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RESUMO

As neoplasias malignas estédo relacionadas a um grande numero de casos de
obitos em todo o mundo. No Brasil foram registrados 321 mil novos casos de
cancer e 190 mil obitos em decorréncia desta patologia em 2008. A quimica
medicinal vem contribuindo de forma cada vez mais crescente para o
desenvolvimento de novos farmacos com atividade antineoplasica. Atualmente,
cerca de 85% dos farmacos comercialmente disponiveis sdo de origem
sintética. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento, caracterizagao e
avaliagdo da atividade antineoplasica de novos compostos organicos e de
coordenacao de cobre, contendo os grupos naftol e cumarina em suas
estruturas, frente a duas linhagens de células leucémicas humanas, U937 e
THP-1. Os ligantes foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho e
RMN 'H e de ™C. Os compostos de coordenagdo de cobre foram
caracterizados por espectroscopias de infravermelho e eletrbnica, analise
elementar (CHN), voltametria ciclica, condutivimetria e espectrometria de
massas com ionicagao por electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS). O teste
viabilidade celular (MTT) mostrou que todos os compostos orgéanicos (L1-L8) e
de coordenagdao (C1-C8) sintetizados foram citotoxicos para ambas as
linhagens estudadas, exceto o ligante L6. Observou-se que, de forma geral, os
compostos organicos (L1-L4) e de coordenagao de cobre (C1-C4) contendo o
grupo naftol apresentaram maiores atividades bioldgicas. Estes compostos
mostram-se promissores, uma vez que foram mais seletivos para as células
tumorais do que para as células normais do sangue periférico (PBMC). Ja os
compostos contendo os grupos cumarinicos foram tdo ativos frente as
linhagens neoplasicas quanto frente as célula normais, o que demonstrou baixa
seletividade. Dentre todos os compostos avaliados, o complexo C1 e o ligante
L1, obtidos a partir do a-naftol, apresentaram elevadas atividades
antineoplasicas, sendo que o complexo C1 mostrou-se mais ativo do que a
cisplatina frente a linhagem THP-1 e tdo ativo quanto a cisplatina frente a
linhagem U937. Todos os compostos com naftol em suas estruturas induziram
morte celular por apoptose em todas as linhagens neoplasicas estudadas, o

que foi confirmado por diferentes métodos como microscopia de fluorescéncia
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e avaliacao do ciclo celular e do potencial mitocondrial de membrana por
citometria de fluxo. A avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial, para
os compostos com naftol em suas estruturas, sugere que a apoptose pode
estar sendo deflagrada pela via mitocondrial, corroborando com os resultados
de viabilidade celular (MTT). Este trabalho fornece subsidio para futuros testes
‘in vtiro” e “in vivo” uma vez que foram sintetizados compostos orgéanicos (L1,
L2 e L4) e de coordenacéao (C1, C2, C3 e C4) que exercem seu efeito citotdxico

por meio da indugao da apoptose.

Palavras-chave: Compostos de coordenagdo de cobre, naftol, cumarina,

atividade antineoplasica, células leucémicas.
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ABSTRACT

The cancer is related to a large number of deaths worldwide. In Brazil were
registered 321 thousand cancer cases and 190 thousand deaths due to this
disease in 2008. The medicinal chemistry has been contributing ever-increasing
development of new anticancer drugs. Currently, about 85% of commercially
available drugs are of synthetic origin. The objective of this study was the
development, characterization and evaluation of the antineoplastic activity of
new organic compounds and copper complexes, containing naphthol and
coumarin groups in their structures, against two human leukemia cell lines,
U937 and THP-1. The ligands were characterization by infrared spectroscopy
and 'H and *C RMN. The copper coordination compounds were characterizes
by infrared and electronic spectrospies, elemental analysis (CHN), cyclic
voltametry, conductivimetry and electrospray ionization mass spectrometry
(ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS). The cell viability assay (MTT) showed that all
synthesized organic (L1-L8) and coordination compounds (C1-C8) were
cytotoxic against both strains studied, except the ligand L6. It was observed, in
general, that organic compounds (L1-L4) and copper coordination (C1-C4)
containing the naphthol groups showed higher biological activities. These
compounds with naphthol in its structure have shown promise, since they were
more selective for cancer cells than to peripheral blood mononuclear cell
(PBMC). However, compounds containing coumarin groups were as active as
for neoplastic cells to PBMC, which showed low selectivity. Among all
compounds evaluated, the complex C1 and the ligand L1, obtained from a-
naphthol, showed high antineoplastic activities, and complex C1 was more
active than cisplatina for THP-1 and as active as cisplatin for U937. All
compounds with naphthol in their structures induced apoptosis in all cell lines
studied, which was confirmed by different methods such as fluorescence
microscopy and evaluation of the cell cycle and mitochondrial membrane
potential assay by flow cytometry. The evaluation of the mitochondrial
membrane potential for the compounds with naphthol in its structures indicates
that apoptosis can be triggered by mitochondrial pathway, corroborating the

results of cell viability assay (MTT). This work provides further testing “in vivo”
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and “in vitro” since they were synthesized organic compounds (L1, L2 and L4)
and copper complexes (C1, C2, C3 and C4) that exert their antiproliferative

effect through induction of apoptosis.

Keywords: Copper coordination compounds, naphthol, coumarin,

antineoplastic activity, leukemia cells.
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1. INTRODUCAO

O cancer compreende um grupo de doencgas que se caracteriza pela perda
do controle do crescimento, divisdao e disseminagao de um grupo de células. O
termo cancer € derivado da palavra latina “cancrum” que significa caranguejo,
uma analogia a capacidade das células cancerigenas em se disseminar e
desenvolver metastase. O cancer é uma neoplasia (novo crescimento) maligna
caracterizada por células com baixo grau de diferenciagéo e principalmente por
células indiferenciadas, denominadas anaplasicas, pouco semelhante ao tecido
de origem e com alta capacidade de disseminagdo. Em contrapartida, as
neoplasias benignas sao formadas por células bastante diferenciadas,
semelhante ao tecido de origem, com crescimento lento e ndo disseminado.
Embora um tumor benigno ndo apresente caracteristicas invasivas, os tumores
malignos ndo reconhecem limites anatémicos normais, possuem elevada
capacidade de metastatizar para outras regides levando a perda da
funcionalidade de células e tecidos, comprometendo o funcionamento geral do
organismo (KUMAR et al., 2005; COTRAN et al., 2000). O cancer é uma
doencga cuja incidéncia mundial vem crescendo significativamente e o estudo
dos fatores predisponentes como também dos processos bioquimicos
relacionados a esta patologia sao imprescindiveis para o planejamento racional

de novos farmacos anticancerigenos.

1.1. CANCER: INCIDENCIA E MORTALIDADE

O cancer é uma doenca de dificil tratamento sendo considerado um dos
principais problemas mundiais de saude. Segundo a Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (International Agency for Research on Cancer - IARC) em
2008 foram registrados 12,700 milhées de novos casos com 7,6 milhdes de
Obitos, em todo o mundo (IARC, 2010a).

O aumento da expectativa de vida associado ao envelhecimento da populacao
contribuiu para o aumento da incidéncia de doengas crénico degenerativas,

destacando-se as doengas vasculares e o cancer. O crescimento das taxas de
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incidéncia e mortalidade decorrente do cancer tem relacdo, também, com a
maior exposi¢cao das pessoas a fatores de riscos (padrao de vida, condigbes de
trabalho, habitos alimentares e de consumo) associados ao crescente processo

de urbanizagao e industrializagao (INCA, 2006).

O cancer constitui atualmente um problema de saude publica tanto para os
paises desenvolvidos quanto para as nagdes em desenvolvimento. Regides
muito desenvolvidas e industrializadas, como América do Norte e Europa,
apresentam as maiores taxas mundiais de incidéncia de cancer (Figura 1),
entretanto apresentam os maiores indices de cura, podendo chegar a mais de
60%. Esta situacdo ndo se repete nas regides menos desenvolvidas, como
América Central e grande parte da Africa (Figura 1), que apesar de
apresentarem menor incidéncia desta doenga possuem elevado indice de
mortalidade (IARC, 2010a).

Homem Mulher
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Europa Ocidental
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Figura 1. Incidéncia e mortalidade para todos os tipos de canceres (exceto cancer de pele-nao
melanoma), no mundo em 2008 (IARC, 2010a).
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De maneira global a taxa de mortalidade causada pelo cancer € muito elevada.
Analisando-se os tipos mais frequentes de cancer no mundo (Figura 2) e no
Brasil em 2008 (Figura 3), observa-se que canceres como os de mama e o de
prostata apresentam uma boa estimativa de cura, em contrapartida, os
canceres de pulmao, estbmago, figado, esdfago, péncreas e leucemia
apresentam elevados indices de mortalidade (IARC, 2010bc), o que evidencia
a necessidade de constante pesquisas sobre esta patologia e a busca de

terapias mais eficientes.
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Figura 2. Taxa de incidéncia e mortalidade para os canceres mais frequentes no mundo, em
2008 (IARC, 2010b).
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2008 (IARC, 2010c).
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No Brasil houve um aumento progressivo da mortalidade causada pelo cancer
(Figura 4) sendo esta patologia responsavel por 14,8% de todos os 6bitos em
2007 (INCA, 2011). Segundo a IARC (2010c) foram registrados 321 mil novos

casos de cancer no Brasil em 2008 sendo que 190 mil pessoas vieram a 6bito.
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Figura 4. Taxas de mortalidades causadas por neoplasias malignas no Brasil, por 100 mil
habitantes (SIM/MS, 2009).

O alto indice de mortalidade observado para as neoplasias malignas elevam os
esforcos da comunidade cientifica na busca das causas responsaveis pelo
desenvolvimento do cancer. Hoje ja se sabe que esta doenca esta relacionada
a uma multiplicidade de fatores, dentre eles sociais, econdmicos, alimentares e
genéticos. Muito se discute da importancia do fator genético sobre a
suscetibilidade de um individuo desenvolver cancer, entretanto acredita-se que
as interagdes entre todos os fatores citados, associados ao modo de vida e ao
ambiente, possam determinar o aparecimento desta doenca (INCA, 2006). O
cancer € uma patologia que pode acometer os mais variados tipos de células e
tecidos, como o tecido hematopoiético (sanguineo) (KUMAR et al., 2005). Em
virtude do elevado indice de mortalidade relacionada as leucemias, neste
trabalho foram  investigados a atividade antineoplasica de compostos
organicos e de coordenacao frente a linhagens de linfoma histiocitico (U937) e

de leucemia monocitica aguda (THP-1), descritas brevemente a seguir.
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1.2. LEUCEMIAS

As leucemias sao neoplasias malignas que acometem as células do sangue e
tem a sua origem na medula 6ssea (COTRAN et al.,, 2000; KUMAR et al.,
2005). As células maduras do sistema hematopoiético (sistema sanguineo) se
originam da célula tronco pluripotente que reside na medula O&ssea.
Inicialmente, a célula-tronco (Figura 5) se diferencia em dois tipos, a célula
pluripotente mieldide, comprometida com a formagdo da linhagem
hematoldgica mieldide (hemacias, plaquetas, granuldcitos e mondcitos), e a
célula pluripotene linféide que se diferencia em células linféides como os
linfécitos B e T (GOLAN et al., 2009).

Figura 5. Esquema geral de desenvolvimento de células do sistema imune (GOLAN et al,,
2009).
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As leucemias s&o geralmente caracterizadas pela produgdo descontrolada de
leucécitos anormais na medula 6ssea, o que compromete a formacado e
maturacao das células normais. A leucemia mieléde tem a sua origem nas
células da linhagem mieldide e a leucemia linféide se origina de células da
linhagem linféide, nos dois casos observa-se um grande numero de células
neoplasicas no sangue periférico. Os linfomas sdo originados de células da
linhagem linféide e correspondem a proliferagdes na forma de massa tecidual
principalmente nos linfonodos, que muitas vezes se manifestam como um
quadro leucémico, acompanhado de extenso comprometimento da medula
0ssea, 0 que acarreta na presenga de células neoplasicas no sangue periférico.
As células leucocitarias (linfocitos, granulécitos e monécito, ver Figura 5) sao
responsaveis pelas respostas imunoldgicas o que aumenta o risco de infecgdes
potencialmente graves em pacientes com leucemia (COTRAN et al., 2000;
KUMAR et al., 2005).

Conforme o tipo celular envolvido e o estagio de maturacao as leucemia podem
ser classificadas em aguda, caracterizada por rapida proliferacdo de células
imaturas denominadas blastos, e crénicas, caracterizado por crescimento de
células maduras bem diferenciadas. Assim as leucemias podem ser
classificadas em leucemias mielociticas (mieloblasticas) agudas, leucemias
mielociticas crbénicas, leucemias linfociticas (linfoblasticas) agudas e as
leucemias linfociticas cronicas. Entretanto, existem patologias raras como o
linfoma histiocitico, disturbio proliferativo dos histiécitos e macrofagos (origem
mieldide), que se manifestam na forma de linfoma maligno com infiltracdo na
medula éssea (COTRAN et al., 2000; KUMAR et al., 2005). As leucemias sé&o
constituidas principalmente por células das linhagens leucocitarias e os fatores
predisponentes sdo os mesmos envolvidos nos outros tipos de neoplasias, que

de forma geral, tem a sua origem na lesdo do DNA.
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1.3. O DESENVOLVIMENTO DO CANCER

A grande maioria dos canceres surge a partir de uma sequéncia de mutagdes
em mais de um gene relacionado com a a regulacéo e controle da proliferagcéo
celular (ALBERTS et al.,, 2010, LODISH et al., 2005). A lesdo genética € o
centro da carcinogénese e fatores externos (quimicos, radiagdes, infec¢des) ou
internos (mutagdes herdadas ou que podem ocorrer durante o metabolismo,
pela agdo de horménios e condi¢gdes imunoldgicas) podem atuar de forma
sequencial ou em conjunto conferindo a uma célula transformada a capacidade
de crescimento autbnomo e invasivo, levando a promogé&o do cancer (COTRAN
et al., 2000; CASSIDY, et al., 2002). A carcinogénse € um processo complexo
que pode ser dividido nas fases de iniciagcdo, promogao e progressao.
A iniciacdo envolve uma mudanga genética irreversivel, geralmente uma
mutagdo em um unico gene. A promog¢ao corresponde a fase de proliferacao
descontrolada levando a um aumento populacional das células neoplasicas. Na
fase de progressao ocorre a acumulacdo de mais mutacbes genéticas a qual
leva ao desenvolvimento da malignidade (MARTINEZ et al., 2003).

Sugere-se que o desenvolvimento da malignidade das neoplasias sejam
decorrentes de seis alteracbes fisiologicas fundamentais como a auto-
suficiéncia na sinalizagdo do crescimento, insensibilidade a fatores inibidores
de crescimento, evasédo do programa de morte celular programada (apoptose),
potencial de replicacao ilimitado, angiogénese sustentada e invasao tecidual e
metastase. Cada uma dessas caracteristicas fisiolégicas adquiridas leva ao
desenvolvimento do tumor e dificultam, com éxito, a acdo de mecanismos de
defesas das células e tecidos (HANAHAN & WEINBERG, 2000). Todos estes
fatores levam a perda do controle do ciclo celular, principal caracteristica das

neoplasias malignas.
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1.3.1. Genes relacionados as neoplasias

As principais classes de genes envolvidos na carcinogénse incluem os proto-
oncogenes, genes que controlam diretamente a proliferacao celular, os genes
supressores de tumor e os genes de reparo do DNA (NUSSBAUM et al., 2002;
BOIN et al., 2003). Os genes relacionados ao controle do ciclo celular ndo séo
mais suscetiveis a alteragdes genéticas do que os demais genes de uma
célula, entretanto lesdes nestes genes favorecem a proliferagcdo celular
descontrolada (NUSSBAUM et al., 2002).

Os proto-oncogenes sao parte normal do material genético que desempenham
um papel essencial no controle da proliferacéo celular e codificagdo dos fatores
de crescimento, assim, qualquer alteracdo na estrutura ou na expressao
desses genes altera a fungao normal da célula (CASSIDY, et al., 2002; BOIM et
al., 2003). Um proto-oncogene pode se tornar um oncogene a partir de lesées
genéticas (mutacdes) que conferem autonomia de crescimento para a célula ao
afetar um ou mais dos mecanismos de transducao de sinais da divisdo celular
(RANG et al., 2004).

Um dos primeiros proto-oncogenes descoberto foi o gene da familia Ras,
mutante derivado de uma linhagem celular de carcinoma de bexiga
(NUSSBAUM et al., 2002). Os oncogenes da familia Ras codificam proteinas G
que sdo moléculas acopladas a receptores de membrana responsaveis pela
transducdo de sinais para o interior celular. O ciclo celular é regulado
externamente a partir de receptores acoplados a proteina G que € uma
proteina composta das subunidades Ga-GDP e GBy. A partir de um estimulo
extracelular o receptor de membrana catalisa a substituicdo do GDP
(subunidade Ga) por GTP, na proteina G, que adquire a forma ativa
responsavel por estimular a adenilato ciclase a elevar a concentracao
intracelular de AMPc (Adenosina monofosfato ciclico), que por sua vez,
promove a ativagéo da proteina quinase A (PKA)( DORSAN & GUTKIND, 2007;
OLDHAM & HAMM, 2008). A PKA leva a ativagao do fator de transcrigio CREB
que regula a expressao de ciclinas (D e E), importantes para a regulagao do
ciclo celular (NEW & WONG, 2007). O proto-oncogene Ras codifica uma
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proteina G mutada incapaz de converter o GTP a GDP, permanecendo ativada,
sinalizando constantemente a divisédo celular. Esses genes sao ativados por
mutagdes de ponto, alteragdo de uma unica base nitrogenada na sequéncia de
DNA do gene (RANG et al., 2004; NUSSBAUM et al., 2002; BOIM et al., 2003).

