em 5,0 mL de DMF a frio e com agitacdo constante, as quais produziram

solucdes incolores. Ambas as solugdes foram filtradas em papel-filtro para remocao de
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residuos solidos insoluveis e particulados em suspensdo. Na sequencia, os pares de solugdes
Precursor 2 + 1,10-Phen e Precursor 2 + 2,2-Bipy foram juntados com a adi¢cdo do ligante
sobre o sal precursor em aliquotas de 1,0 mL e com agitacdo constante. Produziram-se
solucdes de coloracdo amarelo-claro limpidas, as quais foram armazenadas em frascos

fechados e ao abrigo da luz para induzir a cristalizacao.

Figura 16 - Rotas de sintese dos complexos Cu(Valp),(1,10-Phen) (3), Cu(Valp),(2,2-
Bipy).H>0 (4), Zn(Valp),(1,10-Phen).H>0 (5) e Zn(Valp)2(2,2-Bipy).H>0 (6).
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4.2.2.1 Recuperagdo dos compostos 3, 4, 5e 6

O complexo 3 cristalizou apds 48 horas sob a forma de agulhas finas de coloragdo

verde-turquesa, como descrito por VEITIA et al., (2009). Os cristais foram lavados a frio com
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DMF e filtrados a vacuo. A massa recuperada foi seca sob vacuo por 12 horas e armazenada
em frasco de vidro ambar.

A solugdo do complexo 4 ndo cristalizou apds 48 horas. O solvente DMF foi
removido a pressdo reduzida com auxilio de evaporador rotativo, € a massa resultante foi
ressuspendida em 20 mL de cloroféormio, de acordo com o método descrito por ABUHIJLEH,
(1997). O solvente foi evaporado lentamente com auxilio de uma corrente de N, seco sobre a
solucdao até a saturacdo e consequente cristalizagdo do complexo. Os cristais azuis foram
lavados com DMF a frio e secas sob vacuo por 12 horas. Armazenou-se em frasco de vidro
ambar.

O complexo 5 cristalizou apds o esfriamento da mistura reagente com a formacgao de
cristais transparentes de morfologia de laminas, de acordo com a descricio de ABU et al.,
(2013). Os cristais foram recuperados apds 24 horas, com lavagem a frio com DMF e
filtragem seguida de secagem sob vacuo por 12 horas e armazenamento em frasco de vidro
ambar.

A solucao do complexo 6 ndo apresentou cristalizagdo apos 24 horas. A solugdo foi
concentrada em evaporador rotativo e a pressao reduzida até a remogao de 7-8 mL do solvente
DMF (= 50% do volume inicial). A solu¢do concentrada foi reservada e a cristalizacdo iniciou
ap6s = 30 minutos. Os cristais transparentes com morfologia de 1dminas planas foram lavados
com DMF a frio e recuperados por filtragdo. Secou-se sob vacuo por 12 horas e armazenou-se
em frasco de vidro dmbar.

As morfologias dos cristais dos compostos 3, 4, 5 e 6 foram analisadas em
microscopio Optico. As microfotografias (Figura 17) foram obtidas sob luz branca com

magnitudes de aumento de 50 vezes (6) e 100 vezes (3,4 ¢ 5).
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Figura 17 - Microfotografias dos complexos Cu(Valp),Phen (3), Cu(Valp),Bipy.H,O (4),
Zn(Valp),Phen.H>0 (5), Zn(Valp),Bipy.H>0 (6).

3

4.3 ANALISES INSTRUMENTAIS PARA IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

4.3.1 Determinacio dos pontos de fusao (PF)

Os pontos de fusdo dos complexos 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 foram determinados por
fusiometria capilar, com auxilio de um aparelho de ponto de fusdo analégico Fisatom, modelo
431. Aliquotas de = 1 mg de cada complexo foram acondicionadas em tubos capilares de
vidro com didmetro de 1,0 mm com a ponta selada. O equipamento foi ajustado com taxa de
aquecimento constante de ~ 5 °C durante toda a leitura. O ponto de fusdo foi determinado
mediante ao inicio da mudancga de fase sélido-liquido, com o valor da temperatura instantanea
lida na escala de um termdometro de merctrio acoplado. O sistema de resfriamento foi

acionado apds a fusdo completa de cada amostra para induzir a solidificagdo, seguida pelo
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reaquecimento da mesma para uma nova determinagdo. O procedimento foi repetido trés

vezes para a confirmagdo do ponto de fusao.

4.3.2 Analise dos grupos funcionais por FTIR

Os compostos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram analisados por FTIR para verificacdo dos grupos
funcionais organicos presentes nas estruturas quimicas. Aliquotas de 1,0 mg de cada
composto seco foram misturadas a 100,0 mg de KBr (grau espectroscopico) e mantidos sob
vacuo por 24 h. As misturas foram trituradas e homogeneizadas em gral de 4gata e moldadas
na forma de discos em prensa hidréulica, com pressio nominal de 10° Kg cm™. Os discos
prensados foram analisados em espectrometro Perkin Elmer®, modelo Spectrum 400
previamente calibrado por background da atmosfera ambiente para a supressdo das
interferéncias da umidade e do didxido de carbono. Os espectros foram obtidos em modo de
% de transmitancia em janela espectral de 4000,0 a 400,0 cm'l, com resolucao de 1,0 cmle
um total de 32 escaneamentos. Os espectros foram tratados com ferramentas de software para
correcdo automadtica da linha de base e para marcagao das bandas mais intensas. Os espectros
foram interpretados com auxilio do software IR Tutor, da Perkin Elmer® e com o uso de

dados obtidos de SILVERSTEIN, (1998).

4.3.3 Determinacio dos teores de Cobre e Zinco por FAAS

Os compostos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram analisados pela técnica de Espectrofotometria de
Absorcdo Atomica de Chama para determinag¢do quantitativa dos teores de metais cobre e
zinco. Aliquotas de cada complexo foram acondicionadas em frascos de vidro e mantidas sob
vacuo por 12 horas. Apos, determinaram-se as massas exatas em balanca semi-microanalitica
Ohaus®, modelo Analytical 200 Plus (erro + 0,00002g). A abertura das amostras foram
realizadas com adi¢do de HNO; 69% (grau espectroscopico) € aquecimento em chapa até a
digestdao completa da fracdo organica. As amostras digeridas foram arrefecidas a temperatura
ambiente, transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL e o volume foi completado com
agua MilliQ®. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro de absor¢do atomica
Perkim Elmer” A200, modelo AAnalyst 200 pela técnica de absor¢io de chama ar-acetileno.
As curvas de calibragdo foram preparadas a partir de solugdo-padrao auténtico de cobre e

zinco de 1000 ppm fornecido pela Merck”.
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4.3.4 Analise de '"H RMN e 3C RMN

Apenas os compostos 2, 5 ¢ 6 puderam ser analisados por RMN. A razdo ¢ a
presenca do Zn'?, uma espécie metélica diamagnética. Os compostos 1, 3 e 4 ndo podem ser
analisados por RMN em razdo do Cu™? ser paramagnético e interferir diretamente nos tempos
de relaxagdo dos nucleos em analise.

Foram utilizadas aliquotas de 10 mg de cada complexo para analise dos nucleos de
'H e aliquotas de 100 mg para analise dos nicleos de '°C. As amostras foram solubilizadas em
500 pL de CDCl;, acondicionadas em tubos de vidro e analisadas em dois espectrometros
diferentes: Bruker Avance 400 (Composto 2) e Varian Inova 300 (Compostos 5 ¢ 6). Os
espectros de 'H foram obtidos em 400,13 MHz (Composto 2) e a 299, 96 MHz (Compostos 5
e 6) no modo acoplado, com janelas espectrais de -2 a 16 ppm. Os espectros de BC foram
obtidos em um espectrometro Varian Inova 300 em 75,43 MHz no modo desacoplado, com
janela espectral de -10 a 210 ppm. O sinal do CHCIl; residual com deslocamento quimico &
7,26 ppm (singleto) foi utilizado como referéncia para escalonar os sinais nos espectros de 'H.

Para os espectros de ">C utilizou-se o sinal tripleto do CDCl; com & 77,00 ppm.

4.3.5 Analise espectrofotométrica de UV-Vis

Os complexos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram analisados por espectrofotometria de UV-Vis
para a verificacdo da presenca de bandas caracteristicas de grupos funcionais presentes nos
complexos. O experimento foi executado em um espectrofotdmetro Beckman®, modelo DU
530 com feixe Unico e cubeta de quartzo de 0,5 mL de capacidade e cominho optico de 1,0
cm. O equipamento foi configurado no modo de escaneamento, com janela espectral de 190 a
400 nm e a calibragdo da linha de base foi obtida com o solvente cloroformio. Os espectros de
absor¢ao de UV-Vis foram obtidos a partir das solugdes dos complexos preparadas em

cloroférmio em concentragdes de 10,0 pmol L™.

4.3.6  Analise de espectrometria de massas de alta resoluciao

Os complexos 3, 4, 5 e 6 foram analisados por HD-MS para obten¢do dos dados de
m/z correspondentes aos ions derivados das fragmentacdes, os quais foram utilizados como

ferramenta auxiliar para a confirmacdo das estruturas moleculares dos mesmos. Para a
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referida andlise, aliquotas sélidas de cada complexo foram solubilizadas em metanol para
obter-se solugdes de ~ 1 pg mL". As solugdes foram filtradas em membrana de acetato de
celulose com porosidade de 0,22 um e analisadas por infusdo direta em um espectrometro
Bruker micrOTOF-Q II acoplado com fonte de electrospray (ESI). As andlises foram
configuradas com os seguintes parametros: janela espectral: 50 a 1200 m/z; pressdao do
nebulizador de 0, 4 bar; gas de secagem N, a 180 °C e fluxo de 5,0 L min™; ddp do capilar -
3500 V para analise no modo ions positivos. Os espectros foram obtidos e tratados com

auxilio do software Compass Data Analisys 4.0.