Na leucemia mieldide crénica e em um subgrupo de leucemia linfoblastica
aguda o proto-oncogene c-abl €& translocado de seu sitio normal no
cromossomo 9 para o cromossomo 22, denominado comossomo Philadelfia
(Ph1), onde se funde com gene bcr (COTRAN et al., 2000; BOIM et al., 2003).
Alguns oncogenes relacionados a neoplasias humanas estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Oncogenes relacionados a neoplasias humanas (BOIM et al., 2003).

Oncogene Tumor
bl Leucemia mieldide crénica e linfocitica aguda
bcl-1 Linfomas de célula B e mielomas multiplos
bcl-2 Linfomas indiferenciados e foliculares
bcl-3 Leucemias linfociticas cronicas de célula B
neu/erb-B2 Carcinoma de mama, ovario e estdmago
gip Carcinoma de ovario e glandula adrenal
gsp Adenoma de hipdfise; carcinoma de tiredide
Ki-ras Leucemia mieldide aguda e linfoblastica; carcinoma de tiredide; melanoma

Enquanto os proto-oncogenes codificam proteinas que promovem a divisao
celular, os genes supressores tumorais codificam proteinas que freiam o
crescimento celular, consequentemente, tanto os proto-oncogenes quanto os
genes supressores tumorais atuam regulando o ciclo celular (ALBERTS et al.,
2010; LODISH et al., 2005).

O ciclo celular pode ser dividido em duas etapas, a interfase, onde se observa
o crescimento celular e duplicacdo de cromossomos e organelas, e a mitose
propriamente dita, periodo no qual o material duplicado sera dividido para as
duas células filhas. Assim as duas fases mais importantes do ciclo celular séo a
fase S, onde ocorre a sintese de DNA e a fase M, onde se observa a mitose
(BOIM et al., 2003).
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A maioria das células requerem muito mais tempo para crescer e dobrar sua
massa de proteinas e organelas do que para replicar seu DNA e se
dividir. Para tanto, fases intermediarias de crescimento sao inseridas no ciclo
celular como a fase G1/Gp, onde ocorre sintese de RNA e de proteinas para
que seja dado inicio a fase de sintese do DNA, e a fase G, onde também se
observa sintese de RNA e de proteinas, além de estruturas essenciais ao inicio
da divisdo celular. As fases Gy, S e G, (Figura 6) em conjunto sdo chamadas
de interfase e podem ocupar 23 horas de um ciclo de 24 horas, em uma célula
humana proliferando em cultura, restando uma hora para a fase M (mitose). A
fase G4 do ciclo celular € mais do que uma fase de crescimento, neste periodo
ocorre uma analise dos ambientes interno e externo, apenas quando as
condigcbes sao favoraveis esta fase atinge o ponto de restricdo (ponto de
verificagdo do inicio) a partir do qual a célula se torna comprometida em iniciar
o ciclo celular. Quando as condi¢cbes sao desfavoraveis a célula permanece
nas fases inicias de G4 ou se direcionam a fase Gq (Figura 6), um estado de
repouso especializado (ALBERTS et al., 2010).

Internamente, o ciclo celular é regulado pela atividade das proteinas quinases
e ciclinas (Figura 6). As ciclinas sdo proteinas sintetizadas durante o ciclo
celular (Figura 6) que ativam as quinases dependentes de ciclinas (CDKs) por
fosforilagdo em sitios especificos. Uma vez cumprida as suas fungdes as
quinases sao destruidas regulando assim os principais eventos do ciclo celular.
A ativacdo das CDKs promovem a liberacdo de fatores de transcricdo com
ativagdo de genes e sintese proteica essencias ao ciclo celular (ALBERTS et
al., 2010; LODISH et al., 2005).

O gene supressor tumoral mais frequentemente alterado em neoplasias
malignas (aproximadamente 50%) € o gene Tp53, responsavel pela codificagéo
da proteina p53, um importante regulador do ciclo celular (NOVAK et al., 2002).
Para que erros durante a divisdo celular ndo se propaguem, o ciclo celular
apresenta pontos de verificagdo e controle fundamentais para que ocorra o
processo de reparo. A proteina p53 atua nos pontos de checagem G+/S, ou
ponto de restricdo, verificando se a célula estd em condicdes de iniciar a
sintese de DNA, e atua também no ponto de checagem G,/M verificando se a
duplicacdo do DNA ocorreu de forma eficiente. Caso haja erros durante o
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processo de divisao celular, a proteina p53 induz a codificacdo da proteina p21
que inibe o inicio da sintese de DNA (ponto de checagem G+/S) e inicio da
mitose (ponto de checagem G,/M), paralisando o ciclo para que o reparo seja
realizado (NOVAK et al., 2002; VERMEULEN et al., 2003).

Figura 6. Atividade dos complexos Ciclina-CDK de mamiferos ao longo do ciclo celular e os
pontos de verificagdo e checagem (LODISH et al., 2005).

Outro gene supressor tumoral relacionado a neoplasias é o gene do
retinoblastoma (Rb) que codifica a proteina Rb. Quando a proteina Rb sofre
fosforilagdo pelas ciclinaD-CDK4 e cilcinaE-CDK2 ocorre a liberagdo do fator
de transcricdo E2F responsavel pela expressao de genes que codificam as
ciclinas A e E. Mutagbes que levam a transcricdo de uma proteina Rb
modificada pode promover a liberagdo constante do fator E2F com
consequente estimulagédo do ciclo celular (WEINBERG, 1995; SOUCEK et al.,
1997; CONNELL-CROWLEY et al., 1997; NOVAK et al., 2002). O ciclo celular
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também sofre a agdo de moduladores negativos como as proteinas das
familias INKs (p15, p16, p18 e p19) e CIP (p21, p27 e p57) que inibem a
formagao do complexo ciclina/CDK o que compromete o processo de divisdo
celular (NOVAK et al., 2002; VERMEULEN et al., 2003).

As células possuem um complexo sistemas de reparo do DNA. A fita
complementar de DNA, copia intacta da mesma informagao, é utilizada para
restaurar a sequéncia de nucleotideos na fita danificada, entretanto, alteragées
potencialmente perigosas podem afetar as duas fitas de DNA. Esse sistema de
reparo compreende um complexo sistema enzimatico que atua conforme o tipo
de lesdo. Mutagdes em genes que codificam proteinas de reparo do DNA estéo
associados a diversos tipos de canceres como cancer do colon, de pele,

leucemia, linfoma, cancer de mama e de ovario (ALBERTS et al., 2010).

Lesdes que ndo podem ser reparadas desencadeiam o processo de morte
celular programada, a apoptose, induzida pela proteina p53. A funcado
promotora da apoptose por este gene compreende uma das ag¢des mais
importantes do organismo na protecéo contra o cancer (NOVAK et al., 2002;
VERMEULEN et al., 2003).

1.3.2. Apoptose e o controle das neoplasias

A apoptose € um processo bioquimicamente orientado de morte celular como
resposta a estimulos especificos (como o fator de necrose tumoral TNF e o
ligante FAS) ou em resposta a diversas formas de dano celular ou estresse
(GERSCHENSON & ROTELLO, 1992; SMITH et al., 1994; NAGATA, 1994).
Esta forma de morte celular programada recebeu maior atengcdo apds a
identificacdo da fragmentagdo do DNA em 180-200pb, o que ndo é observado
na necrose, sugerindo agao de endonucleases e de complexos processos
bioquimicos (HANNUN, 1997). A apoptose apresenta fundamental importancia
para o controle das neoplasias uma vez que falhas nesse processo podem
promover a sobrevivéncia e acumulo de células transformadas levando a
formacgao de tumores (FISCHER & SCHULZE-OSTHOFF, 2005).
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Diferente da necrose, que causa respostas potencialmente grave como a
inflamacé&o, a apoptose constitui uma forma eficiente de morte sem
comprometimento dos tecidos adjacentes. Tanto a via extrinseca quanto a via
intrinseca de sinalizagao da apoptose dependem de uma cascata enzimatica
mediada por caspases. As caspases (caspases 3, 6, 7, 8 9 e 10)
correspondem a uma familia de proteases sintetizadas na célula como
precursores inativos, pro-caspases (zimogénio), que apds sofrerem clivagem
proteolitica (Figura 7) promovem a iniciagdo e regulacdo da via da apoptose
(ALBERTS et al., 2010).

A via extrinseca da apoptose (Figura 7) é ativada por proteinas sinalizadoras
extracelulares que se ligam a receptores de morte na superficie externa da
membrana celular. Receptores de morte pertencem a superfamilia de
receptores do fator de necrose tumotal (TNFR). O receptor FAS (CD95) € um
dos receptores TNFR mais estudado relacionado a indugcdo de apoptose
(LOCKSLEY et al, 2001, ROUVIER et al, 1993). Esses receptores de
superfice celular transmitem sinais de apoptose quando ativados por ligantes
especificos, ativando imediatamente a cascata de caspase. Quando estes
receptores sédo ativados por seus ligantes ocorre uma aproximagado de trés
moléculas receptoras (trimerizacdo) e formacao de cluster, chamado domimio
de morte, que se liga a uma molécula de proteina adaptadora chamada FADD.
Essa proteina possui um dominio efetor de morte que se liga a pro-caspase 8
e forma o complexo indutor de morte (DISC) (Figura 7). Com a formacao do
DISC as caspases iniciadoras (caspases 8 e 10) sao clivadas e se tornam
ativas para efetuar a clivagem das caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) que
irdo desencadear o processo de apoptose (FISCHER & SCHULZE-OSTHOFF,
2005; DASH, 2011; STEFAN et al., 2007).

A morte celular programada também pode ocorrer pela via intrinseca, ou
mitocondrial, que é iniciada por multiplas formas de estresse celular como
radiacdo e agentes quimicos. Este fatores induzem a transcricdo da proteina
p53, que por sua vez promove a transcricao de proteinas pro-apoptéticas (Bak
e Bad) da familia Bcl-2 (KNUDSON et al., 1995; FISCHER & SCHULZE-
OSTHOFF, 2005; JIAMG et al., 2007; ADAMS & CORY, 2001; STRASSER et

al., 2000). Esta familia se subdivide em duas classes, os membros anti-
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apoptoéticos como Bcl-2 e Bcl-xl (fatores de sobrevivéncia) e os membros pro-
apoptétocos (fatores de morte) como Bax, Bak e Bad. As proteinas da familia
Bcl-2 atuam no controle da apoptose através das interagdes mutuas entre os
membros pré e anti-apoptéticos (HUANG & STRASSER, 2000; ANTONSSON,
2001; BONER, 2003; JIAMG et al., 2007).

A via mitocondrial (Figura 7) geralmente €& ativada em resposta a sinais
extracelulares e a injurias internas como danos ao DNA (HENGARTNER, 2000)
cujas respostas sao reguladas pelos membros da familia Bcl-2, presentes na
membrana mitocondial externa, onde regulam o extravasamento do citocromo ¢
para o citoplasma. Entretanto, estas proteinas também podem ser encontradas
no citosol, na forma inativa, que sao direcionadas para a mitocéndria a partir de
sinais pré-apoptéticos. O citocromo ¢ € uma proteina aceptora de elétrons
(transportadora de elétrons), presente nas cristas mitocondriais, que faz parte
da cadeia respiratoria responsavel pela producao aerdbica de ATP (GROSS et
al., 1999; PUTHALAKATH et al., 1999; ADAMS & CORY, 1998; ANTONSSON
et al., 2000).

O citocromo ¢ da mitocondria, que extravasa para o citoplasma (Figura 7),
forma um complexo oligomérico com a proteina Apaf-1, chamado de
apoptossomo, que promove a ativacdo catalitica da caspase-9. De forma
semelhante a caspase 8, a caspase 9 cliva e ativa a caspase 3 promovendo a
morte celular por apoptose. Além do citocromo ¢, também sao liberados da
mitocéndria outras proteinas como a SMAC/DIABLO, responsavel pela inibicao
de proteinas inibidoras de caspases (IAPs). A via mitocondrial também pode
ser ativada pela via extrinseca por meio da clivagem da proteina Bid (um
membro pré-apoptético da familia Bcl-2) mediado pela caspase 8. Uma vez
clivada, a tBid induz a liberacdo do citocromo c, formagdo do apoptosomo e
ativagdo de caspases efetoras, amplificando os sinais de morte gerados pelos
receptores de morte (LORENZO et al., 1999; FISCHER & SCHULZE-
OSTHOFF, 2005).

As células em apoptose apresentam alteragdes morfolégicas e bioquimicas
caracteristicas que podem ser utilizadas para a sua identificacdo. Estas
alteragdes incluem condensagao da cromatina, formacéo de prolongamentos

da membrana chamados blebbing, fragmentagcdo do DNA, externalizagdo de
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fosfatidilserina e formacdo dos corpos apoptéticos que séo rapidamente
fagocitados por macrofgos, sendo removidos sem causar processo inflamatoério
(SARASTE & PULKKI, 2000; ZIEGLER & GROUSCURTH, 2004; ALBERTS, et
al., 2010).

Figura 7. Vias extrinseca e intrinseca da apoptose adaptado de Hengartner (2000).

Recentemente, acentuados progressos na bioquimica, biologia molecular e
genética vem permitindo elucidar o mecanismo de morte celular. O estudo da
apoptose inicialmente foi possivel através avaliagcado da morfologia celular por
microscopia eletrénica de transmissao (MET). A clivagem do DNA, que produz

fragmentos de tamanhos variaveis porém sempre multiplos de 200 pares de
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base, pode ser detectada por eletroforese em gel. A fosfatidilserina, expressa
na membrana externa das células apoptéticas, pode ser identificada pelo
marcador especifico anexina V e dosado por citometria de fluxo.
Morfologicamente, células apoptéticas podem ser quantificadas e identificadas
por corantes fluorescente como laranja de acridina e brometo de etidio, outros
corantes também podem ser utilizados, como iodeto de propidio, hoechst
(corante fluorescente) e DAPI (corante fluorescente) para quantificagdo por
citometria de fluxo (OTSUKI et al., 2003; ALBERTS, et al., 2010). Todas estas
técnicas oferecem subsidios para a investigagao “in vitro” da atividade biologica

de novos candidatos a farmacos.

A elucidagdo dos processos moleculares e bioquimicos envolvidos no
mecanismo de morte celular programada impulsionou as pesquisas na busca
de quimioterapicos promotores da apoptose, o que evidencia a sua importancia
para a terapia farmacologica do céncer. O conhecimento das vias de
sinalizagdo da apoptose tem premitido o planejamento racional de novos
farmacos anti-cancerigenos. Trabalhos mostram que quimioterapicos com
diferentes estruturas e mecanismo de ac¢do induzem a morte celular por
apoptose como a dexametasona, vincristina, cisplatina, ciclofosfamida e 5-
fluorouracil. (KERR et al., 1994; REED, 1995; D’AMICO & MCKENNA, 1994).

1.4. FARMACOLOGIA ANTINEOPLASICA

Nos ultimos 50 anos o tratamento do cancer tem contado principalmente com a
quimioterapia, radioterapia e cirurgia, que em conjunto tem apresentado
excelentes resultados como nas neoplasias hematologicas e tumores sélidos
(HANNUN, 1997; MURAD & KATZ, 2000). No caso das leucemias o
transplante de medula também tem sido utilizado em associacédo a
quimioterapia e a radioterapia (BARBOSA et al., 2000; OLIVIERI et al., 2008;
FARIAS et al., 2010). Em quadros avangados, quando o tumor se disseminou a
partir do seu local de origem, a quimioterapia tem um papel crescente nos
esforgos para aliviar sintomas e prolongar a vida (NYGREN, 2001). Cada um

destes tratamentos tem como objetivo erradicar completamente a doencga, o
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que geralmente ocorre por meio da terapia combinada, onde s&o associados
mais de um tipo de tratamento (ALMEIDA et al., 2005).

A quimica medicinal tem como objetivo a busca de novos farmacos com
toxicidade seletiva, de forma que o farmaco seja mais especifico para as
células cancerosas do que para as células normais. O alvo da maioria dos
quimioterapicos sdo as células em divisdo, agindo em sua maioria na
proliferagdo celular (ciclo celular) e na promo¢ao da apoptose. Deve ser
considerado também que tecidos normais que apresentam elevada taxa de
crescimento como medula 6ssea, foliculos pilosos e mucosa gastrointestinal
também podem ser afetados, o que causa reagdes adversas severas como
nauseas, perda de cabelo e maior susceptibilidade as infecgdes (GOLAN, et
al.,, 2009; GOODMAN & GILMAN, 2005; RANG et al., 2004).

A acdo dos farmacos também depende das caracteristicas das neoplasias,
tumores de pequeno tamanho e de intenso crescimento respondem de forma
mais favoravel a quimioterapia do que tumores grandes e de crescimento lento.
Embora tumores primarios respondam bem ao tratamento, as células
metastaticas geralmente respondem de forma precaria levando a um
prognostico desfavoravel (GOLAN et al., 2009). Esses dados reforgcam a
necessidade da detecgdo precoce da doenga, 0 que aumenta

consideravelmente a probabilidade de cura.

A maioria dos quimioterapicos tem como objetivo principal eliminar todas as
células neoplasicas e, independente da via de atuacdo, estes farmacos
promovem algum tipo de lesdo no DNA, deflagrando o processo de morte
celular programada (RANG et al., 2004; GOODMAN & GILMAN, 2005). De
forma geral os quimiterapicos clinicamente empregados agem nas células em
divisdo. Os antineoplascos que atuam em qualquer fase do ciclo celular das
células em divisdo sdo denominados ciclo-especificos. Os farmacos que agem
apenas em uma fase especifica do ciclo celular sdo denominados fase-
especificos. Os agentes nao-ciclo-especificos sao aqueles que tem a
capacidade de agir nas células tumorais que estédo atravessando o ciclo celular
ou em repouso no estagio Go. A Figura 8 mostra a relagdo entre alguns
antineoplasicos e a sua atuacao no ciclo celular. Os quimioterapicos também

podem ser classificados segundo o mecanismo de acdo em antimetabdlitos,
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antibidticos citotoxicos, produtos naturais vegetais e agentes alquilantes e
correlatos (RANG et al., 2004).