4.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE MIMETICA DE SOD-LIKE E CAT-LIKE

Estes experimentos exploram o potencial redox dos complexos metalicos. Os
principios dos métodos residem no fato de algumas moléculas mimetizarem o efeito redox das
enzimas Catalase (Cat) e Superdxido dismutase (Sod) quando expostas as espécies reativas de

oxigénio superdxido (O7) e peroxido O™).

4.4.1 Ensaio de Sod-like

O ensaio de superdxido dismutase (Sod-/ike) foi realizado através da avaliacao da
inibicdo da taxa de formag¢do de adrenocromo autocatalitico produzido pela reagdo entre
epinefrina (adrenalina) e o anion-radical superdxido oriundo do oxigénio molecular presente
na solucao.

Figura 18 - Reacdo auto catalitica de oxidag@o da adrenalina a adrenocromo.
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Fonte: Adaptado de SZIGYARTO et al., (2013).

Para o resultado ser considerado positivo, o composto em teste deve mimetizar o

efeito catalitico de uma enzima SOD como dismutador do radical-dnion superdxido a
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perdxido de hidrogénio, uma espécie de ROS menos reativa. A reagdo foi preparada em uma
cubeta de vidro, onde adicionaram-se solugdes aquosas de 1,0 mmol L de adrenalina em pH
2,0 e 50,0 mmol L™ de glicina pH 10,2. A solugdo etandlica do complexo foi adicionada a
cubeta e a reagdo foi monitorada em espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-1700 a 480 nm
e a temperatura constante de 30 °C, segundo BANNISTER & CALABRESE, (1987). Os
resultados foram expressos como unidades de superéxido dismutase (USOD). Uma unidade
da enzima SOD ¢ definida como a quantidade de enzima que inibe a taxa de formacao de

adrenocromo em 50%.

4.4.2 Ensaio de Cat-like

Ensaio de Cat-/ike foi realizado de acordo com o método descrito por AEBI, 1984.
O ensaio determina a taxa de decomposi¢cdo de peroxido de hidrogénio H,O, monitorado
espectrofometricamente a 240 nm em pH 7,4. A reacdo foi conduzida a 30 °C durante 1 min.
Os resultados sdo expressos como unidades de catalase (UCAT). Uma unidade de UCAT ¢
definida como a quantidade de enzima que decompde 1 mmol de H,0O; em 1 minuto a pH 7.4.

As leituras foram realizadas em espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-1700.

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS COM ARTEMIA SALINA

Os ensaios biologicos com 4. salina visaram determinar a citotoxicidade aguda dos
complexos 3, 4, 5 e 6 e controles e obter a CL5 para o modelo em estudo. O procedimento foi
executado segundo metodologia descrita por MEYER et al., (1982) para eclosdo e incubacdo

dos nauplios.

4.5.1 Eclosao dos cistos de A. salina

O meio de cultura consistiu de 2,0 L de solugdo salina preparada com agua Milli-Q e
sal marinho a 36,5 g L™". A solugdo foi filtrada e acondicionada em um aquério de vidro
(25x15x20 cm), onde se adicionaram 0,2 g de ovos de A. salina para incubagdo. 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 19). O aquecimento e a iluminag¢do foram

fornecidos por uma lampada incandescente de 60 W. Foram adicionadas 0,2 g de fermento
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bioldgico seco (Saccharomycces cerevisiae) como fonte alimentagdo para os nauplios apds 30
h de incubagao.

Figura 19 - Sistema para eclosao e crescimento de A. salina.
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4.5.2  Preparo das amostras para incubacio

Foram pesadas aliquotas de 50,0 mg dos complexos Cu(Valp),Phen,
Cu(Valp),Bipy.H,0, Zn(Valp),Phen.H,;O e Zn(Valp),Bipy.H,0O. Cada amostra foi misturada
de 365,0 mg de NaCl e moida com auxilio de gral e pistilo de agata. As misturas pulverizadas
foram suspendidas em dgua Milli-Q e Tween 80 a 1,0% em baldes volumétricos de 10,0 mL e
homogeneizadas em banho de ultrassom por 10 minutos, as quais produziram suspensdes
coloidais. A solug¢do-branco foi preparada com solucdo salina 3,65% + Tween 80 a 1,0%.
Produziram-se também ensaios de controle com NaValp, 1,10-Phen, 2,2-Bipy ¢ K;Cr;0O; em

~ -1 c o~
concentragdes 0,5 mg mL~ com as mesmas condi¢des de solvente.

4.5.3 Incubacio

O procedimento de transferéncia foi iniciado apds 48 h de incubagdo, com uso de
placas para cultura celular de 24 pogos. Um total de 18 a 22 nauplios foram transferidos para
cada pogo com uso de micropipetador automatico, juntamente com 800 pL da solucao salina.
Na sequéncia, adicionaram-se combinacdes de 200 uL das solucdes de amostra + solugdo-
branco (solucao salina + Tween 80 1,0%) de modo a obter as concentragdes de 1000,0, 750,0,
500,0, 250,0, 100,0, 50,0 ¢ 10,0 png mL’! para os compostos 3, 4, 5, 6 e o controle NaValp. Os
controles /,10-Phen, 2,2-Bipy ¢ K,Cr,0; foram preparados seguindo a mesma metodologia

descrita acima, porém as concentragdes finais para o teste foram de 100, 75, 50, 25, 10, 5 e 1
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ng mL'. Os controles negativos consistiram de 200 pL de solugio em branco. Cada
concentragdo foi replicada 4 vezes dentro de cada ensaio. Os experimentos foram mantidos
incubados por 24 horas nas mesmas condi¢des de temperatura de eclosdo, porém sem
iluminacdo direta. A contagem do numero de mortos foi realizada em microscopio
estereoscopico com iluminacdo, no qual se considerou morto o nauplio imével ao estimulo

luminoso. O experimento foi repetido trés vezes e em dias diferentes.

4.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E VIABILIDADE CELULAR

A citotoxicidade dos complexos 5 ¢ 6 foi determinada por exposicao de culturas

celulares a diferentes concentragdes de cada complexo.

4.6.1 Cultura de células

Para o estudo utilizaram-se células de ovario de hamster (CHO). A linhagem celular
CHO-K1 (ATCC CCL-61) foi cultivada em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL; Life Technologies) e 1%
de penicilina-estreptomicina em atmosfera umidificada com 5% de CO, e temperatura
controlada a 37 °C. As células foram incubadas em microplacas de 96 pocos em
concentracdes de 8x10* unidades mL™. Aliquotas dos complexos 5 e 6 foram solubilizadas
em etanol/agua 80/20% e filtradas em membrana estéril 20 pm. As solu¢des dos complexos
foram diluidas em meio de cultura para obtencao das concentragdes de 2,0, 5,0, 10,0, 15,0,
20,0 e 25,0 pg mL™', seguida de aplicagio sobre as culturas celulares. Cada concentragdo foi
testada em duplicata. As avaliagdes de viabilidade celular foram realizadas apds de 24 horas
de exposi¢cdo ao complexo organometalico. O procedimento foi replicado trés vezes em dias

diferentes.

4.6.2 Ensaio MTT

A viabilidade celular foi determinada pela redu¢do do MTT (brometo de (3- 4,5
dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio) de acordo com metodologia descrita por DENIZOT &
LANG, (1986), partindo-se de uma concentragio celular de 8x10* células mL™'. Apos
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remo¢ao do meio com o tratamento foi acrescentado 0,1 mL de meio DMEM sem soro
contendo MTT (1,0 mg mL™"). A mistura foi incubada em estufa a 37 °C com 5% de CO, por
duas horas. O meio com MTT foi retirado e o precipitado formado dissolvido em DMSO com
posterior agitagdao por 30 minutos.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro Molecular Devices®

, modelo
Espectra Max M2°, foi realizada em 570 nm ¢ os resultados expressos em porcentagem de
viabilidade. A absorbancia do controle negativo (células que nao receberam tratamento com o
complexo metalico) representou 100% de viabilidade e os valores das células tratadas foram

calculadas como porcentagem do controle.



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.2 RECUPERACAO DOS PRODUTOS DE SINTESE

Os rendimentos estequiométricos dos compostos precursores 1 e 2 estdo expressos na
Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimentos obtidos para os sais precursores 1 ¢ 2.

Composto MW (g.mol'l) Rendimento (%)
Cuy(Valp, (1) 699,90 99
Zny(Valp) 4 (2) 703,57 88

Os compostos 1 e 2 presentaram rendimentos correspondentes as descri¢des de VEITIA et al.,
(2009) e ABU et al., (2013).

Os rendimentos estequiométricos dos compostos 3, 4, 5 ¢ 6 estdo expressos na
Tabela 4.

Tabela 4 - Rendimentos obtidos para os complexos 3,4, 5¢ 6

Composto MW (g mol'l) Rendimento (%)
Cu(Valp),(1,10-Phen) (3) 530,16 88
Cu(Valp),(2,2-Bipy).H,0 (4) 524,15 99
Zn(Valp),(1,10-Phen).H,O (5) 550,01 90
Zn(Valp),(2,2-Bipy).H,0 (6) 525,98 59

Os compostos 3 ¢ 4 apresentaram rendimentos correspondentes as descri¢des de VEITIA et
al., (2009) e ABUHIJLEH, (1997). O composto 5 apresentou um rendimento de 90%, um
valor 85% superior ao rendimento reportado por ABU et al., (2013). O rendimento superior
pode ser atribuido a modificacdes no método, como o uso de DMF como solvente em
detrimento ao metanol utilizado na técnica original. O resultado apresenta um melhoramento

da técnica. O composto 6 ¢ inédito, portanto nao possui literatura para comparagao.