Go
’—> Fase de repouso

Agentes néo-ciclo-especificos:

3

Nitrosuréias

Agentes ciclo-especificos: qualquer fase do ciclo
Agentes alquilantes, antibioticos antitumorias, dactinomicina, cis-platina, dacarbazina,

Agentes-ndo-ciclo-especificos:
Nitrosuréias

L M G,
Mitose Intervalo Sintese de DNA |
pre-mitético
Especificos dafase M: Especificos dafase 8:
Vincristina, vimblastina Mercaptopurina, metrotexato

Figura 8. Relacdo entre o ciclo celular e a agdo de alguns agentes citotéxicos (RANG et al.,
2004; GOODMAN & GILMAN, 2005).

Os farmacos antimetabdlitos (Figura 9) correspondem a uma classe de agentes
que interferem na sintese do DNA como os analogos do folato (metotrexato),
0s analogos das pirimidinas (fluorouracil, tomudex e citarabina) e os analogos
das purinas (6-mercaptopurina, tioguanina, fludarabina, pentostatina e
clabridina) (RANG et al., 2004; THOMAS, 2007). Estes compostos atuam
inibindo enzimas envolvidas na sintese e no metabolismo do DNA
comprometendo a sua replicagdo (RANG et al., 2004). Trabalhos tém
mostrado aumento dos niveis de proteina p53 e de ruptura na fita de DNA em
células humanas tratadas com antimetabdlitos, o que sugere que estes agentes
promovem a morte celular por apoptose (FRITSCHE et al., 1993; NELSON &
KASTAN, 1994).
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Figura 9. Estrutura de alguns farmacos antimetabolitos usados no tratamento de neoplasias
malignas (THOMAS, 2007)

Os antibioticos citotdxicos (Figura 10) sdo compostos naturais que de forma
geral interferem na funcdo da topoisomerase Il. As topoisomerases sao
enzimas que participam da replicagdo do DNA. Em tecidos tumorais a
expressao das topoisomerases € maior do que nas células de metabolismo
normal o que as tornam um alvo importante para o controle das neoplasias
(KELLNER et al., 2000). As antraciclinas estdo entre os antibiéticos citotoxicos
de maior utilidade clinica contra o céncer. Embora diversos mecanismos
parecam estar envolvidos com sua atividade, a capacidade das antraciclinas
de provocar lesdo no DNA resulta mais provavelmente de sua intercalagédo no
DNA, o que interfere na acdo da topoisomerase Il, resultando em lesbes do
DNA como cisao das fitas e por fim em morte celular. As principais antraciclinas
utilizadas clinicamente sdo a doxorrubicina, idarrubicina, epirrubicina,
daunorrubicina, mitoxantona e dactinomicina (RANG et al., 2004; GOODMAN
& GILMAN, 2005).



48

Figura 10. Estrutura de alguns antibidticos citotoxicos (ALMEIDA et al., 2005).

Os produtos naturais vegetais (Figura 11) sao antimitéticos que agem na fase
M do ciclo celular e tem como maiores representantes os alcalbides vincristina
e vimblasatina extraidos da planta Catharanthus roseus (Vinca rosea),
introduzidos na quimioterapia do cancer no final da década de 60. A
vimblastina € empregada no tratamento de certos tipos de linfomas e de cancer
testicular metastatico e geralmente é utilizada em associagcdo com outras
drogas, com diferentes mecanismos de agdo, como a cisplatina. A vimblastina
em doses terapéuticas provoca nauseas, vOmitos e mielosssupressao (reagao
adversa mais severa). A vincristina desempenha um importante papel na
quimioterapia das leucemias pediatricas e tem como efeitos adversos nauseas,
vomitos e mielossupressao, sendo esta mais leve do que a provocada pela
vimblastina. Compostos semi-sintéticos derivados desses alcaldides estdo em
uso clinico como a vindesina (Figura 11), utilizada no tratamento de melanoma
e carcinomas de pulmao e a vinorelbina (Figura11), usada no tratamento do
cancer de mama metastatico e ovariano. Os agentes antimitoticos se ligam a
tubulina inibindo a sua polimerizagdao em microtubulos, impedindo a formacéao
do fuso mitético o que paralisa a divisdo celular (RANG et al., 2004;
GOODMAN & GILMAN, 2005; AVENDANO & MENENDEZ, 2008; GOLAN et
al., 2009).
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Figura 11. Estrutura de algumas farmacos antimitéticos (AVENDANO & MENENDEZ, 2008).

Os agentes alquilantes (Figura 12) séo utilizados ha 60 anos e as classes mais
importantes em uso clinico sdo as mostardas nitrogenadas (ciclofosfamida,
mecloretamina, melfalana, clorambucil e tiotepa) e as nitrossuréias (carmustina,
mitomicina, dacarbazina, procarbazina e altretamina), que atuam em qualquer
fase do ciclo celular, porém, sdo mais efetivos nas fases G1 e S (ABRAHAM,
2003; GOODMAN & GILMAN, 2005; AVENDANO & MENENDEZ, 2008).

Os agentes alquilantes sao geralmente agentes eletréfilos ou dado origem a
eletréfilos que possuem a capacidade de se ligar covalentemente ao DNA
intruduzindo um grupo alquil. Nas mostardas nitrogenadas ocorre a formagao
do ion aziridina por uma substituicdo nucleofilica interna de um atomo de cloro
(Figura 13). Em seguida ocorre um ataque nucleodfilico do nitrogénio 7 (N7) de
um residuo de guanina sobre este ion. Uma vez que os agentes alquilantes sao
bifuncionais ocorre a formacao do ion aziridina na outra cadeia deste agente
que se liga de forma cruzada ao DNA (THOMAS, 2007). O nitrogénio 7 (N7) da
guanina, por ser um nucledfilo forte, constitui o principal alvo molecular para a
alquilagdo no DNA, embora o oxigénio 6 (O6) da guanina, o N1 e N3 da
adenina, o N3 da citosina e o fosfato também possam ser alvos de alquilacéo
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(BAKHTIAR & OCHIAI, 1999; RANG, et al., 2004; GOODMAN & GILMAN,
2005; GOLAN, et al., 2009).

(a) Ciclofosfamida Clorambucil
CH,—NH
/ \ __CHy"CHo-CI CH,-CH,-Cl
CH3 0—P—N_ HOOC—CH,—CH,—CH, N\/
\ / CH,-CH,-Cl CH,-CH,-Cl
CH,—O
(b) Carmustina Dacarbazina
it
C.
(\)~ /N\C/ NH2
CICH,CH—N—C—NHCH,CH,Cl c < H
N:O /C CH3
NH \N:N:Ni
CHs

Figura 12. Estruturas de algumas mostardas nitrogenadas (a) e nitosurréias (b) (GOODMAN &
GILMAN, 2005).
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Figura 13. Proposta de mecanismo de formagao de ligagdo cruzada entre agente alquilante e o
DNA (THOMAS, 2007).
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A cisplatina, um dos primeiros compostos de coordenacgdo utilizados como
quimioterapico, também é classificado como agente alquilante ou correlato em
virtude de formar ligagbes cruzadas com o DNA. A cisplatina (Figura 14) ou
cisdiaminodicloroplatina (ll) marcou os anos setenta representando um dos
mais potentes agentes antitumorais usado clinicamente para uma grande
variedade de tumores solidos (GONZALEZ et al, 2001; SIDDIK, 2003;
AVENDANO & MENENDEZ, 2008).

Ao estudar os efeitos do campo elétrico sobre o crescimento bacteriano usando
eletrodos de platina, Rosenberg observou inibicdo do crescimento das
bactérias, ou seja, paralisacdo da divisdo celular. A descoberta acidental do
composto de coordenagao de platina, na Universidade de Michigan/Estados
Unidos, premitiu-se propor que este composto poderia também inibir a
proliferagcdo descontrolada de células cancerosas (ROSENBERG et al., 1965,
1969; ROSENBERG, 1973).

A cisplatina ou cis-DDP é um farmaco administrado ao paciente por via
intravenosa que se difunde rapidamente para os tecidos. Aproximadamente
90% da cisplatina é transportada para os tecidos ligados a albumina e outras
proteinas plasmaticas. Como a concentracio de cloreto no meio extra celular é
em torno de 100mM a cisplatina é transportada na forma inativa. A cis-DDP
pode ser transportada para o meio intracelular de duas formas, por difusdao ou
pelo transportador de cobre CTR-I (DAINO et al., 2000; NGUEWA, et al., 2005;
CEPEDA et al., 2007). Dentro da célula a concentragdo de cloreto € baixa,
assim, os cloretos da cis-DDP podem ser deslocados por reagdo com
nucleodfilos como a agua, adquirindo carga positiva (Figura 14), responsavel
pela formacdo da espécie ativa do farmaco. A cisplatina carregada
positivamente reage com um nucledfilo forte, como o N7 da guanina, de forma
semelhante aos agentes alquilantes, formandos adutos com o DNA que inibem
a sua transcricdo e replicagao, resultando em quebras e erros de codificacéo
que acabam levando a morte celular por apoptose (BAKHTIAR & OCHIAI,
1999; GOODMAN & GILMAN, 2005).

Componentes celulares que possuem sitios nucleofilicos como DNA, RNA,
proteinas, fosfolipidios de membrana e citoesqueleto reagem com a cisplatina.
Embora cerca de 1% da cis-DDP intracelular reaja com o DNA nuclear (Figura
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15), esta interacdo produz uma variedade de adutos intra e inter-cadeia
responsavel pela inibicdo da sintese de DNA (PEREZ, 1998). O grande mérito
do ponto de vista clinico da cis-platina se baseia na sua capacidade de induzir
a morte celular por apoptose, a qual pode ser deflagrada pela via da proteina
p53 (GONG et al., 1999; JORDAN & CARMO-FONSECA, 2000).

Figura 14. Bioativagdo intracelular da cisplatina (AVENDANO & MENENDEZ, 2008).

A cisplatina, aprovada para uso clinico em 1978, a carboplatina (Figura 16),
composto de segunda geragdo aprovado para uso clinico em 1989, e a
oxaliplatina (Figura 16), composto de terceira geragao aprovada para uso
cliinico em 2002, sdo comumente usados para uma grande variedade de
neoplasias como canceres de pulmao, colorretal, ovariano, mama, cabeca,
pescoco, bexiga e testiculo (RAJESWARAN et al., 2008). O sucesso clinico da
cisplatina é limitado pelos efeitos colaterais significativos como nauseas,
vomitos e o mais grave, nefrotoxicidade (BAKHTIAR & OCHIAI, 1999;
GOODMAN & GILMAN, 2005; MICWHINNEY et al., 2009).

De maneira geral os quimioterapicos apresentam severos efeitos colaterais. A
fim de reduzir estes efeitos, estes agentes sdo ministrados de forma
intermitente, o que possibilita a recuperagéo dos tecidos normais, entretanto,
também permite um novo crescimento de células cancerosas e o

desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos farmacos. A terapia
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combinada (dois antineoplasicos ou mais) tem sido utilizada de forma sinérgica,
uma vez que o uso de farmacos com mecanismos de acio diferentes podem
provocar uma taxa elevada de morte celular e evitar a resisténcia aos mesmos.
Entretanto, a carcinogénese € um processo complexo e em sua maioria, 0s
canceres inicialmente clonais (originarios de uma unica célula transformada)
desenvolvem heterogeneidade, uma vez que sofrem novas mutagbes e
aumentam a variagcao genética entre as células-filhas, podendo levar a quadros
de resisténcia (GOLAN, et al., 2009).

Figura 15. Interac&o da cisplatina com o DNA e proteinas (JONES & THORNBACK, 2007).
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Figura 16. Estrutura da carboplatina e oxaliplatina (AVENDANO & MENENDEZ, 2008).

A resisténcia pode ser provocada por inativacdo do farmaco, diminuicdo da sua
captacao, reparo das lesdes causadas pelos farmacos, reprogramacgao da via
metabdlica e insensibilidade a apoptose. Sem duvida, a resisténcia € um dos
principais fatores limitantes associado ao insucesso da quimioterapia (GOLAN,
et al., 2009). As alteragdes genéticas das células tumorais que ocorrem nos
centros regulatérios da apoptose e de suas vias de sinalizagao, tem enfatizado
a maquinaria apoptdética como um novo e interressante alvo para o
desenvolvimento racional de novos farmacos com atuvidade antitumoral
(LISTON et al., 2003; REED, 2003; DEBATIN, 2004; JUIM et al., 2004).

1.5. PLANEJAMENTO DE NOVOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS

A quimica medicinal € uma ciéncia interdisciplinar que apresenta interfaces
com varias areas do conhecimento (quimica organica, quimica inorganica,
bioquimica, farmacologia, biologia molecular, genética, imunologia e
toxicologia) e tem como objetivo a descoberta, desenvolvimento, preparo e
identificacdo de compostos biologicamente ativos, buscando compreender o
mecanismo de acdo destas drogas para a construgdo de relagdes estrutura-
atividade (WERMUTH et al., 1998; IMMING, 2008). A quimica medicinal teve
um papel importante na descoberta e desenvolvimento de drogas
aticancerigenas. A mudanga de um atomo de enxofre por um de nitrogénio
transformou a mostarda nitrogenada (Figura 17) em um dos primeiros
compostos utilizados com sucesso na indugcdo da remissao tumoral em um
paciente portador de linfoma (RAJSKI & WILLIAMS, 1998; CHAST, 2008).
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Figura 17. Estrutura da mostarda de enxofre da mecloretamina adaptado de Bennion & David-
Bajar (1994).

Apesar da importdncia da sintese quimica para a industria farmacéutica
moderna, a maioria dos farmacos foram descobertos por acaso ou por meio de
triagem de compostos de origem natural, por isso, muitas drogas utilizadas na
medicina tém a sua origem nos produtos naturais. A grande diversidade dos
recursos naturais e sintéticos proporcionou a descoberta e o desenvolvimento
de potenciais substancias biologicamente ativas (IMMING, 2008). A sintese
quimica vem contribuindo de forma crescente para a obtencdo de novas
drogas, cerca de 85% dos farmacos comercialmente disponiveis sdo de origem
sintética, considerando aqueles oriundos de processos semi-sintéticos, como
os antibidticos obtidos a partir de processos fermentativos, esse percentual
pode chegar a mais de 85% (BARREIRO & FRAGA, 2008).

Durante as ultimas décadas do século 20 os compostos farmacéuticos
contendo metais comegou a desempenhar um papel muito importante na
medicina diagndstica e terapéutica. Uma grande inovagao na quimioterapia do
cancer foi a introdugcdo da  cisplatina (Platini® ou Platinol®),
composto aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1978 para
uso no tratamento de cancer ovariano e testicular. Entretanto, como ja
mencionado, o0 uso das cisplatina € severamente limitado pelos seus efeitos
téxicos como nefrotoxicidade, o que estimulou o desenvolvimento de farmacos
analogos a cisplatina como a carboplatina (Paraplatin®). Além disso, a
descoberta da cisplatina intensificou as pesquisas sobre uma variedade de
compostos metélicos com propriedades anticancerigenas (GOODMAN &
GILMAN, 2005; JONES & THORNBACK, 2007).
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O cobre é um metal que desempenha papel importante em varios organismos
microbianos, plantas e seres humanos. O cobre apresenta-se como constituinte
de proteinas como a citocromo C oxidase (CCO), que participa da cadeia
respiratoria mitocondrial e consequentemente da formagao de ATP, e a cobre-
zinco superoxido dismutase (Cu/Zn-SOD), que atua na resposta de defesa
antioxidante, entre outra funcdes (KIM et al., 2008). As proteinas utilizam da
natureza redox do cobre para realizarem mais facilmente reacbes de
transferéncia de elétrons. Esta propriedade quimica deste metal é também
potencialmente toxica uma vez que estas reagdes redox podem gerar radicais
hidroxila que podem resultar em danos a lipidios de membrana, proteinas e
DNA (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984). Apesar do teor médio de cobre no
corpo humano estar em torno de 100 mg, dificilmente este metal é encontrado
livre na célula (RAE et al., 1999).

A quimica inorganica medicinal busca explorar as propriedades unicas de ions
metalicos para a concep¢ao de novos medicamentos. No desenvolvimento de
metalofarmacos, as moléculas organicas (ligantes) apresentam papel
importante, uma vez que podem limitar os efeitos toxicos dos metais e
potencializar suas propriedades terapéuticas. Ligantes sintéticos planejados
para obtencdo de compostos de coordenagao podem permitir a obtengcao de
novos agentes terapéuticos (STORR et al., 2006; BRUIJNINCX & SADLER,
2008).

O processo de desenvolvimento de um novo farmaco envolve uma
multiplicidade de fatores como os farmacodinamicos (interagcdes responsaveis
pela atividade biolégica), farmacocinéticos (absorgao, distribuicao, metabolismo
e eliminagao) e toxicoldgicos. A modificagdo molecular tem sido empregada
no planejamento de novas drogas com a finalidade de se obter farmacos mais
potentes e com reduzidos efeitos colaterais (BARREIRO et al.,, 2002;
BARREIRO & FRAGA, 2008).

A hibridizacdo molecular tem sido amplamente empregada pelos quimicos
medicinais como estratégia utilizada no planejamento e modificagdo molecular
de ligantes e protétipos. Esta técnica permite a jungéo estrutural de compostos
bioativos em uma unica molécula, originando um novo produto que podera

apresentar atividade conjugada de ambos compostos de partida (BARREIRO &
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FRAGA, 2008). Os ligantes duais podem ser planejados para agir
seletivamente em alvos multiplos, possibilitando um aumento da eficacia
terapéutica, uma vez que vias metabdlicas diferentes podem ser inibidas por
uma unica molécula (ESPINOZA-FONSECA, 2006). Os compostos duais
podem agir também em diferentes sitios adjacentes de uma mesma
macromolécula o que também pode levar a uma droga mais potente e/ou mais
seletiva (CONTERAS & SIPPL, 2008).