53 ELUCIDACAO DAS ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPLEXOS

Os complexos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram analisados por diversas técnicas de

caracterizagdo quimica para confirmacao das férmulas moleculares e dos arranjos atdmicos.
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5.3.1 Analise dos pontos de fusiao (PF)

Os pontos de fusdo dos complexos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram determinados pela técnica
de fusiometria capilar (Tabela 5). As leituras foram realizadas em triplicata e todos os
resultados foram coincidentes.

Tabela 5 - Pontos de fusdo dos complexos 1, 2, 3,4, 5 ¢ 6.

Complexo PF (°C)
Cuy(Valpy (1) 312
Zny(Valp) 4 (2) 207
Cu(Valp):(1,10-Phen) (3) 202
Cu(Valp):(2,2-Bipy).H>0 (4) 93
Zn(Valp),(1,10-Phen).HO0 (5) 223
Zn(Valp),(2,2-Bipy).H,0 (6) 150

Todos os complexos apresentaram fusdo homogénea e recristalizaram apds
resfriamento. Os valores de PFs para os compostos 1 ¢ 3 corroboram com a descrigdo de
VEITIA et al., (2009), os quais evidenciam que a técnica de sintese foi reproduzida com
sucesso e se tratarem das mesmas moléculas. O composto 2 fundiu com uma diferenca de 43
°C abaixo do valor descrito por ABU et al., (2013), enquanto o composto 5 fundiu com uma
diferenga de 20 °C acima do valor descrito na mesma referéncia. Os compostos 4 e 6 (inédito)
ndo dispunham de dados de PF na literatura para comparagao.

Segundo MINAMISONO & TAKIYAMA, (2013), as diferencas dos PFs podem
resultar da formacao de polimorfos decorrentes de variagdes sutis do procedimento de sintese,
como temperatura, concentragdo e pureza dos reagentes e dos solventes e velocidade de
cristalizagdo. Estas varidaveis também podem produzir complexos com diferentes graus de
hidratacdo, os quais podem apresentar PFs diferentes para o0 mesmo composto.

A técnica de PF ¢ uma metodologia exploratoria e comparativa, porém pouco

conclusiva para a determinagao das estruturas moleculares.

5.3.2  Analise dos espectros de UV-Vis

As solugdes dos complexos 1, 2,3,4,5¢e 6 a 10 umol L! apresentaram absorc¢do de

radiacdo UV-Vis com maiores intensidades entre A 230-330 (Figura 20). O composto 5
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apresentou um padrdo de absor¢do concordante com a descricdo de ABU et al., (2013). As
bandas de absor¢ao para os compostos 3 -5 e 4 - 6 apresentaram posicionamentos e padroes
similares a descricdo de LINNELL & KACZMARCZYK, (1961) para o ligante /,10-Phen ¢
2,2-Bipy puros, os quais evidenciam a presenca dos referidos ligantes nas estruturas
moleculares dos complexos. Os compostos precursores 1 e 2 apresentaram absor¢des com
intensidades inferiores aos compostos 3,4, 5 ¢ 6.

Figura 20 - Espectros de absor¢do no UV-Vis para os complexos 1, 2, 3,4, 5 ¢ 6.
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Os baixos coeficientes de absor¢do molares dos compostos 1 e 2 para a janela
espectral ¢ justificavel pelo fato de apenas as ligagdes do tipo 7 e elétrons livres absorvem
radiofrequéncias na faixa de 200 a 400 nm (SKOOG, 2000). Os grupos carboxilatos de acidos
carboxilicos sdo grupos cromoforos de baixa absorcdo, e as contribuigdes nas massas molares
destes grupos na massa molecular dos compostos ¢ baixa. Os complexos 3 e 5 possuem 1
equivalente molar do grupo /,/0-Phen por mol de complexo. Os elétrons m ressonantes do
sistema aromatico do grupo /,10-Phen proporcionam alto coeficiente de absor¢ao molar, com
maximos de absor¢do localizados em A 260-280 nm. As intensidades similares de absor¢ao
para os complexos 3 e 5 para as mesmas concentragdes molares evidenciam a similaridade
estrutural das duas substancias. Os complexos 4 e 6 possuem 1 equivalente molar do grupo
2,2-Bipy. Similar ao grupo [,10-Phen, o 2,2-Bipy também possui sistemas de elétrons =«
ressonantes do seu sistema aromatico, o qual proporciona alto coeficiente de absor¢ao molar

com maximos de absor¢do nos intervalos A 295-300 nm e A 240-260 nm. As intensidades
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similares de absor¢do para os complexos 4 ¢ 6 para as mesmas concentragdes molares

evidenciam a similaridade estrutural das duas substancias.

5.3.3  Analise dos espectros de FTIR para todos os complexos

O espectro de FTIR para o complexo 1 (Figura 21) apresentou bandas caracteristicas
para grupo carboxilato alifatico similar a descri¢do de VEITIA et al., (2009).
Figura 21 - Espectro de FTIR do complexo precursor 1.
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As bandas alongadas em 2960 cm™, 2951 cm™ e 2863 cm™ correspondem respectivamente aos
estiramentos antissimétricos das ligagdes H-Csp> das metilas do valproato, a estiramentos
antissimétricos dos hidrogénios metilénicos das cadeias alquilicas e aos estiramentos
simétricos das ligagdes H-Csp’ de grupos metil e metileno do valproato. A banda
correspondente ao estiramento da ligagdo O=Csp” do grupo carbonila aparece em 1584 cm™.
Em 1422 cm’ corresponde a contragio/alongamento do segmento O-Csp*-Csp’, o qual
envolve o grupo carboxilato e o carbono a-carbonilico. As bandas entre 1400 e 400 cm’’
compreendem ao intervalo conhecido como impressdo digital da molécula. A banda
arredondada presente em 3450 cm’ refere-se a 4gua de hidratagdo, seja na forma de umidade
residual do composto ou da pastilha de KBr por exposicio ao ar umido durante o

procedimento.
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O espectro de FTIR para o complexo 2 (Figura 22) apresentou bandas caracteristicas
para grupo carboxilato alifatico similares as descritas por ABU et al., (2013).

Figura 22 - Espectro de FTIR do complexo precursor 2.
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As bandas alongadas em 2961 cm™, 2951 cm™ e 2874 cm™' correspondem respectivamente aos
estiramentos antissimétricos das ligagdes H-Csp® das metilas do valproato, aos estiramentos
antissimétricos das ligagdes H-Csp® metilénicas das cadeias alquilicas e aos estiramentos
simétricos das ligagdes H-Csp® dos grupos metil e metileno da cadeia alquilica. O grupo de
bandas alongadas localizadas entre 1600 e 1530 cm™ correspondem aos estiramentos das
ligagdes O=Csp® do grupo carbonila. As bandas localizadas em 1468 cm™ correspondem a
deformagdes angulares assimétricas dos grupos metil e metileno. Em 1428 cm™ corresponde a
contragdo/alongamento do segmento O-Csp>-Csp’, o qual envolve o grupo carboxilato e o
carbono a-carbonilico. As bandas entre 1400 e 400 cm™ compreendem a impressio digital da
molécula. A banda arredondada presente em 3450 cm' refere-se 4 4gua de hidratacdo, seja na
forma de umidade do composto ou da pastilha de KBr por exposi¢do ao ar umido durante o
procedimento.

O espectro de FTIR para o complexo 3 (Figura 23) apresentou bandas caracteristicas
para grupo carboxilato alifatico e grupo aromatico concordantes com a descrigio de VEITIA

et al., (2009).
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Figura 23 - Espectro de FTIR do complexo 3.
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A banda curta em 3057 cm™ corresponde aos estiramentos das ligagdes H-Csp® do grupo
1,10-Phen. As banda alongadas em 2959 cm’™, 2934 cm” e 2870 cm’correspondem
respectivamente aos estiramentos antissimétricos das ligagdes H-Csp® dos grupos metilicos do
valproato, aos estiramentos antissimétricos das ligagdes H-Csp”® de grupos metilénicos das
alquilicas do valproato e aos estiramentos simétricos das ligacdes H-Csp> de grupos metil e
metileno do valproato. A banda correspondente ao estiramento da ligagio O=Csp” grupo
carbonila aparece em 1569 cm™. A banda localizada em 1466 cm™ corresponde a deformagdes
angulares assimétricas das ligagdes H-Csp’ dos grupos metil e metileno. A banda delgada em
1514 cm-1 compreende diferentes estiramentos das ligagdes Csp>-Csp” dos anéis aromaticos.
Em 1408 cm’ corresponde a contragio/alongamento do segmento O-Csp>-Csp’, o qual
envolve o grupo carboxilato e o carbono a-carbonilico. A banda alongada em 727 cm’
corresponde a deformagdo angular H-Csp” aromatica fora do plano. As bandas entre 1400 e
400 cm’™ compreendem a impressao digital da molécula. A banda arredondada presente em
3450 cm’ refere-se 4 4gua de hidrataco, seja na forma de umidade do composto ou da
pastilha de KBr por exposi¢ao ao ar umido durante o procedimento. Sinteses similares
descritas por ABUHIILEH, (1993) e VEITIA et al., (2009) nio identificaram moléculas de

agua quimicamente ligada ao centro metélico de Cobre II.
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O espectro de FTIR para o complexo 4 (Figura 24) apresentou bandas caracteristicas
para grupo carboxilato alifatico e grupo aromatico concordantes com a descricdo de
ABUHIJLEH, (1997).

Figura 24 - Espectro de FTIR do complexo 4.
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O grupo de bandas curtas em 3112, 3084, 3061 e 3136 cm™ correspondem aos estiramentos
das ligagdes H-Csp® do grupo 2,2-Bipy. As bandas alongadas em 2956 cm™, 2871 cm™ e
2929 cm’™ correspondem respectivamente aos estiramentos antissimétricos das ligagdes H-
Csp® dos grupos metilicos do valproato, aos estiramentos antissimétricos das ligacdes H-Csp’
de grupos metilénicos das alquilicas do valproato e aos estiramentos simétricos das ligacdes
H-Csp® de grupos metil e metileno do valproato. O grupo de bandas alongadas localizadas
entre 1610 e 1570 cm™ correspondem aos estiramentos das ligagdes O=Csp® do grupo
carbonila. O espectro evidencia a presenca de grupos carbonila diferenciados, o que sugere a
presenca de mais de uma forma arranjo molecular com féormula minima Cu(Valp),Bipy.HO.
A banda localizada em 1466 cm™ corresponde a deformagdes angulares assimétricas das
ligagdes H-Csp® dos grupos metil e metileno. Em 1406 cm™ corresponde a
contragio/alongamento do segmento O-Csp>-Csp’, o qual envolve o grupo carboxilato e o
carbono a-carbonilico. A banda alongada em 773 cm™ corresponde a deformacdo angular H-
Csp” aromética fora do plano. As bandas fracas entre 1400 e 400 cm™ compreendem a
impressdo digital da molécula. A banda arredondada presente em 3447 cm™ corresponde a

uma molécula de 4gua quimicamente ligada ao centro metalico de Cobre II.
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O espectro de FTIR para o complexo 5 (Figura 25) apresentou bandas caracteristicas
para grupo carboxilato alifatico e grupo aromatico concordantes com a descricdo de ABU et
al., (2013).

Figura 25 - Espectro de FTIR do complexo 5.
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A banda curta em 3066 cm’ corresponde aos estiramentos das ligagdes H-Csp” do grupo
1,10-Phen. As bandas médias em 2958 cm'l, 2931 cm”! e 2872 cm’! correspondem
respectivamente aos estiramentos antissimétricos das ligagdes H-Csp® dos grupos metilicos do
valproato, aos estiramentos antissimétricos das ligagdes H-Csp” de grupos metilénicos das
alquilicas do valproato e aos estiramentos simétricos das ligagdes H-Csp® de grupos metil e
metileno do valproato. A banda correspondente ao estiramento da ligagio O=Csp” grupo
carbonila aparece em 1594 cm™. A banda localizada em 1452 cm™ corresponde a deformagdes
angulares assimétricas das ligagdes H-Csp’ dos grupos metil e metileno. A banda delgada em
1517 cm™ compreende diferentes estiramentos das ligagdes Csp-Csp” dos anéis aromaticos.
Em 1408 cm’ corresponde a contragio/alongamento do segmento O-Csp*-Csp’, o qual
envolve o grupo carboxilato e o carbono a-carbonilico. A banda alongada em 729 cm™
corresponde a deformagdo angular H-Csp” aromatica fora do plano. As bandas entre 1400 e
400 cm™ compreendem a impressdo digital da molécula. A banda arredondada presente em

3447 cm™ corresponde a uma molécula de dgua quimicamente ligada ao centro metalico de
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Zinco II, segundo analise cristalografica realizada por ABU et al., (2013), ou agua de
hidratacao.

O espectro de FTIR para o complexo 6 (Figura 26) apresentou semelhangas ao
espectro do composto 4.

Figura 26 - Espectro de FTIR do complexo 6.
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O grupo de bandas curtas em 3109, 3078 e 3032 cm™ correspondem aos estiramentos das
ligagdes H-Csp” do grupo 2,2-Bipy. As bandas alongadas em 2955 cm™, 2931 cm™ e 2870
cm™ correspondem respectivamente aos estiramentos antissimétricos das ligagdes H-Csp® dos
grupos metilicos do valproato, aos estiramentos antissimétricos das ligacdes H-Csp® de grupos
metilénicos das alquilicas do valproato e aos estiramentos simétricos das ligacdes H-Csp® de
grupos metil e metileno do valproato. O grupo de bandas alongadas localizadas entre 1607 e
1554 cm™ correspondem aos estiramentos das ligagdes O=Csp” dos grupos carbonilas. A
banda localizada em 1444 cm’ corresponde & deformagdes angulares assimétricas das
ligagdes H-Csp® dos grupos metil e metileno. A banda delgada em 1491 cm-1 compreende
diferentes estiramentos das ligagdes Csp>-Csp® dos anéis aromaticos. Em 1422 cm’
corresponde a contragdo/alongamento do segmento O-Csp>-Csp’, o qual envolve o grupo
carboxilato e o carbono o-carbonilico. A banda alongada em 781 cm™ corresponde a
deformacio angular H-Csp” aromatica fora do plano. As bandas fracas entre 1400 e 400 cm™

compreendem a impressao digital da molécula. A banda arredondada presente em 3440 cm’
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indica a possibilidade da existéncia de moléculas de dgua quimicamente ligadas ao centro

metalico de Zinco II, segundo descri¢ao de (LI et al., 2011), ou apenas agua de hidratagdo.

5.3.4  Analises dos teores de Cu e Zn nos complexos 1,2,3,4,5e 6

Os teores de Cu e Zn para todos complexos foram obtidos por FAAS. Os desvios
expressos na Tabela 6 foram calculados por correlagdo entre os valores experimentais os
valores teoricos dos teores de metais baseados nas massas molares dos complexos.

Tabela 6 - Teores de Cobre e Zinco determinados por FAAS para todos os complexos.

Comblexo Cu (% m/m) Zn (% m/m)
piex Experimental | Teérico | Desvio | Experimental I Teérico | Desvio
Cux(Valp)4 (1) 17,82 18,16 -1,87
Zny(Valp)4(2) 18,19 18,59  -2,15
Cu(Valp),(1,10-Phen) (3) 12,05 11,99 +0,50
Cu(Valp),(2,2-Bipy).H,0 (4) 13,22 12,02 +9,98
Zn(Valp),(1,10-Phen).H,0
11,29 11,89 -5,04
)
Zn(Valp),(2,2-Bipy).H,0 (6) 12,09 12,43 2,73

Os teores de metais nas amostras corroboram com as estimativas feitas a partir das
formulas moleculares idealizadas para cada composto. Os desvios observados podem ser
decorrentes de erros acumulados durante as etapas de execugdo da técnica, visto que a FAAS
envolve pesagem, transferéncia de solido, digestdo, transferéncia de liquido, diluicdo e
analise. Um fator de desvio da idealidade pode ser resultado da presenca de impurezas de
sintese que cristalizam em conjunto com o produto. Outro fator reside na formagdo de
arranjos cristalinos com graus de hidratagdo diferentes dos valores citados em literaturas de
referéncia. Ressalta-se que as técnicas de sintese e cristalizacio de complexos

organometalicos sdo altamente sensiveis a alteracdes do meio.

5.3.5  Analise dos espectros de '"H RMN e *C RMN

Os espectros de RMN foram analisados e editados com auxilio do software

MestReNova® versdo 6.0.2-5475.
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5.3.5.1 Andlise dos espectros de "H RMN e >C RMN para o complexo 2

Figura 27 - Espectro de "H RMN do complexo 2.
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Os sinais compreendidos entre & 0,8 e 2,4 ppm sdo caracteristicos para hidrogénios
alquilicos (SILVERSTEIN & WEBSTER, 1998). O tripleto posicionado em & 0,87 ppm (J =
8 Hz) ¢ correspondente aos seis hidrogénios metilicos simétricos 6-carbonilicos do grupo
valproato acoplados aos hidrogénios y-carbonilicos. O sextupleto presente em 6 1,28 ppm (J
= 8 Hz) corresponde aos quatro hidrogénios metilénicos simétricos y-carbonilicos do grupo
valproato acoplados aos hidrogénios metilicos d-carbonilicos e os hidrogénios metilénicos [3-
carbonilicos. Os quatro hidrogénios B-carbonilicos sdo atribuidos aos dois multipletos em &
1,39 e 6 1,57 ppm. Estes acoplam com os hidrogénios metilénicos y-carbonilicos e o
hidrogénio metinico a-carbonilico. O desdobramento do sinal pode ser atribuido ao fato de
que os grupos metilénicos B-carbonilicos encontram-se distribuidos espacialmente em
ambientes quimicos diferentes, embora o grupo valproato possua um plano de simetria
(Figura 27). O multipleto posicionado em 6 2,39 ppm (J = 4,7 Hz) corresponde ao hidrogénio
metinico a-carbonilico acoplado aos hidrogénios metilénicos -carbonilicos. A contagem total

de hidrogénios por integragao das areas dos picos corresponde ao numero total de hidrogénios
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presentes no grupo valproato. O espectro de 'H RMN para o complexo 2 (Figura 27)
apresentou deslocamentos quimicos 9, desdobramentos de sinal e constantes de acoplamento J
que corroboram com a descricdo de ABU et al., (2013) para sintese ¢ analise similar. O
espectro de '"H RMN para o composto 2 corresponde ao mesmo padrio espectral e
deslocamentos 6 obtido por PELLERITO et al., 2013 ¢ KOSHIKARI et al., 2012 para o AVP
puro obtido em 500 MHz (Figura 28), o qual indica pouca influéncia do Zn™* nos
deslocamentos dos ntcleos de 'H.

Figura 28 - Espectro de referéncia de "H RMN para o AVP obtido em 500 MHz.
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Fonte: KOSHIKARI et al., 2012.

Os sinais de "°C para o complexo 2 (Figura 29) apresentam simetria entre os dois
grupos n-propil da molécula de valproato. Os dois carbonos d-carbonilicos aparecem
deslocados em 6 14,01 ppm. Em caso similar, os pares simétricos de carbonos y e B-
carbonilicos aparecem deslocados em 6 20,65 e 6 35,09 ppm, respectivamente. O carbono -
carbonilico aparece em 6 47,49 ppm. O carbono da carboxila aparece em 6 186, 26 ppm. A
auséncia de duplicidade nos sinais do carbono da carboxila e do carbono a-carbonilico
evidencia a presenga de um elemento de simetria de ligagdo dos grupos carboxilato com o
atomo de zinco central, visto que a estequiometria do complexo tem razao metal:ligante 1:2.
O espectro de *C RMN para o complexo 2 ndo apresenta diferenca quando comparado ao
espectro de *C RMN para o AVP puro (Figura 30), fator que indica pouca influéncia do

atomo de Zn"? nos deslocamentos quimicos & dos nucleos de *C do grupo valproato.