Os ligantes com propriedade dual sdo denominados de ligantes multiplos (LM)
e podem ser classificados, segundo o mecanismo utilizado para unir as
estruturas moleculares, em conjugados, pré-fundidos e fundidos. Os compostos
conjugados sao aqueles em que se utiliza um espagador entre as estruturas
que se deseja unir (Figura 18). Os espagadores podem ser cadeias geralmente
metilénicas, anéis ndo aromaticos, anéis aromaticos e heteroaromaticos.
Quando este espacador é reduzido ao ponto das estruturas se tocarem, sem
que ocorra sobreposi¢cao, os compostos sdo denominados pré-fundidos. Os
compostos fundidos sdo os mais comumente encontrados onde dois farmacos
ou parte das suas estruturas sdo unidos por regides comuns da molécula o que
acarreta em pontos de sobreposicdo (MORPHY & RANKOVIC, 2008;
CONTERAS & SIPPL, 2008).

Figura 18. Classificagdo dos ligantes multiplos (LM), Adaptado de MORPHY & RANKOVIC
(2008) e CONTERAS & SIPPL (2008).
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Para que os ligantes multiplos apresentem potencial para candidatos a farmaco
a escolha dos protdtipos utilizados devem considerar o mecanismo de agao e
os fatores estruturais para que a molécula planejada reconhega o alvo
pretendido. Partir de drogas utilizadas na terapéutica como protétipos para o
planejamento de novas drogas biologicamente ativas € uma estratégia racional
uma vez que as propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas destes
agentes ja estao bem estabelecidas (BARREIRO & FRAGA, 2008).

Apesar da acgao hipotensora do propranolol como também da agao anti-
coagulante do dicumarol e seu derivado sintético, a varfarina (Figura 19)
(HOULT & PAYDT, 1996; GOODMAN & GILMAN, 2005), estes compostos e
seus analogos estdao sendo avaliados com outras finalidades, como a atividade
anticancerigena. O propranolol tem apresentado atividade ‘in vitro” contra
cancer de pancreas (AI-WADEI et al., 2009). A varfarina sédica mostrou
reducao de metastase em experimentos com animais (SMITH et al., 1988) e o
dicumarol induziu morte celular por apoptose em células de cancer pancreatico
(LEWIS, et al., 2004). Pacientes com céancer renal tratados com a cumarina
(1,2-benzopirona) apresentaram regressdo tumoral sendo relatados baixos
efeitos colaterais (MARSHALL et al, 1991). A 4-hidroxicumarina tem
apresentado atividade antineoplasica contra melanoma (VELASCO-
VELAZQUEZ, 2003; SALINAS-JAZMIN et al., 2010), a 7-hidroxicumarina
mostrou-se eficaz contra cancer de pulmao (JIMENEZ-OROZCO et al., 2001) e
a 6-metil-7hidroxicumarina foi ativa contra cancer renal induzindo morte celular

por apoptose (FINN et al., 2003).
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Figura 19. Estrutura do propranolol, cumarina, varfarina e dicumarol (GOODMAN & GILMAN,
2005).
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Os farmacos sintéticos apresentam variados mecanismos de acao, e em sua
maioria, apresentam em sua estrutura mais de um heteroatomo entre atomos
de nitrogénio, enxofre e oxigénio predominantemente, além de cloro e fluor
(BARREIRO & FRAGA, 2008). O grupo de pesquisa em Quimica Bioiorganica
da Universidade Estadual do Norte Fluminense investigou a atividade
antineoplasica de dois compostos organicos, um contendo piridina em sua
estrutura (BMPA) e outro apresentando uma piridina € um fenol em sua
estrutura (HBPA) (Figura 20). Estes compostos citotéxicos, cujo mecanismo de
agao ainda nao foi elucidado, induziram morte celular por apoptose em células
de origem leucémica (BULL, 2008), caracteristica importante para candidatos
a protétipos antitumorais. E importante considerar que &atomos como o
nitrogénio e oxigénio possuem elétrons nao ligantes capazes de realizarem
ligagbes coordenadas com metais e assim formar os compostos de
coordenacdo (JONES & THORNBACK, 2007). Em seu trabalho, Bull (2008)
verificou que os compostos de coordenagao de cobre obtidos a partir do BMPA
e HBPA (Figura 20), além de apresentarem maior atividade biolégica do que os
seus respectivos ligantes, mantiveram a caracteristica dos ligantes de partida

induzindo morte celular por apoptose em células de origem leucémica humana

(U937 & THP-1).
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Figura 20. Compostos organicos e de coordenagado com atividade antitumoral avaliados pelo
grupo de Bioinorganca da Universidade Estadual do Norte Fluminense, (BMPA) bis-(2-
piridilmetil)amina, (HBPA) (2-hidroxibenzil)(2-piridiimetil)amina (BULL, 2008).
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Assim, este trabalho tem como objetivo o planejamento, sintese e avaliagéo da
atividade biolégica de compostos organicos e de coordenagédo de cobre. Os
ligantes foram propostos empregando-se a hibridagdo molecular, onde
unidades estruturais do propranolol (Figura 21a) e da varfarina (Figura 22a)
foram agregados aos ligantes HBPA e BMPA, obtendo-se novos ligantes N,O-
doadores. Os ligantes foram reagidos com CuCl, para a obtengdo de novos
compostos de coordenacdo de cobre (Figuras 21b e 22b). Posteriormente
foram avaliadas as atividades antitumorais dos mesmos frente a duas linhages

de células leucémicas, U937 e THP-1.

Figura 21. Composto organico (a) desenhado a partir do propranolol e composto de
coordenacao de cobre obtido a partir do ligante planejado (b).
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Figura 22. Composto orgénico (a) desenhado a partir da varfarina e composto de
coordenacao de cobre obtido a partir do ligante planejado (b).
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento, caracterizagéo e avaliagao
da atividade antineoplasica de compostos organicos e de seus respectivos
compostos de coordenacgao de cobre, contendo os grupos naftol e cumarina em

suas estruturas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar e caracterizar por técnicas espectroscopicas (Infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de 'H e de '*C) os novos ligantes polidentados
obtidos;

- Sintetizar compostos de coordenagdo de cobre empregando-se os ligantes

propostos;

- Caracterizar os compostos de coordenacao de cobre, quando possivel,
empregando-se as técnicas de andlise elementar (C, H, e N), medidas de
condutividade, determinag¢ao do ponto de fusdo, espectroscopia eletronica e de
infravermelho, voltametria ciclica e espectrometria de Massas com lonizacao
por electrospray (ESI-MS e ESI-MS/MS);

- Investigar a citotoxicidade “in vitro” dos compostos sintetizados frente as
linhagens humanas de células leucémcias U937 e THP-1, através do método
do MTT;

- Investigar o mecanismo de morte celular pelas técnicas de microscopia de
fluorescéncia e de avaliacdo do ciclo celular e do potencial mitocondrial de

membrana por citometria de fluxo;

- Avaliar o efeito dos grupos substituintes como também da isomeria sobre a
atividade biologica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

As sinteses dos ligantes e dos complexos foram realizadas utilizando-se
solventes de grau PA adquiridos de fontes comerciais (Aldrich, Acros, Vetec,
Synth e Merck) sem prévia purificagdo. As reagdes organicas foram
acompanhadas por analise cromatografica em camada delgada (TLC) (silica
gel 60 Fa54 — Merck) utilizando-se solvente adequado. As reacbes foram
realizadas sob agitacdo magnética e para aquelas que necessitaram de
aquecimento, foram utilizadas placas de agitagdo com aquecimento marca
Fisatom ou Fisher e termdmetro para o controle da temperatura do banho.
Quando necessario, as reagdes organicas foram concentradas no evaporador

rotatorio marca Fisatom.

3.1.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H e de "*C foram registrados em um espectrémetro
Jeol modelo eclipse+ 400 (Laboratorio de Ciéncias Quimicas - UENF),
operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C, utilizando-se cloroférmio
deuterado como solvente. Como padrdo interno para 'H empregou-se
tetrametilsilano (TMS).

3.1.2. Espectroscopia de infravermelho

As anadlises de infravermelho dos compostos sintetizados foram realizadas
utilizando-se um espectrometro de infravermelho Shimadzu FT-IR 8300
(Laboratério de Ciéncias Quimicas - UENF). As amostras sélidas foram
analisadas em pastilha de KBr, ja as amostras oleosas foram analisadas na
forma de filme sobre pastilhas de KBr, utilizando diclorometano como solvente.
A regido do espectro analisada foi de 400 a 4000 cm™.
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3.1.3. Difragao de raios X

Os dados foram coletados em um difratdmetro Enraf-Nonius Kappa-CCD a
temperatura ambiente pelo Prof. Lorenzo C. Viscentin, no LRX da UFF. Para a
resolucdo e refinamento das estruturas cristalinas foram utilizados os
programas SIR97 e SHELXL97.

3.1.4. Analise elementar

As determinagbes das porcentagens do teor de carbono, hidrogénio e
nitrogénio foram realizadas em um analisador elementar Thermo Scientific,
modelo FLASH 2000 CHNS/O Analyzer, no LCQUI-UENF.

3.1.5. Condutimetria

As medidas de condutividade foram realizadas em um condutivimetro de
bancada microprocessado Biocristal modelo PHN. Os compostos foram
analisados a 25 °C na concentracdo de 1,0 x 10 mol.dm™, utilizando-se
metanol grau espectroscépico como solvente. O condutivimetro foi previamente
calibrado com uma solugdo padrdo de KCI (1412 pS.cm™ a 25 °C). As medidas
foram realizadas no LCQUI-UENF.

3.1.6. Espectroscopia eletronica

Os espectros eletronicos (200-1100 nm) foram obtidos em um
espectrofotometro de UV-Vis Varian, modelo Cary 50 Bio. As leituras foram
realizadas em cubetas de quartzo com caminho éptico de 1 cm, utilizando-se

metanol grau espectroscopico. Os espectros foram obtidos no LCQUI-UENF.
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3.1.7. Voltametria Ciclica

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos empregando-se um
potenciostato/galvanostato da Auto Lab, modelo PGSTAT 10-Eco Chemie no
LCQUI-UENF. Os experimentos foram realizados sob atmosfera de argdnio,

utilizando-se a seguinte configuragéo de eletrodos:

- Eletrodo de trabalho: carbono vitreo;
- Eletrodo auxiliar: platina;

- Eletrodo de referéncia: Prata/Cloreto de prata (Ag-AgC¥).

3.1.8. Espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI(+)-
MS e ESI(+)-MS/MS)

Os espectros de massas foram obtidos pela Professora Christiane Fernandes
empregando-se um espectrémetro de massas Q-TOF (Micromass, Manchester,
UK) do Departamento de Quimica da Texas A&M University (Estados
Unidos). A técnica de ionizacao utilizada foi a de ionizagcao por electrospray em
modo positivo (ESI(+)-MS). Condigdes empregadas: temperatura da fonte:
80°C, temperatura de dessolvagao: 80°C, voltagem: 40V, sendo os compostos

de coordenacéao analisados em metanol/agua (1:1).
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3.2. SINTESES

3.2.1. Sintese dos compostos organicos

3.2.1.1. Sintese do (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (P1)

O precursor P (Esquema 1) foi sintetizado a partir da reagdo de condensacao
entre 2-(aminometil)piridina (3,0 mL; 28,5 mmol; A) e salicilaldeido (3,0 mL;
28,5 mmol; B), em 40 mL de metanol, utilizando-se a rota sintética previamente
descrita na literatura (NEVES et al., 1993). Rendimento: 5,0 g (83%).

N
OH NH
Q NH, T @I Metanol + H0
2 E—
N

CHO NaBH,

OH

A B P1

Esquema 1. Rota sintética do precursor P1 (NEVES et al., 1993).

3.2.1.2. Sintese do bis-(2-piridilmetil)Jamina (P2)

A sintese do precursor P2 (Esquema 2) foi realizada através de modificagcbes
da rota sintética descrita por Neves et al., 1995. Em um baldo de fundo
redondo de 250 mL foi adicionado 100 mL de metanol, 5,5 mL de 2-
(aminometil)piridina (52,3 mmol; A) e 5,5 mL de 2-carboxipiridilaldeido (52,3
mmol; C). Apds 1 hora de reagao foi adicionado, paulatinamente, quantidade
equimolar de borohidreto de sédio (2,0 g; 52,3 mmol), sob banho de gelo. Apés
24 horas de reacao o pH da solucéo foi ajustado para 2 com HCI concentrado,
sob banho de gelo. A solugdo tornou-se alaranjada e verificou-se a formagéao
de um precipitado branco (NaCl). A reacao foi mantida sob agitagdo magnética

por 24 horas e em seguida foi concentrada no evaporador rotatério a 50°C. O
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Oleo obtido foi solubilizado em agua destilada e extraido sucessivamente com
diclorometano, até que a fase organica se apresentasse incolor, sendo esta
descartada. O pH da fase aquosa foi ajustado para 10 com adigbes lentas de
Na,CO3 sob agitagdo vigorosa. A fase aquosa foi novamente submetida a
extragdes com diclorometano, até que a fase orgénica se apresentasse incolor.
A fase organica foi seca com MgSO, anidro, filtrada e concentrada no
evaporador rotatério a 50°C, obtendo-se um 6leo castanho-avermelhado. A
andlise por cromatografia de camada delgada, utilizando-se metanol como

eluente, revelou a presenga de um unico produto. Rendimento: 8,33g (80%).

O

N
NH
N 2 N CHO NaBH,4 N
A C P2

Esquema 2. Rota sintética do precursor P2 (NEVES et al., 1995).

3.2.1.3. Sintese do 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3)

O precursor P3 (Esquema 3) foi sintetizado segundo Corréa (2006). Em um
baldo de fundo redondo de 500 mL foi adicionado 200 mL de alcool etilico,
10,09 de a-naftol (0,07 mol; D) e 4,0 g de KOH. Apds 10 minutos sob agitagéo
magnética a temperatura ambiente, foi adicionado lentamente 33,6 mL de 1-
cloro-2,3-epoxipropano (E). A solugdo foi mantida sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente por 48h e a reacdo foi acompanhada por TLC,
empregando hexano e acetato de etila como eluentes na proporgéo de 9:1. A
sequir, a solugao foi concentrada no evaporador rotatério a 50°C, dissolvida em
30 mL de agua, transferida para um funil de separacao e extraida 4 vezes com
20 mL de éter etilico gelado. Em seguida, a fase etérea foi seca com sulfato de

sodio anidro e posteriormente filtrada. A solugao foi concentrada no evaporador
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rotatorio a 50°C, sendo obtido um 6leo castanho-avermelhado. Rendimento:
7,09 (49,73%).

” ’ @@

etanol @@

_— ¢ N } - > o + KCl
OH KOH OK )

<~

o)
D E P3

Esquema 3. Rota sintética do precursor P3.

3.2.1.4. Sintese do 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P4)

A rota sintética do precursor P4 (Esquema 4) foi realizada a partir da reagéo do
B-naftol (F) com 1-cloro-2,3-epdxipropano (E), em meio basico, segundo Corréa
(2006), descrito no item 3.2.1.3. A solucao foi mantida sob agitacdo magnética
a temperatura ambiente por 24h e a reacado foi acompanhada por TLC,
empregando-se hexano e acetato de etila como eluentes na proporg¢ao de 9:1.
O dleo obtido solidificou apés 3 dias em repouso. O produto foi recristalizado

em hexano a quente originando um sélido branco. Rendimento: 7,32g (52%).

cl
o
OHT oK 5 - o

K

F E P4

Esquema 4. Rota sintética do precursor P4.
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3.2.1.5. Sintese do 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P5)

A sintese do precursor P5 (Esquema 5) foi realizada através de modificagcbes
da rota sintética descrita por Corréa (2006). Em um balédo de fundo redondo de
500 mL foram adicionados 250 mL de alcool etilico, 10,0g de 4-hidroxi-2H-
cromen-2-ona (0,062 mol; G) e 6,55 g de Na»,COs3 (0,062mol). Apos 2 horas sob
agitacdo magnética foi adicionado lentamente 33,6mL de epicloridrina
(0,430mol; E). A solugao foi mantida sob agitagado magnética a 60°C por 4 dias
e a reacgao foi acompanhada por TLC empregando-se hexano e acetato de etila
como eluentes na proporgéo de 2:8. Em seguida a solugdo foi concentrada no
evaporador rotatério a 50°C, dissolvida em 30 mL de agua, transferida para um
funil de separacao e extraida 6 vezes com por¢des de 20 mL de cloroformio. A
fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada no
evaporador rotatorio a 50°C. Foi obtido um 6leo transparente que solidificou em
3 dias. O sodlido bege claro obtido foi lavado com éter etilico gelado e mantido

em dessecador. Rendimento: 7,659 (56%).

ON O/\v
OH @ cl 0o
X
N . etanol A N } + NaCl
Na2CO3 § : > o \O
N O O (0]
O (6]
G

E P5

Esquema 5. Rota sintética do precursor P5.

3.2.1.6. Sintese do 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P6)

A sintese do precursor P6 (Esquema 6) foi realizada a partir da reacéo entre a
4-hidroxi-2H-cromen-2-ona (H) e epicloridrina (E), em meio basico, conforme
modificagdes na rota sintética descrita por Corréa (2006), previamente descrita
no item 3.2.1.5. A reacgdo foi acompanhada por TLC empregando-se acetato
de etila e alcool metilico como eluentes na proporcdo de 9:1. Foi obtido um
Oleo transparente que apés 3 dias originou um solido bege, o qual foi lavado
com éter etilico gelado e mantido em dessecador. Rendimento: 7,659 (56%).
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Esquema 6. Rota sintética do precursor P6.