Figura 29 - Espectro de *C RMN do complexo 2.

68

C13 Comp 2
RA174F1 200
TolSRib
8 _ F190
s S
D 180
170
HH wHH
7-7 C{ 160
H-C H H G-H 150
H C-H H-C H
H« H H »H o
H, ‘¢ [ \ ‘. H 3 L 140
S 9o o S~c¢ S 8
H H: H ¢c= <Cc” H ] H L130
H / \ H
(o) o 120
AN e
Zn Zn L110
/ AN
C{ ? 100
H H H H
PR DS Vi G- NG " Y 90
L~ °C C™ N\.-C]
H G \ [ O H H80
H Hy o H-¢ M
Hmu;:\/ H H \75..“\H 70
C- c 60
HOEH Mg £
g 50
o
5 2 k40
=3 N
o N %
N
& | I 20
3
N 10
. L) Lo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 “ 200 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm
. A . 13 .
Figura 30 - Espectro de referéncia de “C RMN para o AVP obtido em 125 MHz.
]
|
L. . I
i R
L e 'T_|_r T Tyt r'|"'|’ TP T O I OTTT T TTT T T TTTT T"_|— r “_r|_|' '-"_H 'I-'r'_" i F T ‘_lr'!
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Fonte: KOSHIKARI et al., 2012.



69

5.3.5.2 Andlise dos espectros de 'H RMN e >C RMN para o complexo 5

Figura 31 - Espectro de "H RMN do complexo 5.
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Os sinais compreendidos entre 6 0,8 e 2,35 ppm sdo caracteristicos para hidrogénios
alquilicos e coincidem com os deslocamentos e desdobramentos de sinais observados na
Figura 27 para o grupo valproato. A integracdo dos sinais para os hidrogénios do grupo
valproato também mantém a proporcao estequiométrica metal:ligante 1:2. O singleto presente
em 0 3,53 ppm corresponde a hidrogénios de moléculas de 4gua. Os sinais presentes entre 0
7,81 e 8 9,24 ppm correspondem a hidrogénios do grupo aromatico 1,10-Phen. O pico
desdobrado localizado em 6 7,81 ppm corresponde a um dubleto de dubletos (J = 8,19 Hz)
correspondente aos hidrogénios 3 e 8. O singleto localizado em o 7,89 ppm corresponde aos
hidrogénios simétricos 5 € 6. Os picos localizados em & 8,47 ppm corresponde a um dubleto
de dubletos equivalentes aos hidrogénios 4 e 7. As constantes de acoplamento J = 8,16 ¢ 1,53
Hz correspondem ao acoplamento entre os hidrogénios 4 —3 e 7 — 8. Os picos localizados em
0 9,24 ppm correspondem a um dubleto de dubletos correspondentes aos hidrogénios
simétricos 2 ¢ 9. As constantes de acoplamento J = 4,71 e 1,44 Hz correspondem ao

acoplamento entre os hidrogénios 2 —3 e 9 — 8.
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Figura 32 - Espectro de '*C RMN do complexo 5.
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Os sinais de "°C para o complexo 5 (Figura 32) apresentam a simetria esperada entre
os dois grupos n-propil da molécula de valproato. Os carbonos 6-carbonilicos aparecem
deslocados em & 14,04 ppm. Em caso similar, os pares simétricos de carbonos y e [-
carbonilicos aparecem deslocados em ¢ 20,70 e & 35,40 ppm, respectivamente. Os carbono a-
carbonilico aparece em 0 46,08 ppm. Os carbonos dos grupos carboxilatos aparecem em o
186, 25 ppm. Os sinais presentes entre 6 124 e 6 149 ppm correspondem aos carbonos do
sistema aromatico do grupo 1,10-fenatrolina. A presenga de apenas seis picos correspondentes
a doze carbonos dentro deste intervalo confirma a presenga de um plano de reflexdo como
operacdo de simetria que divide o grupo 1,10-Phen em duas metades equivalentes. Os
respectivos sinais localizados em 6 124,99, 6 126,58, 6 128,46, 6 138,84, & 140,85 ¢ & 149,96
ppm correspondem aos respectivos pares de carbonos simétricos 3 — 10,6 —-7,5-8,4-9, 13
— 14 e 2 — 11. Ao se realizar as operagdes de simetria dos grupos valproato e do grupo 1,10-
fenantrolina, evidencia-se que a contagem total dos picos corresponde ao numero total de

carbonos esperados para a estrutura molecular idealizada na Figura 16.

5.3.5.3 Andlise dos espectros de "H RMN e ">C RMN para o complexo 6



Figura 33 - Espectro de 'H RMN do complexo 6.
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Os sinais compreendidos entre 6 0,75 e 2,32 ppm sdo caracteristicos para hidrogénios
alquilicos e coincidem com os deslocamentos e desdobramentos de sinais observados na
Figura 27 para o grupo valproato. A integracdo dos sinais para os hidrogénios do grupo
valproato também mantém a proporcao estequiométrica metal:ligante 1:2. O singleto presente
em 9 3,69 ppm corresponde a hidrogénios de moléculas de 4gua. Os sinais presentes entre o
7,49 e o6 8,91 ppm correspondem a hidrogénios do grupo aromatico 2,2-Bipy. O pico
desdobrado localizado em 6 7,49 ppm corresponde a dois tripletos sobrepostos (J = 6,28 Hz)
correspondente aos hidrogénios 3 — 8 acoplados com 2 —4 ¢ 7 — 9. O pico localizado em 6
7,96 ppm corresponde a dois tripletos sobrepostos (J = 6 Hz) decorrentes dos acoplamentos
do hidrogénio 4 com os hidrogénios 3 — 5 e do hidrogénio 7 com os hidrogénios 6 — 8. O
dubleto localizado em d 8,19 ppm corresponde aos hidrogénios 5 e 6 acoplados com os
hidrogénios simétricos 4 e 7. O dubleto localizado em o6 8,90 ppm corresponde aos

hidrogénios 2 e 9 (J = 3) acoplados com os hidrogénios 3 e 8 respectivamente.
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Figura 34 - Espectro de *C RMN do complexo 6.
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Os sinais de °C para o complexo 6 (Figura 34) apresentam simetria entre os dois
grupos n-propil da molécula de valproato. Os carbonos d-carbonilicos aparecem deslocados
em & 14,05 ppm. Em caso similar, os pares simétricos de carbonos y e P-carbonilicos
aparecem deslocados em 6 20,67 e 6 35,38 ppm, respectivamente. Os carbono a-carbonilico
aparece em 0 46,01 ppm. Os carbonos dos grupos carboxilatos aparecem em & 186, 09 ppm.
Os sinais presentes entre & 120 e 6 149 ppm correspondem aos carbonos do sistema aromatico
do grupo 2,2-bipiridina. A presenca de apenas cinco picos correspondentes a dez carbonos
dentro deste intervalo confirma a presenca de um plano de reflexdo como operagdo de
simetria que divide o grupo 2,2-bipiridina em duas metades equivalentes. Os respectivos
sinais localizados em 6 120,88, & 125,94, 6 140,12, 6 148,96, e 6 149,63 ppm correspondem
aos respectivos pares de carbonos simétricos 5 — 8,3 — 10,4 —-9,2 — 11, e 6 — 7. Ao se
realizar as operagdes de simetria dos grupos valproato e do grupo 2,2-bipiridina, evidencia-se
que a contagem total dos picos corresponde ao numero total de carbonos esperados para a

estrutura molecular idealizada na Figura 16.
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5.3.6  Analise dos espectros de massas

Os espectros de massas obtidos por HD-MS foram analisados com auxilio do
software Bruker Daltonics Compass DataAnalysis 4.0. As propostas para as possiveis
formulas moleculares correspondentes aos valores de m/z, assim como os valores dos erros
em torno dos valores verdadeiros foram obtidos com auxilio da ferramenta eletronica
ChemCalc, disposta no endereco eletronico www.chemcalc.org. Foram consideradas apenas

as formulas moleculares com erro de m/z + 5,0 ppm em torno do valor verdadeiro.

5.3.6.1 Analise do espectro de massas do composto 3

O espectro de massas para o composto Cu(Valp),(1,10-Phen) (3) (Figura 35)
apresentou formagdes intensas de ions formados a partir de rearranjos de fragmentos sem a
presenca do atomo de cobre. Para tanto, estes sinais mais intensos ndo puderam ser
identificados. Os ions correspondentes as fragmentagdes da molécula apresentaram
intensidades baixas, porém a identificacdo foi possivel pela avaliagdo da distribui¢ao
monoisotdpica do cobre (Tabela 7), tendo como parametro o pico base com intensidade de
100%. O ion molecular pode ser observado em baixa intensidade como um aduto de potassio
39 (M+K) em m/z 568,1759. Pode-se observar também a ions oriundos da fragmentagdo

molecular e rearranjos i0nicos por recombinacao de fragmentos.

Figura 35 - Espectro de massas para Cu(Valp),Phen (3) com a distribuigdo monoisotdpica
para o ion C4H¢N4Cu'".
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Tabela 7 - Fragmentos de massas para o complexo 3.

, , m/z (Distribuicao Erro
Formula/lon Estrutura m/s monoisotopica do Cu) (ppm)
C13HoN>,O,Cu Z +/ 287,9971 287,9971 (O’HZA’) 3,91
[M — C15H3002]+ (g:/c N ; - 285,9963 (0,06%)

H 2 1 386,1066 (0,06%) 291
[Cl\z/f _2\3}:1253Cu @ gu;°>,_<< 386,1066 38,1080 (0,04%) ’
C28H33N204CHK 568,1759 568,1759 (0,03%) 0,97
[M 4 Kr _ o 570,1780 (0,01%)

@\ rs
Cu,,”,
N o
N ) +°/
X
C16H3004CuK PR 388,1081 388,1081 (0,04%) 0,93
[Cu(Valp), + K] o7 “~4
K
C12H;oN,OCu 2 T_T+ 261,0081 261,0081 (0721?’) 3,18
[Cu(l ,10—phen)OH2]+ N/CU:O 263,0042 (0,09%)
C24H16N4CL1 )= 423,0654 jg?gg;g Eg’(l)i(;ﬁ’g 4,00
- + - N,/ 5 5 (
[Cu(1,10-phen);] N:C:EN
N N=
a=e

A baixa intensidade dos sinais correspondentes aos ions com carga unitaria contendo
o atomo de cobre com nox 2+ pode ser decorrente da redugdo do cobre na fonte. A presenca
de metanol como solvente (4lcool redutor) e a configuracao da fonte de ESI (presenga de gés
inerte, potencial negativo atrativo) contribuem para a formag¢ao de um ambiente redutor para o
cobre. Além disso, elétrons livres presentes no gas aquecido produzem descarga de corona, a
qual pode produzir o Cu’ por redugdo galvanica (MORAES & LAGO, 2003). Este fendmeno
pode ser observado ao avaliar-se o sinal em m/z 423,0654, onde se observa a formagao de um
ion com atomo de cobre com nox 1+. A diferenca de potencial (ddp) redox entre as espécies
estaveis Cu”” e Cu’ é de + 0,153 V, quando comparada com a ddp redox entre as espécies
estaveis Zn*" e Zno, que ¢ de — 0,762 V (LIDE, 2003). O atomo de cobre reduzido contribui
para a formagdo de espécies organometalicas neutras e fragmentos organicos oxidados na

fonte.



5.3.6.2 Andalise do espectro de massas do composto 4
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O espectro de massas para o composto Cu(Valp),(2,2-bipy).H>O (4) (Figura 36)

apresentou formagdes intensas de ions formados a partir de rearranjos de fragmentos sem a

presenca do atomo de cobre. Para tanto, estes sinais mais intensos nao puderam ser

identificados. Os 1ions correspondentes as fragmentagdes da molécula apresentaram

intensidades baixas, porém a identificagdo foi possivel pela avaliagdo da distribuicdo

monoisotopica do cobre (Tabela 8).

Figura 36 - Espectro de massas para Cu(Valp),Bipy.H,0 (4) com a distribui¢do monoisotopica
para o ion CsHx;N,0,Cu’™.
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Tabela 8 - Fragmentos de massas para o complexo 4.

i , m/z (Distribuicdo Erro
Formula/Ion Estrutura m/p monoisotépica do Cu) (ppm)
C18H23N202Cu 362,1057 362,1057 (0,17%) 0,41

[M — Valp]"

4

AN o
N_t .
\Cu\/

/N/
|

4

364,1047 (0,15%)
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5.3.6.3 Andalise do espectro de massas do composto 5

O espectro de massas para o composto Zn(Valp),(1,10-phen).H,O (5) (Figura 37)
apresentou sinais intensos de ions formados a partir de fragmentos moleculares com a
presenca do atomo de zinco. Os sinais mais intensos correspondem a ions derivados da
fragmentacdo molecular simples, rearranjos ou adutos (Tabela 9). Para a anélise espectral, o
ion molecular foi considerado sem a molécula de agua, pelo fato de que moléculas de agua de
hidratacao sdo eliminadas por dessor¢cdo durante a ionizagao na fonte. O ion molecular foi
obtido como um aduto de préton (M+H) com m/z 531,2196. Obtiveram-se ions oriundos da
fragmentacdo molecular em m/z 387,1064, 288,9958 ¢ 181,0773, de rearranjos moleculares
com carga unitdria em m/z 567,1757 e 469,0657, e rearranjos moleculares com carga dupla
em m/z 212,0339 e 302,0685. Salienta-se a manutencdo do nox 2+ do atomo de zinco em

todos os ions identificados, tese que corrobora com a observagao feita no item 5.3.6.1.

Figura 37 - Espectro de massas para Zn(Valp),Phen.H,O (5) com a distribuicao
monoisotdpica para o fon C0H23N,0,Zn".
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Tabela 9 - Fragmentos de massas para o complexo 5.
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Férmula/ion

Estrutura

m/z

m/z (Distribuicio
isotopica do Zn)

Erro (ppm)

C28H39N204Zn
[M+1H]"

ConngzOzZn
[M — Valp]”

C13H9N2022n
[M — Cy5H3002]"

C32H3 1N4OQZn

[Zn(1,10-phen),Valp]”

C25H17N4022n
[Zn(1,10-
phen),CO,+H]"

C24H16N4ZI’1
[Zn(1,10-phen),] ™

C36H24N62n
[Zn(1,10-phen)s] ™

Ci12HoN,
[1,10-phen + 1H]"

4
z z=
N\ 7/
N+
A
}1

4
z
N
N 4+
Yo

531,2196

387,1064

288,9958

567,1757

469,0657

212,0339

302,0685

181,0773

531,2196 (0,62%)
532,2227 (0,22%)
533,2176 (0,36%)
534,2151 (0,18%)
535,2159 (0,25%)
536,2154 (0,08%)
537,2170 (0,04%)

387,1063 (33,75%)
388,1088 (7,24%)
389,1035 (20,23%)
390,1047 (6,77%)
391,1023 (13,34%)
392,1046 (2,67%)
393,1017 (0,68%)

288,9958 (2,76%)
289,9988 (0,44%)
290,9929 (1,47%)
291,9944 (0,45%)
292,9917 (0,97%)
293,9941 (0,14%)
294,9912 (0,05%)

567,1757 (100,00%)
568,1783 (35,74%)
569,1733 (63,06%)
570,1751 (29,36%)
571,1718 (43,36%)
572,1734 (13,34%)
573,1744 (2,86%)
573,1766 (0,55%)

469,0657 (7,88%)
470,0674 (2,20%)
471,0628 (4,78%)
472,0644 (1,84%)
473,0613 (3,24%)
474,0642 (0,82%)
475,0637 (0,23%)
476,0679 (0,04%)

212,0338 (17,96%)
212,5352 (5,00%)
213,0324 (10,60%)
213,5331 (4,19%)
214,0316 (7,37%)
214,5326 (1,86%)
215,0330 (0,48%)
215,5369 (0,08%)

302,0685 (4,55%)
302,5694 (1,76%)
303,0666 (2,83%)
303,5680 (1,46%)
304,0661 (2,01%)
304,5671 (0,78%)
305,0611 (0,21%)

0,92

3,24

1,09

3,30

2,94

2,59

2,60

4,19
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5.3.6.4 Andalise do espectro de massas do composto 6

O espectro de massas para o composto inédito Zn(Valp),(2,2-Bipy).H,O (6) (Figura
38) apresentou formacgdes intensas de ions formados a partir de fragmentos moleculares com
a presenca do atomo de zinco, em um padrio de fragmentacdo similar ao obtido para o
composto 5 (item 5.3.6.3). Os sinais mais intensos correspondem a ions derivados da
fragmentacao molecular simples, rearranjos ou adutos (Tabela 10). Para a analise espectral, o
ion molecular foi considerado sem a molécula de agua pelo fato de que moléculas de agua de
hidratacdo s3o eliminadas por dessor¢cdo durante a ionizacdo na fonte. O ion molecular foi
obtido como um aduto de proton (M+H) com m/z 507,2207. Obtiveram-se ions oriundos da
fragmentacdo molecular em m/z 363,1069, 264,9964 e 157,0765, de rearranjos moleculares
com carga unitaria em m/z 519,1759, e rearranjos moleculares com carga dupla em m/z
188,0338. Salienta-se também a manutencao do nox 2+ do atomo de zinco em todos os ions
identificados, tese que corrobora com a observacao feita no item 5.3.6.1.

A obtencao do ion molecular para o composto 6 corrobora com a formula molecular

hipotética idealizada para este composto inédito (item 4.2.2).

Figura 38 - Espectro de massas para Zn(Valp).Bipy.H,O (6) com distribui¢gdo monoisotdpica
para o ion Ca6H39N,04Zn".
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Tabela 10 - Fragmentos de massas para o complexo 6.
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Férmula/lon

Estrutura

m/z

m/z (Distribuicio
isotopica do Zn)

Erro (ppm)

C25H39N204ZI’1
[M+1H]"

C 1 gHngzOzZIl
[M — Valp]”

C1 1H9N2022n
[M — Cy5H300]"

Con 1 6N4Zn
[Zn(2,2-bipy),] ™

C23H3 1N4OQZn+
[Zn(2,2-bipy),Valp]”

CioHoN,
[2,2-Bipy + 1H]"

7 N \

507,2207

363,1069

264,9964

188,0338

519,1759

157,0765

507,2207 (1,17%)
508,2249 (0,38%)
509,2252 (0,70%)
510,2185 (0,35%)
511,2214 (0,52%)
512,2281 (0,14%)

363,1069 (100,00%)
364,1090 (19,69%)
365,1039 (56,73%)
366,1053 (19,22%)
367,1027 (39,34%)
368,1049 (6,79%)
369,1012 (1,87%)
370,1035 (0,30%)

264,9964 (4,78%)
265,9962 (0,64%)
266,9926 (2,74%)
267,9908 (0,72%)
268,9924 (1,83%)
269,9928 (0,24%)
370,9967 (0,08%)

188,0338 (3,24%)
188,5352 (0,84%)
189,0323 (1,19%)
189,5332 (0,77%)
190,0315 (1,31%)
190,5329 (0,24%)
191,0371 (0,07%)

519,1759 (28,48%)
520,1779 (8,53%)
521,1733 (17,45%)
522,1746 (7,05%)
523,1720 (11,59%)
524,1734 (3,21%)
525,1740 (0,90%)
526,1785 (0,15%)

1,21

4,95

3,38

2,34

4,01

0,47
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5.4 AVALIACAO DAS ATIVIDADES MIMETICAS DE SOD-LIKE E CAT-LIKE.
Os ensaios de Sod-like e Cat-like foram realizados com o objetivo de avaliar as
possiveis atividades miméticas dos complexos 3, 4, 5 ¢ 6 com as enzimas do grupo catalase

(Cat) e superoxido dismutase (Sod). Os resultados estdo expressos na Tabela 11.