3.2.1.7. Sintese do 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(1-naftiloxi)-2-
propanol (L1)

O composto L1 foi sintetizado conforme a rota sintética mostrada no Esquema
7. Em um bal&do de fundo redondo de 250 mL contendo 100 mL de etanol foram
adicionados 5g (0,025 mol) do precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3) e
5,35g (0,025 mol) do precursor (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (P1). A
solugao foi mantida sob agitacdo magnética a 75°C por 5 dias e a reacao foi
acompanhada por TLC empregando-se hexano e acetato de etila como
eluentes na propor¢cdo de 6:4. Em seguida, concentrou-se a solugdo no
evaporador rotatério a 50° C obtendo-se um 6leo castanho-escuro. Este foi
dissolvido em cloroférmio e sucessivas extragbes foram realizadas
empregando-se solugéo “brine” (solugdo aquosa saturada de cloreto de sodio
com uma pequena quantidade de bicarbonato de sédio). A fase organica
adicionou-se MgSO, anidro e apdés 20 minutos a mesma foi filtrada e
concentrada no evaporador rotatério a 50° C até a secura. Obteve-se um 6leo

castanho-avermelhado. Rendimento: 7,0g (67%).

P1 P3 L1

Esquema 7. Rota sintética do composto L1.
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3.2.1.8. Sintese do 1-bis(2-piridilmetil)Jamino-3-(1-naftiloxi)-2-propanol (L2)

O composto L2 foi sintetizado segundo a rota sintética mostrada no Esquema
8. Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, contendo 100mL de etanol,
foram adicionados 5g (0,025 mol) do precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3)
e 4,98g (0,025 mol) do precursor bis-(2-piridilmetil)Jamina (P2). A solugao foi
mantida sob agitacdo magnética a 75°C por 5 dias. A reacao foi acompanhada
por TLC, empregando-se acetato de etila e metanol como eluentes, na
propor¢gao de 8:2. Em seguida, concentrou-se a solugdo no evaporador
rotatorio a 50° C, obtendo-se um 6leo castanho-escuro. Esse foi dissolvido em
cloroférmio e sucessivas extragdes foram realizadas empregando-se solugéo
“brine” (solugdo aquosa saturada de cloreto de sodio com uma pequena
quantidade de bicarbonato de sédio). A fase organica adicionou-se MgSO,
anidro e apos 20 minutos a mesma foi filtrada e concentrada no evaporador
rotatério a 50° C até a secura. Obteve-se um Oleo castanho escuro.
Rendimento: 7,1 g (71%).

N 5 /\ho
—>A N

N 75°C N OH
O AN o
P2 P3 L2

Esquema 8. Rota sintética do composto L2.
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3.2.1.9. Sintese do 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2-
propanol (L3)

O composto L3 foi sintetizado conforme a rota sintética mostrada no Esquema
9. Em um bal&o de fundo redondo de 250 mL contendo 130 mL de etanol foram
adicionados 5,0g (0,025 mol) do precursor 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P4) e
5,35g (0,025 mol) do precursor (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (P1). A
solugao foi mantida sob agitagcdo magnética a temperatura ambiente a (27°C)
e a reacado foi acompanhada por TLC, empregando-se acetato de etila e
hexano como eluentes na proporcao de 6:4. Apos 24 horas ocorreu a
precipitacdo de um sdlido branco o qual foi filtrado a vacuo e recristalizado em

etanol a quente. O composto cristalino obtido foi mantido em dessecador.

Rendimento: 6,6 g (64%).
@ @

OH
OH

P1 P4 L3

Esquema 9. Rota sintética do composto L3.

3.2.1.10. Sintese do 1-bis(2-piridilmetil)amino-3-(2-naftiloxi)-2-propanol
(L4)

O composto L4 foi sintetizado conforme a rota sintética mostrada no Esquema
10. Em um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 130 mL de etanol
foram adicionado 5g (0,025 mol) do precursor 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P4) e
4,989 (0,025 mol) do precursor bis-(2-piridilmetil)Jamina (P2). A solugao foi
mantida sob agitacido magnética a 75°C por 5 dias e a reacao foi acompanhada
por TLC, empregando etanol como eluente. Em seguida, concentrou-se a

solucdo no evaporador rotatério a 50°C, obtendo-se um 6leo, o qual foi
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dissolvido em cloroférmio e submetido a sucessivas extragdes empregando
solugdo “brine” (solugdo aquosa saturada de cloreto de sédio com uma
pequena quantidade de bicarbonato de sddio). A fase organica adicionou-se
MgSQO, anidro e apdés 20 minutos a mesma foi filtrada e concentrada no
evaporador rotatério a 50°C. Obteve-se um 6leo marrom escuro. Rendimento:
6,459 (65%).

P2 P4 L4

Esquema 10. Rota sintética do composto L4.

3.21.11. Sintese do 4-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-

piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L5)

O composto L5 foi sintetizado segundo a rota sintética mostrada no Esquema
11. Em um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 100 mL de etanol
foram adicionados 2,95 g (0,0137 mol) do precursor (2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)amina (P1) e 3g (0,0137 mol) do precursor 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-
cromen-2ona (P5). A solugéo foi mantida sob agitagdo magnética a 60°C por 5
dias e a reagao foi acompanhada por TLC, empregando-se acetato de etila
como eluente. Em seguida, concentrou-se a solugdo no evaporador rotatério a
50° C, obtendo-se um 6leo, o qual foi dissolvido em cloroférmio e submetido a
sucessivas extragbes empregando solugao “brine” (solugdo aquosa saturada
de cloreto de sddio com uma pequena quantidade de bicarbonato de sédio). A
fase organica adicionou-se MgSO, anidro e apds 20 minutos a mesma foi
fitrada e concentrada no evaporador rotatério a 50° C. Obteve-se um dleo

castanho-avermelhado. Rendimento: 3,98g (67%).



76

o)
NH BN Etanol NAho )
. = \\
N0 60°C OH e
OH OH
P1 P5 L5

Esquema 11. Rota sintética do composto L5.

3.21.12. Sintese do ligante 4-{3-[bis(2-piridilmetil)amino-2-
hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L6)

O composto L6 foi sintetizado conforme a rota sintética mostrada no Esquema
12. Em um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 100mL de etanol
foram adicionados 2,742g (0,0137 mol) do precursor bis-(2-piridiimetil)amina
(P2) e 3g (0,0137 mol) do precursor 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona
(P5). A solugao foi mantida sob agitagcdo magnética a 60°C por 5 dias e a
reacao foi acompanhada por TLC, empregando acetato de etila e metanol
como eluentes na proporcao de 9:1. Em seguida, concentrou-se a solugdo no
evaporador rotatério a 50° C, obtendo-se um 6leo, o qual foi dissolvido em
cloroférmio e submetido a sucessivas extragdes empregando solugao “brine”
(solugdo aquosa saturada de cloreto de s6dio com uma pequena quantidade de
bicarbonato de sédio). A fase organica adicionou-se MgSQO, anidro e apés 20
minutos a mesma foi filtrada e concentrada no evaporador rotatério a 50°C.

Obteve-se um dleo castanho escuro. Rendimento: 4,5 g (79%).
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Esquema 12. Rota sintética do composto L6.

3.21.13. Sintese do 7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-

piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L7)

O composto L7 foi sintetizado conforme a rota sintética mostrada no Esquema
13. Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, contendo 100 mL de uma
mistura de etanol e coloroféormio na proporgéo de 1:1, foram adicionados 3,76g
(0,017 mol) do precursor 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P6) e 3,69 g
(0,017 mol) do precursor (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (P1). A solugao
foi mantida sob agitagdo magnética a 60°C por 5 dias e a reagao foi
acompanhada por TLC, empregando-se acetato de etila e metanol como
eluentes na proporcdo de 9:1. Em seguida, concentrou-se a solugdo no
evaporador rotatério a 50° C, obtendo-se um 6leo, o qual foi dissolvido em
cloroférmio e submetido a sucessivas extragdes empregando solugao “brine”
(solugdo aquosa saturada de cloreto de s6dio com uma pequena quantidade de
bicarbonato de sédio). A fase organica adicionou-se MgSO, anidro e apés 20
minutos a mesma foi filtrada e concentrada no evaporador rotatério a 50°C

obtendo-se um dleo castanho claro. Rendimento: 5,19g ( 88%).
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Esquema 13. Rota sintética do composto L7.

3.2.1.14. Sintese do Sintese do ligante 7-{3-[bis(2-piridilmetil)amino-2-

hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L8)

O composto L8 foi sintetizado conforme a rota sintética mostrada no Esquema
14. Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, contendo 100 mL de uma
mistura de etanol e coloroférmio na proporgao de 1:1, foram adicionados 3,769
(0,017 mol) do precursor 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P6) e 3,43g
(0,017 mol) do precursor bis-(2-piridilmetil)Jamina (P2). A solu¢do foi mantida
sob agitacdo magnética a 60°C por 5 dias e a reacao foi acompanhada por TLC
empregando-se etanol como eluente. Em seguida, concentrou-se a solugado no
evaporador rotatério a 50°C, obtendo-se um o6leo, o qual foi dissolvido em
cloroférmio e submetido a sucessivas extragdes empregando solugao “brine”
(solugdo aquosa saturada de cloreto de s6dio com uma pequena quantidade de
bicarbonato de sédio). A fase organica adicionou-se MgSO, anidro e apés 20
minutos a mesma foi filtrada e concentrada no evaporador rotatério a 50°C.

Obteve-se um dleo castanho. Rendimento: 4,90 g (86%).
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Esquema 14. Rota sintética do composto L8.
3.2.2. Sintese dos compostos de coordenagao
3.2.2.1. Sintese do complexo [Cu(L1)CI]CI.2H,0 (C1)

Para a obtencao do complexo C1 (Esquema 15) reagiu-se uma solugao de
10,0mL de acetato de etila e metanol, na proporcéo de 3:2, contendo 0,414g
(1,0 mmol) do pro-ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(1-naftiloxi)-
2-propanol (L1) e 0,1705g (1,0 mmol) de CuCl,.2H,0. A solugéo de coloragéo
verde foi mantida em repouso a temperatura ambiente. Apds trés dias foi obtido
um sélido microcristalino verde. Rendimento: 0,524 g (90%). Ponto de fuséo:
140°C.

Acetato de Cu

OH + CuCl2H,0  eila / \
_—
Metanol OH cl
OH

L1 C1

Esquema 15. Rota sintética para obtengédo do complexo C1.
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3.2.2.2. Sintese do complexo [Cu(L2)CI]CI.0,5H,0 (C2)

O complexo C2 foi obtido (Esquema 16) a partir da reagdo de uma solugéo de
acetato de etila (10 mL) contendo 0,398g (1,0 mmol) do pré-ligante 1-bis(2-
piridilmetil)amino-3-(1-naftiloxi)-2-propanol (L2) com uma solugéo de acetato de
etila (1,5mL) contendo 0,1705g (1,0 mmol) de CuCl,.2H,0O. A solugdo, de
coloragao azul, foi mantida em repouso a temperatura ambiente e apés quatro

dias foi obtido um sélido microcristalino azul. Rendimento: 0,339 g (62%).

Ponto de fusdo: 197°C.

OH + CuCl,.2H,0 etila
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Esquema 16. Rota sintética para obtengcédo do complexo C2.

3.2.2.3. Sintese do complexo [Cu(L3)CI]CI. 3H,0 (C3)

Para a obtencdo do complexo C3 (Esquema 17) reagiu-se 10,0mL de uma
solugao de acetato de etila e metanol (3:2) contendo 0,414g (1,0 mmol) do pré-
ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2-propanol (L3) e
uma solu¢do metandlica (1,5mL) contendo 0,1705g (1,0 mmol) de CuCl,.2H,0.
A solucao de coloracao verde foi mantida em repouso a temperatura ambiente
e ap6s um dia foi obtido um solido microcristalino verde. Rendimento: 0,583 g
(97%). Ponto de fusdo: 105°C.
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Esquema 17. Rota sintética para obtengcédo do complexo C3.

3.2.2.4. Sintese do complexo [Cu(L4)CI]CI.2H,0 (C4)

O complexo C4 foi obtido (Esquema 18) a partir da reagdo de uma solugao de
acetato de etila (10,0mL ) contendo 0,398g (1,0 mmol) do pré-ligante 1-bis(2-
piridilmetil)amino-3-(2-naftiloxi)-2-propanol (L4) e 0,1705g (1,0 mmol) de
CuCl,.2H,0. A solucdo, de coloracdo verde, foi mantida em repouso a
temperatura ambiente e apds quatro dias foi obtido um sdlido microcristalino
verde-escuro. Rendimento: 0,255 g (45%). Ponto de fusdo: 136°C.

Q <—/—fN/\hO @
OH
o Q N / O Cl.4,5H,0
NH/\cf CuCl,2H,0 " otate de “cu /
+ CuCly. i
N 2.4 etila / \
O S
L4

C4

Esquema 18. Rota sintética para obtengcéo do complexo C4.

3.2.2.5. Sintese do complexo [Cu(L5)CI]CI.2,5H,0 (C5)

O complexo C5 foi obtido (Esquema 19) a parir da reagao de 10 mL de uma
solugao de isopropanol e acetonitrila (1:1) contendo 0,432g (1,0 mmol) do pro-
ligante 4-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)Jamino]propoxi}-2H-2-
croman-2-ona (L5) e 0,1705g (1,0 mmol) de CuCl,.2H,0. A solugado, de
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coloragao verde, foi mantida em repouso a temperatura ambiente e apds sete
dias foi obtido um sdlido microcristalino verde-escuro. Rendimento: 0,348 g
(57%). Ponto de fusdo: 128°C.

Q N/\ho
" / o/ C1.2,5H,0
m \ o Isopropanol Q N\ / eot2
+CuCl.2H O — » Cu o
OH \O Acetonitrila / \ /
O

(o)

OH

L5 c5

Esquema 19. Rota sintética para obtengao do complexo C5.

3.2.2.6. Sintese do complexo [Cu(L6)CI]CI1.4H,0 (C6)

Para a obtencdo do complexo C6 (Esquema 20) reagiu-se uma solugao
metandlica (10,0mL) contendo 0,414g (1,0 mmol) do proé-ligante 4-{3-[bis(2-
piridilmetil)amino-2-hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L6) com uma solugao
metandlica (2mL) contendo 0,1705g (1,0 mmol) de CuCl,.2H,0. A solugao, de
coloragao verde, foi mantida em repouso a temperatura ambiente e apds quatro
dias foi obtido um sdélido microcristalino verde. Rendimento: 0,298 g (48%).
Ponto de fuséo: 219°C.

N/\ﬁo
" / OH /
el O
Aﬁ \ + CuCl,.2H,0  Metanol ~cu / Cl.4H,0

@H [ L = <

L6 c6

Esquema 20. Rota sintética para obtengcédo do complexo C6.
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3.2.2.7. Sintese do complexo [Cu(L7)CI] CI. 2,5H,0 (C7)

O complexo C7 foi obtido (Esquema 21) a partir da reagdo de uma solugéo
metandlica (10,0mL) contendo 0,432g (1,0 mmol) do pro-ligante 7-{2-hidroxi-3-
[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona  (L7) com
uma solugéo metandlica (2,0mL) contendo 0,1705g (1,0 mmol) de CuCl,.2H;0.
A solugéo, de coloragao verde, foi mantida em repouso a temperatura ambiente
e apos trés dias foi obtido um sélido microcristalino verde. Rendimento: 0,357 g
(56%). Ponto de fusdo: 119°C.
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Esquema 21. Rota sintética para obtengédo do complexo C7.

3.2.2.8. Sintese do complexo [Cu(L8)CI] CI. 4H,0 (C8)

Para a obtencdo do complexo C8 (Esquema 22) reagiu-se uma solugao
metandlica (10,0mL) contendo 0,414g (1,0 mmol) do proé-ligante 7-{3-[bis(2-
piridilmetil)amino-2-hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L8) com uma solugao
metandlica (2,0mL) contendo 0,1705g (1,0 mmol) de CuCl,.2H,0. A solugéo,
de coloracao verde, foi mantida em repouso a temperatura ambiente e apos
quatro dias foi obtido um soélido microcristalino verde-escuro. Rendimento:
0,285 g (45%). Ponto de fusdo: 211°C.
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Esquema 22. Rota sintética do complexo C8.

3.3. TESTES BIOLOGICOS

3.3.1 Diluicdo e armazenamento dos compostos organicos e de

coordenagao

Para a realizagédo dos teste biolégicos foram preparadas solugdes estoque dos
compostos sintetizados (organicos e inorganicos) e do sal utilizado nas reag¢des
inorganicas (CuCl,) empregando-se DMSO (dimetilsulféxido) como solvente.

As solugdes mantiveram-se estaveis armazenadas na geladeira a 8°C.
3.3.2. Cultura das células
3.3.2.1. Cultura das linhagens de células neoplasicas

Células de linfoma histiocitico (U937) e de leucemia monocitica aguda (THP-1),
adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC), foram cultivadas em
meio D-MEMF12 (Gibco, BRL) suplementado com 20mg/mL de gentamicina
(Gibco, BRL) e 10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL). As células foram
cultivadas em garrafas de cultura (40mL) e mantidas em estufa (Forma
Scientific Inc., modelo 3159) com temperatura e pressao de CO, controlados
(37°C e 5% de CO,). O meio de cultura foi renovado a cada dois dias. As duas

linhagens foram utilizadas para a realizagado dos testes de viabilidade celular,
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microscopia de fluorescéncia (apoptose), avaliagao do ciclo celular (SUB-G1) e

do potencial de membrana mitocondrial (JC-1).