Tabela 11 - Atividades de Sod-like e Cat-like para os compostos 3, 4, 5 ¢ 6.

Composto Unidades de Sod-like Unidades de Cat-like
Exp. 1 M +SD Exp. 1 Exp.2 | M+SD
Cu(Valp);Phen (3) 0,00 0,00 + 0,00 30,00 18,80 24,40+ 7,92
Cu(Valp),Bipy.H>0 (4) 0,00 0,00 + 0,00 33,75 26,25 30,00 £5,30
Zn(Valp),Phen.H>0 (5) 0,00 0,00 + 0,00 26,30 15,00  20,65+7,99
Zn(Valp),Bipy.H>0 (6) 0,00 0,00 + 0,00 30,00 45,00 35,75+ 10,60

5.4.1 Atividade Sod-like

Os complexos testados ndo apresentaram atividade de Sod-/ike para o ensaio utilizado. Em
estudo similar, KLANICOVA et al., (2012) avaliaram a atividade de Sod-/ike para complexos
similares de Cu(1,10-Phen)(purina); no qual ndo observaram atividade de Sod-like, fato que
corrobora com os resultados acima. Os complexos de Cu™ tém 2 atividade oxidante
aumentada quando ligado a sistemas aroméaticos removedores de elétrons, segundo KELLETT
et al., (2012), porém a reagdo de desmutacdo do radical anion superoxido a perdxido passa
pela reducio do Cu™ a Cu", com o Cu(1,10-Phen), na forma catidnica. A justificativa para a
auséncia de atividade pode estar no fato dos complexos testados serem moléculas neutras de

dificil dissociacao.

5.4.2 Atividade Cat-like

A atividade de Cat-/ike foi positiva para o modelo proposto. Os resultados indicam
ndo haver diferenca significativa de atividade entre os analogos 3 — 5 e 4 — 6, indicando que a
natureza do metal ndo interferiu na atividade catalitica. A principal diferenca pode ser

observada quando sdo comparadas as atividades dos complexos os ligantes /,/0-Phen ou 2,2
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Bipy. O composto 4 apresentou uma atividade Cat-like 20% superior quando comparado com
0 composto 3, e o composto 6 apresentou-se 57 % mais ativo que o composto 5. A diferenca
na atividade Cat-like pode estar na diferenga da natureza dos ligantes. O ligante /,/0-Phen ¢
um grupo removedor de elétrons por ressonancia do sistema m-conjugado dos trés anéis
aromaticos, segundo SHRIVER, (2008), fator de dificulta a transferéncia de um elétron do
metal para o grupo peroxido. Este fenomeno ¢ menos pronunciado quando o ligante ¢ 2,2-
Bipy, o qual ¢ composto por um sistema com dois anéis aromaticos conjugados. Para que a
reacdo acontega, o metal deve estar em um ambiente quimico que favoreca a transferéncia de
um elétron para a espécie H,0,. Segundo DIAZ et al., (2012) o mecanismo catalitico da
catalase ¢ similar a reacdo de Fenton, a qual envolve um mecanismo redox iniciado pela
oxidacao do metal (Figura 39).

Figura 39 - Esquema do mecanismo da Rea¢do de Fenton, andlogo a catalase.

Fe 2* + H,0, Fe*3 + OH + OH
Fe3* + H,0, Fe*2 + HO, + H*
Fe*3 + HO, Fe*2+ 0, + H*

Fonte: AGUIAR et al., (2007).

O resultado € corroborado por outros estudos. KAR et al.,, (2013) reportam
atividades CAT-like expressivas para uma série de complexos de Mn™ octaédricos com
ligantes derivados da piridina. Resultados similares foram reportados por PIRES et al., (2013)

. . . +2
com um ensaio realizado com complexos polinucleares de Fe .
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5.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE FRENTE A Artemia salina.

O estudo da citoxicidade aguda dos complexos testados frente a 4. salina foi
determinado em razdo da média da mortalidade dos nauplios correspondentes as
concentragdes testadas. Os dados foram obtidos em trés experimentos repetidos em dias
diferentes e com quatro repeti¢des intra-experimental. As andlises de varidncia (Anova) para
os conjuntos de dados de cada concentragdao foram realizados pelo programa de Assisténcia
Estatistica ASSISTAT®, versdo 7.7. O modo de calculo utilizado foi o DIC (Experimento
Inteiramente Casualizado), com aplicacdo do teste de Tukey.

O teste de Tukey (Tabela 12) determina o intervalo de confianca da média a partir de
um valor de F-critico estipulado. O valor calculado para F deve ser menor que o valor de F-
critico para que nao haja diferenga significativa entre os componentes da média (NS). Valores
de F maiores que o F-critico (0,01 = < P < 0,05) indicam 95% de probabilidade de existir
diferenca significativa entre os componentes da média. Valores de P < 0,01 indicam 99% de
probabilidade de existir diferenga significativa entre os componentes da média.

A existéncia de diferencga significativa entre os pontos para a aplicacdo de analise de
regressdo também foi calculada no programa ASSISTAT®. Os dados das regressdes foram
analisados no modo “Regressdao na Analise de Variancia”, o qual indicou a existéncia de
diferenca significativa entre os pontos das curvas. Os graficos de dispersao (Figura 40), assim
como as respectivas curvas de tendéncia, as equacdes das curvas e os coeficientes de
determinagio (R?) foram obtidos com o programa Microsoft Excel®. Os valores das CLs
correspondentes a variavel x foram calculados por interpolagdo do valor de 50% de

mortalidade (y = 50) as equagdes das curvas.
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Tabela 12 - Compostos 3, 4, 5, 6 e os controles Na Valp, 1,10-Phen, 2,2-Bipy ¢ K,Cr,0;
testados frente a 4. salina.

Composto Concentragio (ug mL™) Letalidade (% Média + SD)
Cu(Valp),Phen (3) 1000 97,61 +3,14
750 95,49 £5,10
500 94,93 +£4,74
250 92,69 +7,07
100 86,64 +£7,43
50 81,97 £8,91
10 54,06 + 17,38
Cu(Valp),Bipy.H,0 (4) 1000 68,01 +23,66
750 64,90 + 27,07
500 62,17 £ 22,64
250 40,14 + 31,62
100 14,65 + 12,55
50 5,59 £ 6,78
10 0,79 +1,78
Zn(Valp),Phen.H,O (5) 1000 88,18 £4,89
750 82,60 + 10,41
500 69,64 + 14,45
250 59,38 £ 16,52
100 57,30 + 17,68
50 50,54 + 17,68
10 17,97 £11,13
Zn(Valp),Bipy.H,0 (6) 1000 85,29 + 9,04
750 71,91 +£16,58
500 61,00 + 21,32
250 24,21 + 14,30
100 0,00 + 0,00
Controles
Na Valp 1000 0,83 + 1,86
750 0,88 + 1,96
500 0,88 +1,96
250 0,88 1,96
100 0,00 + 0,00
1,10-Phen 100 97,45 +£2,54
75 88,33 + 7,45
50 54,93 + 6,26
25 32,58 £891
10 15,42+ 9,75
2,2-Bipy 100 33,39 + 10,54
75 26,36 £5,67
50 16,80 + 4,88
25 535+5,75
10 1,62 +2,30
K,Cr,0; (Ctrl+) 100 29,04 +£9,29
75 12,93 £5,20
50 8,13 £6,09
25 324 +2.30

10 2.42£2.42
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Figura 40 - Graficos de letalidade dos compostos 3, 4, 5 ¢ 6 ¢ dos controles Na Valp, 1,10-
phen, 2,2-bipy e K,Cr,0; frente a A. salina.

—o— Comp. 3 Logaritmo (Comp. 3) 100 T Comp. 4 Logaritmo (Comp. 4)
100 -
+ T < T
o 80 o 80
3 3
] ]
= 60 5 60
k3 o
© 40 o 40 1
'C; - y = 8,6233In(x) + 41,749 '°° y = 22,744In(x) - 85,474
= 00 2= 0,8831 = 90 R2=0,9787
0 0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
pg mL- pg mL-
100 , Comp. 5 Logaritmo (Comp. 5) 100 —e— Comp. 6 Logaritmo (Comp. 6)
80 80
3 3
® ©
2 60 2 60
I I
() -
g 40 = 40 y= 37Fé§1—|r§)35416 77,98
= y = 13,707In(x) - 9,854 < ‘
20 R? = 0,9496 20
oL 0 ¥
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
pg mL! pg mL-!
—e—Na Valp Linear (Na Valp) 120 —— 1,10-Phen Linear (1,10-Phen)
45
100
o =1,0227x + 2,9496
o 35 y=1, )
3 g 80 R? = 0,711
el =
© 25 £ 60
@ y =0,0011x + 0,1605 °
3 15 R2 = 0,4519 © 40
° X
5 20
0 ¢
-5 200 400 600 800 1000 0 20 40 60 80 100
Mg mL"! Mg mL-!
50 —o— 2,2-Bipy Linear (2,2-Bipy) 50 —o— Ctrl + Linear (Ctrl +)
40
g ¥ = 0.3639x - 2,0801 3 y =0,2681 - 2,5444
@ - P =
30 R? = 0,9955 =30 R*=0,8971
3 3
R R
R 10 10
0 & 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
pg mL-’ Hg mL-!