3.3.2.2. Cultura das linhagens de células normais do sangue periférico
(PBMC)

As células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) foram obtidas
do sangue de voluntarios saudaveis quanto a neoplasias sanguineas. O
sangue venoso foi coletado pelo sistema de tubos "VacutainerTM" (Becton
Dikinson) contendo heparina sodica e processado pela metodologia descrita
por Bennett & Breit (1994). O sangue total coletado foi lentamente adicionado
sobre o Ficoll-Paque™ Plus (1,08g/mL), na proporcao de 2:1 (20mL de sangue
para 10mL de Ficoll), em tubos falcon de 50 mL, e centrifugado (Centrifuga
Sorval, RT7) a 1500rpm por 40min, a 20°C. O plasma, que compde a primeira
camada do gradiente obtido, foi descartado e o anel de células mononucleares
foi removido, lavado trés vezes com meio de cultura (DMEM/F12) gelado e
centrifugado a 1500rpm por 10min a 4°C. Apds o processo de lavagem o
“pellet” formado foi ressuspendido em DMEM/F12 suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 20ug/mL de gentamicina e 0,25ug/mL de enterotoxina B de
Staphylococcus (SEB) (Sigma, S0812). As células foram mantidas em garrafas
de cultura e em estufa (37°C e 5% de CO») por duas horas para aderéncia dos
monacitos. Apds este periodo as células mononucleares do sangue periféricos
humano (PBMC), presentes no sobrenadante, foram recolhidas e utilizadas

para realizacao dos teste de viabilidade celular por metabolizagdo do MTT.

3.3.3. Padronizagao da concentragao da cultura celular

As células neoplasicas (U937 e THP-1) e normais (PBMC) foram coradas com
azul de Tripan 0,2% (Sigma, T6146) para a realizagdo da contagem do numero

de células em camara de Neubauer e avaliacdo da viabilidade celular. Todos
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0s ensaios bioldgicos foram realizados com células neoplasicas e normais na

concentracéo de 1x10° células/mL.

3.3.4. Avaliagao da viabilidade celular por metabolizagao do MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tretazélio)

O teste de viabilidade celular pelo ensaio de metabolizagdo do MTT (Sigma,
M2128) foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Mosmann
(1983), que consiste na redugdo do MTT a formazam, composto de cor

purpura, pela succinato desidrogenase mitocondrial (Esquema 23).

@—< Reducgao N-NH
A

YN Succinato desidrogenase

Br / mitocondrial N=N N

S Y

MTT (amarelo) Formazan (purpura)

Esquema 23. Representacéo da redugéo do MTT a formazam pela succinato desidrogenase
mitocondrial.

A diluicdo dos compostos foi realizada em meio D-MEMF12 (Gibco, BRL)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 20mg/mL de gentamicina
(Gibco, BRL), sendo a preparagao deste experimento mostrado no Esquema
24. Células leucémicas (U937 e THP-1) e normais (PBMC) na concentragao de
1x108 células/mL foram plaqueadas em volume de 100 uL/poco, em placas de
96 pocos. Em seguida foi adicionado 100 ulL/poco de cada composto
sintetizado nas concentracdes de 10uM a 160uM e as células foram incubadas
por 36 horas em estufa (37°C e 5% de CO,). Apds o periodo de incubagao foi
adicionado, em cada po¢o, 20uL de solugdo de MTT (5,0 mg/mL dissolvido em
tampao fosfato salino pH 7,2 - PBS) seguido de incubacado por 4 horas em
estufa (37°C e 5% de CO,). Apds este periodo, foram retirados 150uL do
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sobrenadante e os cristais formados foram homogeneizados com 100uL de
uma solucdo de isopropanol (Merck) com 0,0014% de HCI concentrado. A
placa de 96 pogos foi avaliada em espectrofotbmetro (MULTISKAN-EX)
utilizando o comprimento de onda de 570 nm. A cisplatina foi utilizada nas
concentracdes de 10uM, 20uM, 40uM e 80uM para fins comparativos e todos
os testes foram realizados em triplicata. Pogcos onde foram adicionados 100uL
de células e 100uL de meio de cultura foram utilizados como controle positivo
(branco) e como controle negativo foi utilizado Triton X-100 10% em BPS. Os
resultados de absorbancia obtidos foram convertidos para porcentagem de

células viaveis de acordo com a equacgao:

VC = ((DOT — MDOCN) x 100))/ (BRANCO — MDOCN)
Onde:
VC = Viabilidade Celular
DOT = Densidades Opticas de Cada Teste
MDOCN = Média das Densidades Opticas do Controle Negativo

BRANCO = Média das Densidades Opticas do Controle Positivo

Esquema 24. Preparagdo do ensaio de viabilidade celular (MTT) empregando-se placa de 96
pOGoS.
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3.3.5. Avaliagdao do mecanismo de morte celular

3.3.5.1. Microscopia de fluorescéncia

Os compostos em estudo foram diluidos em meio D-MEMF12 (Gibco, BRL)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 20mg/mL de gentamicina
(Gibco, BRL). As concentragdes testadas foram de 80uM e 160uM para todos
os compostos, exceto o composto C1 o qual foi avaliado nas concentragdes de
40pM e 80uMm. Células leucémicas (U937 e THP-1) na concentracéo de 1x10°
células/mL foram plaqueadas em volume de 100 pL/pogo, em placas de 96
pocos. Em seguida foi adicionado 100 pL/pogo de cada composto em estudo e
as células foram incubadas por 12, 24 e 36 horas em estufa (37°C e 5% de
CO,). Apds o periodo de incubagdo uma aliquota de 20uL foi retirada de cada
poco, transferida para lamina de microscopia, corada com 10uL de solugao de
laranja de acridina (5pug/mL, Sigma, A6529) e brometo de etidio (10ug/mL,
Sigma E8751) e recoberta com laminula para serem analisadas quanto a
morfologia no microscoépio de fluorescéncia (Nikon Labophot). Foram contadas
300 células por lamina em campos aleatérios, com diferenciagcao entre células
normais, apoptoéticas e necréticas de acordo com os parametros de Coligan et
al. (1996). As células controle (branco) foram cultivadas apenas em meio de
cultura D-MEMF12 (Gibco, BRL) suplementado com 20mg/mL de gentamicina
(Gibco, BRL), nao sofrendo assim qualquer estimulo de morte. O experimento
foi realizado em duplicata e os resultados foram expressos em porcentagem de

células apoptoéticas.

3.3.5.2. Avaliagao do ciclo celular por citometria de fluxo (Sub-G1)

Os compostos estudados foram diluidos em meio D-MEMF12 (Gibco, BRL)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 20mg/mL de gentamicina
(Gibco, BRL). A concentragao testada para todos os compostos foi de 160uM,

exceto para os compostos C1 e C3, os quais foram avaliados nas
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concentracdes de 40uM e 80uM, respectivamente. Células leucémicas (U937 e
THP-1) na concentragao de 1x10° células/mL foram plaqueadas em volume de
1mL/pogco em placas de 24 pocos. Apds adicdo de 1mL/poco de cada
composto em estudo, as células foram incubadas por 36 horas em estufa (37°C
e 5% de CO;) e em seguida foram processadas segundo método descrito por
Gong et al. (1994). As células controle foram incubadas apenas com meio D-
MEMF12 (Gibco, BRL) suplementado com 20mg/mL de gentamicina (Gibco,
BRL). Apds o periodo de incubagdo o conteudo de cada pogo (2mL) foi
transferido para eppendorf (2mL) e centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm. O
“pellet” obtido foi lavado duas vezes com PBS e centrifugado por 10 minutos a
1500 rpm. Depois de lavado, ao “pellet’ foi adicionado lentamente 1mL de
etanol 70% gelado e as células foram submetidas a fixagdo por 30 minutos a
4°C. Apos o periodo de fixagdo as células foram sedimentadas por
centrifugacéo a 1500rpm por 5min e o “pellet” formado foi lavado com tampao
fosfato-citrato (0,2M, pH=7,8) e centrifugado por 5 minutos a 1500rpm. O
sobrenadante foi desprezado e ao “pellet” formado foi adicionado 50uL de
RNAse A (100ug/mL Sigma, R4875) e incubado a temperatura ambiente por
15min. A seguir, foi adicionado 400uL de iodeto de propidio (concentragao final
50ug/mL; Sigma, P4170). As células foram analisadas em citdmetro de fluxo
(FACS Calibur) onde foram contados 10.000 eventos por amostra. Os
histogramas e as porcentagens de células em sub-G1 foram obtidos através do

software WinMDI versao 2.9.

3.3.5.3. Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial por citometria
de fluxo (JC-1)

Os compostos em estudo foram diluidos em meio D-MEMF12 (Gibco, BRL)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 20mg/mL de gentamicina
(Gibco, BRL). A concentragao testada para todos os compostos foi de 160uM,
exceto para os compostos C1 e C3, os quais foram avaliados nas
concentragbes de 40uM e 80uM, respectivamente. Células leucémicas (U937

e THP-1) na concentragdo de 1x10° células/mL foram plaqueadas em volume
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de 500 pL/pogo, em placas de 24 pogos. Em seguida foi adicionado
500uL/pogo de cada composto avaliado e as células foram incubadas por 36
horas em estufa (37°C e 5% de CO;). Apés o periodo de incubacdo o
conteudo de cada pogo (1mL) foi transferido para eppendorf (2mL) e
centrifugado por 5 minutos a 2062 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o
“pellet” incubado por 15 minutos em estufa (37°C e 5% de CO3) com 500uL de
solugdo de JC-1 (25ug/mL diluido 1:1000 em meio de cultura, Sigma). As
células em suspensao foram centrifugadas por 5 minutos a 2062 rpm e lavadas
duas vezes com 2mL de meio de cultura D-MEMF12 (Gibco, BRL). O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” obtido foi ressuspendido em 500uL de
meio de cultura D-MEMF12 (Gibco, BRL) e a leitura foi realizada
imediatamente em citdbmetro de fluxo (FACS Calibur). Os graficos de Density
plot e a porcentagem de células com mitocdndrias normais e comprometidas

foram obtidos através do software WinMDI verséao 2.9.

3.3.6. Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas para os testes de viabilidade e indugao de
apoptose utilizando o programa Graph Pad versao 4.0. Para ambos os
experimentos foi utilizado o teste estatistico ANOVA. As diferengas

significativas foram consideradas como P<0,05, P<0,01 e P<0,001.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. CARACTERIZACAO FisSICO-QUIMICA DOS COMPOSTOS
SINTETIZADOS

4.1.1. Caracterizagao das moléculas organicas

A caracterizagao dos precursores (P1, P2, P3, P4, P5 e P6) e dos compostos
organicos inéditos (L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7 e L8) foi realizada por
espectroscopias de infravermelho e ressonéncia magnética nuclear de 'He
3¢, utilizando-se CDCl; como solvente e TMS como padrao interno. Para os
ligantes L1, L2, L3 e L4 a atribuicdo dos espectros 1D foi realizada com o
auxilio de experimentos bidimensionais. A atribuigdo dos atomos de carbono e
hidrogénio foi realizada por meio de experimentos 2D como HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Coherence/Coeréncia Heteronuclear Multiplo-
Quaéntica) que correlaciona hidrogénio e carbono diretamente ligados (J1) e
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence/ Coeréncia Heteronuclear em
Ligagdes Multiplas) que detecta acoplamentos carbono-hidrogénio de longa
distancia (J2 e J3). Os demais ligantes foram analisados através de espectros
1D de RMN 'H e RMN ™C, obtidos no departamento de quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.1.1.1. Caracterizagao do (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (P1)

As analises dos espectros de RMN 'H, RMN '*C e infravermelho mostraram
que o precursor P1, que possui uma piridina e um fenol em sua estrutura, foi
sintetizado com elevado teor de pureza, estando os dados de caracterizacao

de acordo com os apresentados na literatura (NEVES et al., 1993).
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Resultados de caracterizagbes: IV (cm™): 3263 (NH), 3045-3007 (CH
aromatico), 2947-2930 (CH, alifatico), 1593, 1570, 1479, 1454 e 1430 (C=C e
C=N), 756 cm™ (CH anel); RMN "H: 8,58 (1H, aromatico), 7,65 (1H, aromatico),
7,23-7,15 (3H, aromatico), 6,97(1H, aromatico), 6,86(1H, aromatico), 6,77 (1H,
aromatico), 4,00 (2H, alifaticos), 3,83 (2H, alifaticos) e 2,60 ppm (0,2H, préton
do NH); RMN "3C: 157,8, 153,2, 149,4, 136,6, 128,7, 128,5, 122,6, 1225,
122,4, 119, 116,4, 53,1, 51,9 ppm (13 atomos de C).

4.1.1.2. Sintese do bis-(2-piridilmetil)amina (P2)

As andlises dos espectros de RMN 'H, RMN '3C e infravemelho mostraram que
o precursor P2, que possui duas piridinas em sua estrutura, foi sintetizado com
elevado teor de pureza, estando os dados de caracterizacdo de acordo com os
apresentados na literatura (NEVES et al., 1995).

Resultados de caracterizagdes: IV (ecm™): 3311 (NH), 3063-3011(CH
aromatico), 2920(CH,, alifatico), 2837 (CH; alifatico), 1593, 1570, 1475, 1435
(C=C e C=N), 758 e 668 cm™ (CH anel); RMN 'H: 8,48 (2H, aromatico), 7,56
(2H, aromatico), 7,28 (2H, aromatico), 7,07(2H, aromatico), 3,90 (4H, alifatico)
e 2,9 ppm (1,35H, NH); RMN **C: 159,38, 149,08, 136,28, 122,12, 121,77,
54,50 (6 atomos de C).

4.1.1.3. Caracterizagao do 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3)

O espectro de infravermelho e as pincipais bandas observadas para o
precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3) sdo apresentados na Figura 23 e

Tabela 2, respectivamente.

Observou-se no espectro de infravermelho (Figura 23) bandas caracteristicas
de deformacdo axial de C-Haromatico (3055 € 3003 cm™), deformacg&o angular no

plano de C-Haromaico (81101 cm™) e de deformacéo axial de C=C (v 1595,
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1579, 1508, 1462 e 1396 cm'1) do anel aromatico. A presenga do grupo
metileno (CH,) é confirmada pelo aparecimento das bandas de deformacao
axial assimétria (vas 2926 cm™) e simétrica (vs 2874 cm™) de C-H de alifaticos.
Verificou-se a presenga de bandas de deformacgao angular fora do plano de C-
Haromatico (y-CH) e de deformag&o angular do anel (B-anel) caracteristicas de
hidrocarboneto aromatico polinuclear em 793 e 771 cm™. As bandas de
deformagao axial referentes a ligacdo C-O-C alifatica e do epdxido foram
observadas em 1271 cm™ (vas C-O-Cairsico) © 1240 cm™  (vs C-O-Cepoxido);
respectivamente (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Assim, o espectro de

infravermelho indica a presenga dos principais grupos funcionais do precursor
P3.
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Figura 23. Espectro de infravermelho para o precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3), obtido
em filme.

Tabela 2. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor 2-(1-
naftiloximetil)oxirano (P3), com suas respectivas atribuicoes.

Numero de onda (cm'1) Atribuicdo Numero de onda (cm'1) Atribuicdo
3055, 3003 v CHaromatico 1271 Vas C-O-Caiatico
2926 vas CH» 1240 Vs C-O-Cepoxido
2874 vs CH, 1101 & CHaromatico
1595, 1579, 1508, 1462, a b
1396 v C=C 793, 771 y-CH?; B-anel

a= deformacédo C-H fora do plano de aromaticos polinucleares; b= deformagdo do anel de
aromaticos polinucleares.
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O espectro de RMN 'H esta apresentado na Figura 24 e a Tabela 3 sumariza
os resultados obtidos e as atribuigbes dos atomos de hidrogénio e carbono
para o precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3). No espectro de RMN 'H do
precursor P3 sao observados cinco sinais entre 2,84 e 4,39 ppm referentes aos
atomos de hidrogénio alifatico e do epdéxido. Em 2,84 ppm (H12) € 2,96 ppm
(H124) observam-se os sinais dos atomos de hidrogénio metilénicos Hi; e em
3,47-3,51 ppm observa-se um multipleto referente ao atomo de hidrogénio Hy1.
Os sinais dos atomos de hidrogénio do grupo metilénico do éter alifatico séo
observados em 4,14 ppm (H1o) € 4,39 ppm (H10a). Na regido entre 6,83 ppm e
8,30 ppm verificam-se os sinais atribuidos aos atomos de hidrogénio
aromaticos. O atomo de hidrogénio aromatico H, (6,83 ppm) apresenta-se
mais blindado em virtude de estar localizado na posi¢gdo orto em relagdo ao
substituinte do anel aromatico (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 24. Espectro de RMN 'H do precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3), obtido em CDClI;.
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O espectro de RMN "C do precursor P5 (Figura 25) mostra treze sinais para
treze atomos de carbono. Os atomos de carbono do epdxido apresentam
deslocamento quimico de 44,68 ppm (C42) e 50,19 ppm (C41) € o atomo de
carbono alifatico C4o apresenta deslocamento de 68,89 ppm. Os atomos de
carbono aromaticos apresentam sinais entre 104,96 ppm e 153,17 ppm, sendo
que o atomo de carbono secundario Cq (153,17 ppm) apresenta-se mais
desblindado em virtude de estar ligado ao atomo de oxigénio do éter alifatico.
As atribuicbes dos atomos de carbono, para o precursor P3, estdo
apresentadas na Tabela 3 (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

C
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Figura 25. Espectro de RMN 3C do precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3), obtido em CDCls.
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Tabela 3. Dados para os espectros de RMN (RMN 'H e RMN *C) e atribuicdes para o

precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P3).

Carbono Hidrogénios
Multiplicidade; ~ Atomos de
Atribui¢ao dc (ppm) S+ (pPM) , ,
Jobservado (HZ) hidrogénio
Cc
5 125,54 - - -
5 134,48 - - -
1 153,17 - - -
CH
11 50,19 3,47-3,51 (m) - 1,00
2 104,96 6,83 (d) Jo3-7,68 1,00
4 120,80 7,45 (d) Js3-7,60 1,00
6 121,97 8,29-8,31 (m) - 1,00
3 125,27 7,36 (t) J34-J3,-8,00 1,00
7 125,66 7,49 (m) - 2,00
8 126,45 7,49 (m) - 2,00
9 127,40 7,78-7,81 (m) - 1,00
CH,
12 44,68 (a) 2,96 (t) J12a-120=4,90 1,00
J12a-11=4,20
(b) 2,84 (dd) J126-12a=5,12; 1,00
Ji2v-11 2,56
10 68,89 (a) 4,39 (dd) J10a-100= 11,00 1,02
J10a-11=2,92
(b) 4,14 (dd) J10b-10a= 11,00 1,00
Jiop-11=5,52

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.