Os valores de CLsy obtidos para os complexos metalicos evidenciam maior

toxicidade para os compostos de cobre quando comparados aos analogos de zinco. O
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compostos 3 apresentou toxicidade 30 vezes superior ao composto 5, enquanto o composto 4
apresentou toxicidade similar ao andlogo de zinco. Em relacdo aos ligantes neutros, os
complexos com o grupo /,/0-Phen (3 e 5) apresentaram toxicidades maiores que seus
analogos com o grupo 2,2-Bipy (4 ¢ 6). O mesmo padrao pode ser observado ao analisarem-se
os controles, onde o composto /,/0-Phen apresentou toxicidade 3 vezes superior ao composto
2,2-Bipy. As comparagdes destes resultados evidenciam a influéncia direta do da natureza do
ligante com a toxicidade do complexo. KELLETT et al., (2012) apresentaram um estudo de
citoxicidade em células comparativo entre complexos de cobre com os ligantes /,/0-Phen e
2,2-Bipy e também com os ligantes livres, no qual se observaram resultados muito similares.
A justificativa para a maior toxicidade dos complexos com /,/0-Phen em relacdo aos
analogos com 2,2-Bipy esta no fato da estrutura planar de /,/0-Phen facilitar a intercalagdo a
a-hélice do DNA e produzir quebras de cadeia. Além disso, o sistema aromatico com trés
anéis conjugados atua como um removedor de elétrons do metal e facilita a ocorréncia de
reacdes redox com bases de Lewis, como O, molecular. Estas reagdes produzem ROS, que
sdo igualmente danosos ao DNA. Ressalta-se também que os todos os complexos com /,70-
Phen, assim como os ligantes livres apresentaram toxicidade superior ao controle positivo
K>Cr;0;. Isto indica que A. salina ¢ mais sensivel a intoxica¢do por compostos aromaticos

genotoxicos € mais resistente a intoxicagao por compostos oxidantes.

Tabela 13 - Concentracdes letais (CLsp) para os compostos 3, 4, 5, 6 € os controles frente a A.
salina.

Composto CLsy (ug mL™)

Cu(Valp),Phen (3) 2,60

Cu(Valp),Bipy.H,0 (4) 386,24
Zn(Valp),Phen.H,;O (5) 78,78
Zn(Valp),Bipy.H>0 (6) 409,00
Na Valp NS

1,10-Phen 46,00
2,2-Bipy 143,11
K>CrO7 (Ctrl+) 195,99

*NS: Néo Significativo
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5.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE FRENTE A CULTURAS DE CELULAS
CHO

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade dos compostos 5 e 6 frente a cultura
celular CHO foram obtidos através do ensaio do MTT apds um periodo de exposi¢ao de 24
horas. Os dados foram obtidos a partir das médias gerais dos trés experimentos (4.6.1). As
analises de variancia (Anova) para os conjuntos de dados de cada concentracdo foram
realizados pelo programa de Assisténcia Estatistica ASSISTAT®, versdo 7.7. O modo de
calculo utilizado foi o DIC (Experimento Inteiramente Casualizado), com aplica¢do do teste
de Tukey. Os valores de absor¢do no UV-Vis foram convertidos em % de sobrevivéncia
celular de acordo com a equacgdo abaixo.

Abs média da concentragao

% sobrevivéncia média = Abs média do Col = * 100%

2)

Os dados das conversdes expressos em % de sobrevivéncia (Tabela 14) foram plotados em
gréficos de dispersdo (Figura 41) no programa Microsoft Excel®.

Tabela 14 - Viabilidade celular da linhagem CHO frente aos compostos 5 ¢ 6.

Composto Conc. (ug mL™) Sobrevida (% Média = SD)

Zn(Valp),Phen.H,0 (5) 25,00 91,70 + 20,74
20,00 80,00 £5,23
15,00 79,89 £4.,75
10,00 93,05 +£22,46
5,00 85,80 +10,33
2,00 96,70 £ 15,72

0,00 (Ctrl-) 100 + 0,0

Zn(Valp),Bipy.H,0 (6) 25,00 110,45 +3,53
20,00 115,17 £ 10,94
15,00 92,27 + 6,81
10,00 97,70 + 4,84
5,00 99,76 + 14,42
2,00 106,00 + 8,45

0,00 (Ctrl-) 100,00 = 0,00
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Figura 41 - Graficos de Viabilidade celular dos compostos 5 e 6 testados frente a linhagem
celular CHO.
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Os graficos de dispersdo valores de CLsy obtidos para os complexos metalicos ndo
apresentaram diferencas significativas com relagdo aos controles negativos. Isto indica nao
haver citotoxicidade plausivel para os intervalos de concentragdo testados no intervalo de

tempo de 24 horas.



6 CONCLUSAO

Os complexos organometalicos de AVP com Zn™* e Cu'? apresentaram estabilidade
quimica decorrente da natureza acida dos metais e da natureza basica dos ligantes
carboxilatos. O uso de ligantes neutros /,/0-Phen e 2,2 -Bipy mostraram-se eficientes na
proposta metodologica para a obtencao dos complexos.

As metodologias de sintese para os complexos 1 e 2 apresentaram rendimentos
equivalentes as descricdes da literatura. As técnicas espectroscopicas de FTIR e FAAS
mostraram-se serem suficientes para a determinacao das férmulas moleculares dos compostos
1 e 2 por serem moléculas mais simples. Conclui-se que a metodologia de sintese em agua ¢
adequada para a obtencdo dos compostos precursores.

As metodologias de sintese para os complexos 3, 4, 5 e 6 apresentaram rendimentos
iguais ou superiores aos dados da literatura. O compostos 3 e 4 apresentaram rendimentos
similares aos dados da literatura, enquanto o composto 5 apresentou rendimento 85% superior
ao citado na literatura. Este resultado deve-se ao fato da metodologia de sintese ter sido
reproduzida em um volume de solvente DMF inferior a literatura. Este resultado apresenta
uma melhoria da técnica aliada com economia de reagentes e de solvente. O composto 6
apresentou rendimento razoavel por tratar-se da primeira sintese relatada para tal composto. A
metodologia apresenta pardmetros que podem ser estudados e melhorados para aumentar a
viabilidade sintética.

As analises de "HRMN e ""CRMN mostraram-se poderosas para a identifica¢io
estrutural dos complexos de zinco. As estruturas moleculares dos compostos Zn,(Valp), e
Zn(Valp),(1,10-Phen).H,0 foram confirmadas de modo inequivoco, com dados coerentes aos
dados literarios. Para o composto inédito com a formula molecular idealizada Zn(Valp),(2,2-
Bipy).H,0, apenas o coeficiente estequiométrico para o grau de hidratagdo ndo pode ser
confirmado com certeza absoluta. As analises de ESI TOF-MS foram confirmatdrias para a
identificacdo apenas para os compostos de zinco II. As abundancias isotopicas de Zn foram
observadas para todos os ions oriundos das fragmentagdes dos compostos 5 e 6 e garantiram a
certeza da presenca do metal nas estruturas moleculares. Os complexos de Cu™ ndo
apresentaram bons resultados na anélise de ESI TOF-MS em consequéncia da instabilidade no
nox do metal. Contudo, os resultados das analises de PF, FTIR, UV-Vis e FAAS corroboram
com os dados literarios e podem ser considerados verdadeiros.

Quanto aos experimentos de atividade de ROS, todos os compostos nao
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apresentaram atividade de Sod-/ike para a metodologia proposta. Tal comportamento quimico

pode decorrer da total ocupacdo dos orbitais d do metal pelos elétrons dos ligantes de modo a
que desfavorece a atividade catalitica do centro metalico. Pode-se concluir que os complexos
mantém-se estaveis no meio reacional sem produzir dissocia¢ao dos ligantes. Contudo, todos
0s compostos apresentaram atividade para Cat-/ike. Os resultados positivos para mimetiza¢ao
da catalase indicam a presenca de outro mecanismo de atividade redox dos complexos,
possivelmente pelo mecanismo andlogo a reacao de Fenton.

A metodologia executada no ensaio TAS mostrou-se adequada, pois ha concordancia
nas razoes dose-resposta para todos os compostos testados. A robustez e a praticidade do
método o qualificam para uso como modelo de citotoxidade aguda para outros compostos
organometalicos. O ensaio de citoxicidade frente a 4. salina mostrou que o composto inédito
Zn(Valp),(2,2-Bipy)H,0 (6) possui a menor citotoxicidade aguda entre todos os compostos
testados. O ensaio também indicou que os complexos com 1,10-Phen s3o mais toxicos que
seus analogos com 2,2’-Bipy, o que pressupde o uso do ligante 2,2°-Bipy como ligante
secundario do metal possa ser mais tolerada por sistemas bioldgicos.

O ensaio de citotoxicidade com células CHO para os compostos de zinco ndo
apresentaram diferencas significativas em relacdo aos controles negativos apds 24 horas de

exposicao. Estes parametros corroboram com os resultados obtidos no experimento TAS.



7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados indicaram que os complexos de 5 e 6 possuem citotoxicidade, portanto
deverao ser submetidos a ensaios de genotoxicidade em modelos celulares.

A atividade antiepiléptica e o perfil metabolico dos compostos 5 ¢ 6 deverdo ser
avaliados em modelos animais, como ratos Wistar e Zebra-fish.

A definicdo inequivoca da estrutura tridimensional do composto 6 devera ser obtida
por Difracdo de Raios-X e os dados deverdo ser publicados na forma de um artigo em um
periodico da area da cristalografia.

A producgdo de novos compostos andlogos com outros ligantes nitrogenados, como
purinas e xantinas devera ser realizada e os compostos deverdo ser testados pelos mesmos
modelos.

Do ponto de vista académico, o trabalho pesquisa proporcionou a abertura de uma
nova linha de pesquisa com grande potencial a ser explorado por novos estudantes. Ressalta-
se que a pesquisa com complexos demandam ensaios que sdo realizados através de parcerias
com outras institui¢des de ensino e pesquisa. O tema devera ser continuado em um projeto de

doutorado.
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