4.1.1.4. Caracterizagao do composto 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P4)

Os precursores P3 e P4 sao isbmeros de posicdo, onde estes precursores

apresentam, respectivamente, o anel aromatico “a” e “B” substituidos. Apesar

de serem semelhantes estruturalmente, foram observadas variagbes nos

valores de numero de onda

(espectroscopia de

infravermelho) e de

deslocamentos quimicos (RMN "H e RMN '3C), os quais confirmam a formacao

de um novo composto organico.
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O espectro de infravermelho e as pincipais bandas observadas para o
precursor P4 sdo apresentados na Figura 26 e Tabela 4, respectivamente. O
espectro de infravermelho mostrou bandas de deformacao axial de C-Haromatico
(3057 e 3001 cm™), deformagao angular no plano de C-Haromatico (5 1217 € 1184
cm™) e de deformacgao axial de C=C (v 1629, 1599, 1508, 1469 e 1388 cm™)
caracteristicas do anel aromatico (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

As bandas de deformagao axial assimetria e simétrica do grupo metileno (CHy)
sdo observadas, respectivamente, em 2924 cm”' e 2874 cm”. Foram
observadas bandas de deformagao angular fora do plano de C-Haromatico (y-CH)
e de deformagdo angular do anel (B-anel), caracteristicas de hidrocarboneto
aromatico polinuclear. O sinal em 1258 cm™ indica a presenca do éter alifatico
e do epoxido (C-O-Caiitatico © C-O-Cepoxido). A banda larga em 3482 cm™ pode
ser atribuida a deformacéao axial de OH do grupo alcool em virtude da presenca
de moléculas do solvente ou de agua de hidratagdo (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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Figura 26. Espectro de infravermelho para o precursor 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P4), obtido
em pastilha de KBr.
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Tabela 4. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor 2-(2-
naftiloximetil)oxirano (P4), com suas respectivas atribuigdes.

Numero de onda (cm'1) Atribuicédo Numero de onda (cm'1) Atribuicdo
1629, 1599, 1508, 1469,
3482 v OHsolvente v C=C
1388

Vs C'O'Cepéxido; Vas
3057, 3001 v CHaromatico 1258

C'O'Califético
2924 Vas CHa 1217, 1184 8 CHaromatico
2874 vs CH, 839,748 y-CH?; B-anel’

a= deformacado C-H fora do plano de aromaticos polinucleares; b= deformacdo do anel de
aromaticos polinucleares.

Observa-se nos espectro de RMN 'H do precursor P4 (Figura 27)
deslocamentos quimicos em 2,82 ppm (H12), 2,95 ppm (Hi2s) € 3,41-3,44
ppm (H44) referentes aos atomos de hidrogénio do anel do epoxido. Os atomos
de hidrogénio metilénicos Hiy apresentam deslocamento quimico em
4,08ppm (Hiop) € em 4,35 ppm (Hi0a). Na regido entre 7,14 a 7,78 ppm
verificam-se os sinais referentes aos atomos de hidrogénio aromaticos. Os
atomos de hidrogénio aromaticos Hq (7,14 ppm) e H3 (7,19 ppm), que estdo em
posicao orto em relagdo ao substituinte do anel, apresentam-se mais blindados
devido a maior densidade eletrénica (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). O
espectro de RMN "®C do precursor P4 e as atribuicbes dos atomos de
hidrogénio e carbono sdo mostrados, respectivamente, na Figura 28 e Tabela
5.

O espetro de  RMN "*C do precursor P4 (Figura 28) mostra treze sinais para
treze atomos de carbono. O atomo de carbono alifatico Cqy apresenta
deslocamento quimico de 68,89 ppm e os atomos de carbono do epdxido
apresentam deslocamento de 44,77 ppm (C42) e 50,11 ppm (C41). Os atomos
de carbono aromaticos apresentam sinais entre 106,88 ppm e 156,42 ppm,
sendo que o atomo de carbono C, (156,42 ppm) apresenta-se mais
desblindado em virtude de estar ligado ao atomo de oxigénio do éter alifatico
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 27. Espectro de RMN 'H do precursor 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P4), obtido em CDCls.
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Figura 28. Espectro de RMN 3C do precursor 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P4), obtido em CDCl;.
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Tabela 5. Dados para os espectros de RMN (RMN 'H e RMN C) e atribuicdes para o

precursor 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P4).

Carbono Hidrogénios
Atribuicio 5 (o) 54 (P} Multiplicidade; A.tomos c?e
Jobservado (HZ) hidrogénio
c
5 129,17 - - -
5 134,40 - - -
2 156,42 - - -
CH
11 50,11 3,41-3,44 (m) - 0,97
1 106,88 7,14 (d) Ji3-34 0,96
3 118,72 7,19 (dd) J34-8,76 0,96
J31-3,6
8 123,83 7,32-7,36 (m) - 1,04
7 126,43 7,42-7,46(m) - 1,05
9 126,78 7,71-7,78 (m) - 3,00
6 127,65 7,71-7,78 (m) - 3,00
4 129,54 7,71-7,78 (m) - 3,00
CH,
12 44,77 (@) 2,95 (t) J12a-120-4,88 1,00
J12a11=4,16
(b) 2,82 (dd) J126-12a = 5,56 0,98
Jiop11 = 2,65
10 68,89 (a) 4,35 (dd) J10a-100= 10,97 1,00
J10a-11=3,40
(b) 4,08 (dd) J10b-10a= 10,76 1,00
J10b-11=9,12

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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4.1.1.5. Caracterizacao do composto 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona
(P5)

O precursor P5 €& um derivado da cumarina (1,2-benzopirona) e
consequentemente o espectro de infravermelho (Figura 29) desse precursor
mostra vibragdes de deformagao axial C=0O (v 1720 cm™) e C-O (v 1248, 1188
e 1109 cm™) de lactonas. O sinal em 1248 cm™ também pode ser atribuido &
deformacao axial simétrica de C-O-C do epdxido. Em 1275 cm™ observa-se a
vibracao de deformacéao axial assimétrica de C-O-C do éter alifatico. Bandas de
absorcao caracteristicas de deformacado axial de C-Haromatico (3078 cm'1) e
deformacgao axial de C=C (v 1622, 1546 e 1398 cm™') confirmam a presenca do
anel aromatico. Também foram observadas bandas de deformagé&o angular
fora do plano de C-Haomatico (y-CH) € de deformacgédo angular do anel (p-anel)
caracteristicas de hidrocarboneto aromatico em 937, 770 e 752 cm™'. Entre
3100-3500 cm™ observa-se a banda atribuida ao grupo hidroxila (OH) do
solvente uma vez que a reagcdo € realizada utilizando-se metanol
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). As atribuicoes das bandas observadas no

espectro do precursor P5 estdao apresentadas na Tabela 6.
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Figura 29. Espectro de infravermelho para o precursor 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona
(P5), obtido em pastilha de KBr.
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Tabela 6. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor 4-(2-
oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P5), com suas respectivas atribuicbes.

Numero de onda (cm'1) Atribuicédo Numero de onda (cm'1) Atribuicdo
3100-3500 v OHgonvente 1275 Vas C-O-C aitatico
3078 v CH aromatico 1248, 1188, 1109 v C-O |actona
2933 vaCH; 1248 Vs C-O-Cepoxido
1720 v C=0 |actona 937, 770, 752 y-CH?; B-anel’
1622, 1564, 1398 v C=C

a= deformacao C-H fora do plano de aromaticos; b= deformagéo do anel de aromaticos.

A analise elementar (C, H e N), apresentada na Tabela 7, confirma a
composi¢cao do precursor P5, o qual apresenta em sua constituicado doze
atomos de carbono, dez atomos de hidrogénio e quatro atomos de oxigénio,

resultando em um peso molecular de 218,21 g.mol ™.

Tabela 7. Dados de analise elementar (C, H e N) para o precursor 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-
cromen-2ona (P5).

P5 %C %H %N
Experimental 66,29 4,33 0
Calculado 66,05 4,62 0

A analise dos sinais presentes no espectro de RMN 'H confirmam a obtencéo
do precursor P5 (Figura 30). Os deslocamentos quimicos em 2,80 ppm (H12p),
2,91 ppm (H12a) e 3,45-3,49 (H41) sdo atribuidos aos atomos de hidrogénio do
anel do epoéxido. Os duplos dupletos observados em 4,08 ppm (H1op) € em 4,62
ppm (H10a) séo atribuidos aos atomos de hidrogénio Hqo. Entre 7,31 ppm e 7,81
ppm encontram-se os sinais referentes aos atomos de hidrogénio aromaticos.
Os atomos de hidrogénio do anel aromatico Hg e Hg encontram-se na mesma
faixa de deslocamento quimico (7,31-7,39 ppm). O atomo de hidrogénio H
(alfa a carbonila) é observado em 5,90 ppm (SILVERSTEIN e WEBSTER,
2000). O espectro de RMN 3C do precursor P5 e as atribuigdes dos atomos de
hidrogénio e carbono sdo mostrados na Figura 31 e Tabela 8,

respectivamente.
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Figura 30. Espectro de RMN 'H do precursor 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P5),
obtido em DMSO-d6.
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Figura 31. Espectro de RMN BC do precursor 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P5),
obtido em DMSO-d6.
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O espectro de RMN 'C do precursor P5 (Figura 31) mostra doze sinais para
doze atomos de carbono, sendo que os atomos de carbono aromaticos
encontram-se entre 91,47 ppm e 165,95 ppm. Em 161,95 ppm observa-se o
sinal atribuido ao atomo de carbono aromatico Cj; que faz ligagado com o atomo
de oxigénio do éter alifatico. Observam-se em 165,95 ppm e em 91,47 ppm o0s
sinais atribuidos respectivamente ao atomo de carbono da carbonila (C¢) e ao
atomo de carbono alfa a carbonila (C). Os sinais em 44,14 ppm (C12), 49,38
ppm (C11) e 70,48 ppm (C1o) sdo atribuidos aos atomos de carbono do anel do
epoxido e do éter alifatico (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Os resultados

mostram que o precursor P5 foi obtido com elevado teor de pureza.

Tabela 8. Dados para os espectros de RMN (RMN 'H e RMN *C) e atribuicGes para o
precursor 4-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P5).

Carbono Hidrogénios
Atribuicio 5o (pprm) 5 (ppm) Multiplicidade; Atomos de
Jobservado (HZ) hidrogénio
C
4 115,44 - - -
5 153,16 - - -
3 161,95 - - -
1 165,95 - - -
CH
11 49,38 3,45-3,49 (m) - 1,00
2 91,47 5,90 (s) - 1,00
6 116,88 7,31-7,39 (m) - 2,00
8 123,25 7,31-7,39 (m) - 2,00
9 124,66 7,77-7,81 (m) - 1,00
7 133,25 7,60-7,69 (m) - 1,00
CH,
12 4414 (a) 2,91 (1) J12a-120 = 4,78 0,88
J12a-11 = 4,40
(b) 2,80 (dd) J12b12a = 4,78 0,88
Jizp11 = 2,74
10 70,48 (a) 4,62 (dd) J10a-100 = 11,94 1,00
J10a11 = 2,38
(b) 4,08 (dd) Jiob-10a = 11,94 1,00
Jiob-11 = 6,50

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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4.1.1.6. Caracterizacao do 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P6)

Os precursores P5 e P6 apresentam grande semelhanga estrutural uma vez
que sao isbmeros de posigao. Variagdes observadas nos valores de numero de
onda (espectroscopia de infravermelho), nos deslocamentos quimicos (RMN 'H
e RMN C) e no padrdo de acoplamento dos hidrogénios mostram que os

precursores P5 e P6 sdo compostos distintos.

Semelhante ao precursor P5, o espectro de infravermelho do precursor P6
(Figura 32) apresenta vibragdes de deformacdo axial C=0 (v 1719 cm™) e de
deformacao axial C-O (v 1230, 1120 e 1109 cm™) caracteristicas de lactonas.
O sinal em 1230 cm™ também pode ser atribuido & deformagao axial simétrica
de C-O-C do epoxido e o sinal em 1278 cm™ corresponde a deformagao axial
C-0O-C do éter alifatico. Bandas de absorcédo caracteristicas de deformacéao
axial de C=C (v 1612, 1506 e 1396 cm™"), de deformagao angular fora do plano
de C-Haomatico (Y-CH) e de deformacgéo angular do anel (B-anel) confirmam a
presencga do anel aromatico (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 32. Espectro de infravermelho para o precursor 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona
(P6), obtido em pastilha de KBr.
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A banda alargada entre 3300-3500 cm™ pode ser atribuida ao OH do metanol
utilizado na reagdo. As atribuigbes detalhadas das bandas observadas no

espectro do precursor P6 estao apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor 7-(2-
oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P6), com suas respectivas atribuigdes.

Numero de onda (cm'1) Atribuicédo Numero de onda (cm'1) Atribuicdo
3500-3300 v OHgopvente 1278 Vas C-O-Caiitatico
3088 v CHaromatico 1230, 1120, 1109 v C-Ojactona
2933 Vas CHa 1230 vs C-O-Cepsxido
1719 v C=O\actona 831 y-CH?; B-anel’
1612, 1506, 1396 v C=C

a= deformacgéo C-H fora do plano de aromaticos; b= deformagéo do anel de aromaticos.

A analise elementar (C, H e N), apresentada na Tabela 10, confirma a
composi¢cao do precursor P6, o qual apresenta em sua constituicado doze
atomos de carbono, dez atomos de hidrogénio e quatro atomos de oxigénio

resultando em um peso molecular de 218,21 g.mol ™.

Tabela 10. Dados de analise elementar (C, H e N) para o precursor 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-
cromen-2ona (P6).

P6 %C %H %N
Experimental 66,35 4,42 0
Calculado 66,05 4,62 0

A analise do espectro de RMN 'H do precursor P6 (Figura 33) mostra
deslocamentos quimicos em 2,78 ppm (H12a), 2,93 ppm (H42) € 3,36-3,40
ppm (H44) atribuidos aos atomos de hidrogénio do epdxido. Os atomos de
hidrogénio alifaticos Hiyy apresentam deslocamento quimico em 3,96 ppm
(Hip) € em 4,33 ppm (H1a). Os atomos de hidrogénio aromaticos sé&o
observados na regido entre 6,25 e 7,63 ppm. O precursor P6 apresenta em
6,25 ppm um dupleto referente ao atomo de hidrogénio alfa a carbonila (H2)
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). O espectro de RMN "*C do precursor P6 e
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as atribuicbes dos atomos de hidrogénio e carbono s&o mostrados

respectivamente na Figura 34 e Tabela 11.

T : = T T
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Figura 33. Espectro de RMN 'H do precursor 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P6),
obtido em CDCls.

O espetro de  RMN "C do precursor P6 (Figura 34) mostra doze sinais para
doze atomos de carbono sendo que os atomos de carbono aromaticos estido
entre 101,73 ppm e 161,65 ppm. Os sinais referentes aos atomos de carbono
da carbonila e do carbono alfa a carbonila (C,) sado observados,
respectivamente, em 161,65 ppm (C4) e 113,01 ppm (Cz). Em 161,15 ppm e
em 155,8 ppm encontram-se os respectivos sinais dos atomos de carbono C; e
Cs. Os sinais em 44,57 (Cq2), 49,86 (C44) e 69,36 (Cqp) sao atribuidos aos
atomos de carbono do anel do epodxido e do éter alifatico (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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Figura 34. Espectro de RMN "°C do precursor 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona  (P8),

obtido em CDCls.

Tabela 11. Dados para os espectros de RMN (RMN 'H e RMN °C) e atribuicdes para o
precursor 7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona (P6).

Carbono Hidrogénios ]
. Multiplicidade; Atomos de
Atribuicéo oc (ppm) on (ppm) Jobseiado (Hz) hidrogénio
c
4 112,94 - - -
5 155,80 - - -
7 161,15 - - -
1 161,65
CH
11 49,86 3,36-3,40 (m) - 1,00
6 101,73 6,81 (d) Jo.g=2,56 1,00
2 113,01 6,25 (d) J23-9,52 1,00
8 113,44 6,87 (dd) Jgo-8,60 1,00
9 128,99 7,37 (d) Jog- 8,44 1,00
3 143,47 7,63 (d) J32-9,52 1,00
CH,
12 44,57 (b) 2,93 (t) J12p-12a=5,12; 0,88
Ji2p-11=4,58
(a) 2,78 (dd) J12a12p=5,12 0,88
J12a.11=2,60
10 69,36 (a) 4,33 (dd) J10a-100= 11,00; 1,00
J10a-11=2,92
(b) 3,96 (dd) J1ob-10a=11,36; 1,00
J1op-11=6,24

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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411.7. Caracterizacao do composto 1-[2-hidroxibenzil(2-

piridilmetil)amino]-3-(1-naftiloxi)-2-propanol (L1)

O ligante L1 foi obtido a partir da reacao entre os precursores P1 e P3, sendo
assim esses compostos apresentam semelhancas estruturarais as quais
podem ser observadas nos espectros de infravermelho e RMN ('H e "C).
Entretanto, observam-se variagbes nos valores de numero de onda
(espectroscopia de infravermelho) e de deslocamento quimico (RMN 'H e RMN
3C) o que confirma a formacdo de um composto organico (L1) distinto dos
seus precursores (P1 e P3). O espectro de infravermelho do ligante L1 e a
atribuicdo para as principais bandas s&o apresentados na Figura 35 e na

Tabela 12, respectivamente.

Observa-se no espectro de infravermelho para o ligante L1 bandas de
deformagao angular fora do plano de C-H (y-CH) e de deformagao angular do
anel (B-anel) de heteroaromaticos (piridina). O padrdo de absor¢cdo desses
tipos de deformagdes angulares é determinado pelo numero de atomos de
hidrogénios adjacentes que se deformam em fase. As absorgdes de
deformagao angular fora do plano de C-H e do anel para piridinas 1,2-
dissubstituidas encontram-se na faixa de 781-740 cm™ e 752-746 cm’
respectivamente. Bandas nesta regido caracterizam a presenga de anel
benzénico 1,2-dissubstituido pois a insercdo de um heteroatomo no anel
aromatico lhe confere um carater de anel substituido. Observa-se que o ligante
L1 apresenta um sinal em 756 cm™ que é caracteristico de anel aromatico
piridinico. A banda mais alargada em 756 cm™, quando comparada com o
espectro de infravermelho do precursor P3, indica a ocorréncia do
sobreposicao de bandas, assim, este sinal também demonstra a presencga de
anel aromatico polinuclear do naftol (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Os anéis aromaticos podem ser identicados também pelas bandas de
deformacdo axial de C-Haromatico (3051 cm™) e de deformacéo axial de C=C e
C=N (v 1581, 1489 e 1400 cm™) do anel aromatico. As bandas de deformacéo
axial assimétrica (vas 2927 cm™) e simétrica (vs 2831 cm™) de C-H alifatico

confirmam a presenca do grupo metileno (CH,). Em 1242 cm™ e 1269 cm™
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verificam-se as bandas caracteristicas de deformacao axial de C-O de fenol e
C-O-C de éter alifatico, respectivamente. A regido alargada entre 2800-3300
cm™ é atribuida a deformagao axial do grupo hidroxila (OH) de alcool e fenol
em ligacdo de hidrogénio intermolecular (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
Algumas das bandas apresentadas pelo ligante L1 sdo semelhantes as
observadas para o precursor P1 relatadas em trabalho realizado por Neves et
al. (1993).
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Figura 35. Espectro de infravermelho para o ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-
(1-naftiloxi)-2-propanol (L1), obtido em filme.

Tabela 12. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 1-[2-
hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(1-naftiloxi)-2-propanol  (L1), com suas respectivas
atribuigoes.

Numero de onda (cm'1) Atribuicao Numero de onda (cm'1) Atribuicao
2800-3300 v OH 1269 Vas C-O-C
3051 v CHaromatico 1242 v C-0°
2927 Vas CH, 1103 8 CH aromatico
2831 vs CH, 791, 756 y-CH®; B-anel®
1581, 1489, 1400 v C=C; v C=N

a= deformacéo axial de fenol; b= deformagéo C-H fora do plano de aromaticos polinucleares e
heteroaromaticos; c= deformagao do anel de aromaticos polinucleares e heteroaromaticos.
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O espectro de  RMN 'H do ligante L1 estad apresentado na Figura 36 e as
atribuicdes detalhadas dos sinais observados nos espectros de RMN 'H e de
RMN "C do ligante L1 sd0 apresentadas na Tabela 13. O espectro de RMN 'H
(Figura 36) mostra a presencga de atomos de hidrogénio alifaticos (3,00 ppm a
4,39ppm) e aromaticos (6,77 ppm a 8,63 ppm). Os sinais em 6,77 ppm (Hy),
7,41-7,44 ppm (Ha), 8,03 ppm (Hs), 7,34 ppm (Hs), 7,48 ppm (Hye Hg) e 7,78
ppm (Hg), sédo referentes aos atomos de hidrogénio do anel aromatico
polinuclear do a-naftol e estdo de acordo com a literatura, uma vez que
também s&o observados no espectro de RMN 'H do propranolol (BECKER &
LARIVE, 2008). Observa-se que o atomo de hidrogénio Hg encontra-se mais
desblindado uma vez que o seu respectivo atomo de carbono (Cqg) esta ligado
ao atomo de nitrogénio piridinico. O atomo de hidrogénio aromatico mais
blindado € o H; (6,77 ppm) em consequéncia da sua posicao orto em relagéao
ao substituinte do anel do a-naftol. O multipleto em 4,35-4,39 ppm é atribuido
ao atomo de hidrogénio alifatico Hi1. Em 3,00 ppm (H12), 3,79-3,84 ppm (H13),
3,91-4,00 ppm (H+3), 4,03-4,08 ppm (H14) e 4,15-4,19 ppm (H14) observam-se
os sinais atribuidos aos atomos de hidrogénio dos metilenos ligados a amina
alifatica. Os atomos de hidrogénio Hqo séo observado em 4,03-4,08 ppm e 4,13
ppm. Nao foram observados os sinais referentes aos atomos do hidrogénio do
alcool secundario e do fenol (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Assim como o observado para o espectro de RMN 'H, a analise do espectro
de RMN 'C para o ligante L1 mostra sinais com deslocamento quimico
semelhantes aos apresentados pelos precursores P1 e P3. O espectro de
RMN "®C mostra vinte e seis sinais para vinte e seis atomos de carbono
(Tabela 13). Os atomos de carbono alifaticos apresentam deslocamento
quimico de 56,90 ppm (C12), 58,61 ppm (C14), 58,72 ppm (C13), 67,72 ppm (C41)
e 70,09 ppm (Cyp). Os sinais dos atomos de carbono aromaticos foram
observados entre 104,71 ppm e 157,45 ppm. Em 154,14 ppm observa-se o
sinal do atomo de carbono aromatico ligado ao atomo de oxigénio do éter
alifatico (C4). Em 157,28 ppm e em 15745 ppm verificam-se,
respectivamente, os sinais do atomo de carbono ligado ao atomo de nitrogénio
do anel piridinico (C¢5) e do atomo de carbono ligado ao atomo de oxigénio do
fenol (Czs) (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Em virtude da abertura do anel do epdxido e da mudanca do ambiente quimico,
os atomos de carbono Ci4 e C4 apresentaram deslocamentos quimicos
diferentes daqueles observado para o precursor P3 (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000). A analise conjunta dos dados obtidos pelos mapas de
correlaggo HMQC (Figuras 37, 38 e 39) e HMBC (Figuras 40, 41 e 42)

confirmaram as atribuicbes dos atomos de hidrogénio e carbono do ligante L1.

H H
H \ /
\ H C3 Qs
Ha.C17_ .~ AN/ \\05-/09
Cis ?16 C5 / cg—H
¢ Cis H H crCs
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H™ | | N AN H H
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| \| OH
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Figura 36. Espectro de RMN 'H do ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(1-naftiloxi)-
2-propanol (L1), obtido em CDCl;.
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Tabela 13. Dados de RMN 'H e RMN 'C do ligante L1 e as correlagdes observadas no
espectro de HMQC (1JCH) e HMBC (ZJCH e 3JCH).

HMQC HMBC
Atribuicdo éc (ppm) S (ppm) “Jon *Jen
(o
20 122,32 - - -
5 125,43 - - -
5 134,39 - - -
1 154,14 - - -
15 157,28 - - -
25 157,45 - - -
CH
11 67,72 4,35-4,39 (m) - -
2 104,71 6,77 (d) Cs Ca
24 116,67 6,89 (d) Cos Cas
22 119,14 6,81 (t) - Coq4
4 120,43 7,41-7,44 (m) - C,
6 121,80 8,03 (d) Cs Cs
18 122,54 7,17-7,25 (m) - Cis
16 123,26 7,17-7,25 (m) - Cis
3 125,12 7,34 (t) - o
7 125,80 7,48 (t) Ce Cs
8 126,29 7,48 (t) - Ce
9 127,39 7,78 (d) Cs ;
23 129,21 7,17-7,25 (m) - Cor
21 129,60 7,06 (d) - Ci3, Cos
17 137,18 7,69 (t) - Cys, C1g
19 148,81 8,63 (d) - -
CH,
12 56,90 3,00 (d) Ci Cio, Ci3, Cis
14 58,61 4,03-4,08 (m) Cis Cio
4,15-4,19 (m) Cis Cro
13 58,72 3,79-3,84 (m) Coxo Cys, Cyq, Cys
3,91-4,00 (m) Cao Ciz2, Ca1, Cys
10 70,09 4,13 (d) - -
4,03-4,08 (m) - -

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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Figura 40. Mapa de correlagao heteronuclear HMBC do composto L1.
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41.1.8 Caracterizagdo do composto 1-bis(2-piridilmetil)amino-3-(1-

naftiloxi)-2-propanol (L2)

O ligante L2 foi obtido a partir da reagdo entre os precursores P2 e P3 e
variagdbes observadas no numero de onda das bandas de absorgao
(espectroscopia de IV) e nos valores de deslocamento quimico (RMN 'H e
RMN '3C) confirmam a formacdo de um novo composto organico. Em virtude
de se utilizar o precursor P3 para a sintese dos ligantes L1 e L2, estes
apresentam semelhancas estruturais observadas nos espectros de
infravermelho e RMN (RMN "H e RMN '3C).

O espectro de infravermelho do ligante L2 (Figura 43) apresenta as bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes na estrutura proposta, tendo
um espectro com perfil semelhante ao apresentado pelo ligante L1, diferindo
principalmente pela auséncia da banda caracteristica de deformagéo axial de
fenol (v C-O), presente no ligante L1. A Figura 43 mostra o espectro de
infravermelho e a Tabela 14 apresenta as principais bandas e atribuicdes para

o ligante L2.

O espectro de infravermelho para o ligante L2 mostra a presenca de bandas de
deformacgao angular fora do plano de C-H (y-CH) e de deformagéo angular do
anel (B-anel) de heteroaromaticos (piridina) e aromaticos polinucleares. Os
anéis aromaticos podem ser identicados também pelas bandas de deformacao
axial de C-Haromatico (3051 cm™) e de deformacdo axial de C=C e C=N (v 1628,
1589, 1508 e 1435 cm™) do anel aromatico. As bandas de deformagao axial
assimétrica e simétrica dos grupos metilenos (CH;) sdo observadas em 2928
cm™ e 2839 cm™, respectivamente. A banda de deformagdo axial assimétrica
de C-O-C em 1269 cm™ indica a presenca de éter alifatico. A regido alargada
entre 3100 e 3700 cm™ é atribuida & deformacéo axial de O—-H em ligacao de
hidrogénio intermolecular ou a agua de hidratagcédo presente no ligante, o qual €
um O6leo denso (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Algumas das bandas
apresentadas pelo ligante L2 sdo semelhantes as observadas para o precursor

P2 relatadas em trabalho realizado por Neves et al. (1995).
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Figura 43. Espectro de infravermelho para o ligante 1-bis(2-piridilmetilJamino-3-(1-naftiloxi)-2-
propanol (L2), obtido em filme.

Tabela 14. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 1-bis(2-
piridilmetil)amino-3-(1-naftiloxi)-2-propanol (L2), com suas respectivas atribui¢cdes.

NUmero de onda (cm™) Atribuicdo NUmero de onda (cm”™) Atribuigdo
3100-3700 v OH 1628, 1589, 1508, 1435 v C=C; v C=N
3051 v CH aromatico 1269 Vas C-0O-C
2928 vas CH2 1103 8 CH aromatico
2839 vs CH, 791, 771 y-CH? B-anel’

a= deformacdo C-H fora do plano de aromaticos polinucleares e heteroaromaticos; b=
deformagéo do anel de aromaticos polinucleares e heteroaromaticos.

Os espectros de RMN "H (Figura 44) e RMN '*C para o ligante L2, conforme o
esperado, apresenta sinais com deslocamento quimico semelhantes aos
apresentados pelos precursores utilizados na sua sintese (P2 e P3), como
também ao ligante L1, estruturalmente semelhante ao ligante L2. Na regido
mais desblindada do espectro de RMN "H do ligante L2 (Figura 44) observam-

se os sinais atribuidos aos atomos de hidrogénio aromaticos (6,77 ppm a 8,56
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ppm). Na regido mais protegida do espectro de RMN "H observam-se os sinais
dos atomos de hidrogénio alifaticos (2,96 ppm a 4,35 ppm). Os sinais em 3,97
ppm e 4,05-4,09 ppm sé&o atribuidos aos atomos de hidrogénio metilénicos H1s
e Hi, o0s quais possuem ambiente quimico semelhante. Os atomos de
hidrogénio Hjo s&o observados em 4,05-4,09 ppm e 4,19 ppm. Observa-se
ainda, na regido alifatica, dois duplos dupletos em 2,96 ppm e em 3,12 ppm
atribuidos aos atomos de hidrogénio Hq,. O atomo de hidrogénio alifatico mais
desprotegido € o Hqy (4,34,28-4,35 ppm) em virtude de estar ligado ao atomo
de carbono do alcool secundario (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Os sinais referentes aos atomos de hidrogénio aromaticos do a-naftol (H,, Hs,
H4, Hs, H7, Hg € Hg) estdo de acordo com a literatura uma vez que sao
observados no espectro de RMN 'H do propranolol (BECKER & LARIVE,
2008). O multipleto em 8,56 ppm € atribuido ao atomo de hidrogénio piridinico
Hi. Em 6,77 ppm verifica-se o sinal referente ao atomo de hidrogénio
aromatico mais protegido (Hz). Nao foi observado o sinal referente ao atomo de
hidrogénio do alcool secundario (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

A analise do espectro de RMN "C do ligante L2 mostra dezenove sinais para
vinte e cinco atomos de carbono o que indica a ocorréncia de equivaléncias
magnéticas (Tabela 15). Observa-se duas equivaléncias magnéticas para os
deslocamentos de 60,78 ppm (C13 e C1s), 122,42 ppm (C1g), 123,43 ppm (C1e),
136,88 ppm (C17), 149,21 ppm (C1g) € 157,28 ppm (C45). Os atomos de carbono
aromaticos apresentam deslocamento quimico entre 104,87 ppm e 157,28 ppm
e os alifaticos entre 58,20 ppm e 70,27 ppm. O sinal em 157,28 ppm ¢é atribuido
ao atomo de carbono Cys que faz ligagdo com o atomo de nitrogénio do anel
piridinico. O atomo de carbono aromatico C4, ligado ao atomo de oxigénio do
éter alifatico, apresenta deslocamento quimico em 154,65 ppm (SILVERSTEIN
e WEBSTER, 2000). As atribuicbes detalhadas dos sinais observados nos
espectros de RMN de 'H e de RMN "C do ligante L2, apresentados na Tabela
15, foram realizadas a partir da analise conjunta dos dados obtidos pelos
mapas de correlagdo HMQC (Figuras 45, 46 e 47) e HMBC (Figuras 48, 49 e
50).



120

cocl,

85 8.0 75 70

5 (ppm)
HoH
H \
I /}33~C4\ )
Cq7 H —
c1—C Cs—H
coel, H/C“’\ =L /H M H H R ___C/
Cu Cn 10 6 7
e /
AN W7 | \c// AN Hoo\
N 1 H
ho| T
~L OH
H N /
e
Cig _~C1s
/ ~
N
H
v " AL,
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0

3 (ppm)

Figura 44. Espectro de RMN 'H do ligante 1-bis(2-piridilmetil)amino-3-(1-naftiloxi)-2-propanol
(L2), obtido em CDCls.
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Tabela 15. Dados de RMN 'H e RMN 'C do ligante L2 e as correlagdes observadas no
espectro de HMQC (1JCH) e HMBC (ZJCH e 3JCH).

HMQC HMBC
Atribuicdo éc (ppm) S (ppm) “Jon *Jen
C
5 125,78 - - -
5 134,64 - - -
1 154,65 - - -
15 157,28 - - -
CH
11 67,99 4,28-4,35 - -
2 104,87 6,77 (d) Cy, Cs C,
4 120,50 7,39 (dd) ; o
6 122,26 8,09 (d) Cs Ce
18 122,42 7,12-7,16 (m) - Cis
16 123,43 7,12-7,16 (m) - Cis
3 125,26 7.32-7,36 (m) - C
7 126,07 7,46 (t) Ce Cs
8 126,29 7,46 (t) ; Co
9 127,59 7,76 (d) Cs Cs
17 136,88 7,58 (t) - Cis, Cig
19 149,21 8,56 (m) - Cy7
CH,
12 58,20 2,96 (dd) - Ci0, C13, Cy4
3,12 (dd) - -
13 60,78 3,97 (d) Cis Ci, Ci4, Cyg
4,05-4,09 (m) Cis Ci2, C14, Cy
14 60,78 3,97 (d) Cis Ci2, C13, Ci6
4,05-4,09 (m) Cis C12, Cy3, Cys
10 70,27 4,05-4,09 (m) - -
4,19 (dd) - -

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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4.1.1.9. Caracterizacao do composto 1-[2-hidroxibenzil(2-
piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2- propanol (L3)

O ligante L3, isdmero de posicao do ligante L1, foi sintetizado a partir da reacéo
entre os precursores P1 e P4. Observam-se semelhangas espectrais entre o
ligante L3 e seus precursores como também com o ligante L1. Entretanto
verifica-se para o ligante L3 variagcbes nos valores de numero de onda
(espectroscopia de infravermelho) e de deslocamento quimico (RMN 'H e RMN
13C), os quais confirmam a formagao de um novo composto organico. Embora
isdmeros, L1 é um 6leo denso enquanto L3 € um sdlido cristalino. O espectro
de infravermelho do ligante L3 e as principais bandas sado apresentados

respectivamente na Figura 51 e Tabela 16.
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Figura 51. Espectro de infravermelho para o ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)Jamino]-3-(2-
naftiloxi)-2-propanol (L3), obtido em pastilha de KBr.
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O espectro de infravermelho para o ligante L3 (Figura 51) mostra bandas em
839 cm™, 763 cm™ e 748 cm™, caracteriticas de anel aromatico polinuclear e de
heteroaromaticos 1,2-dissubstituidos (piridina). Verificam-se também bandas
de deformacao axial de C-Haromatico (3053 cm'1), de deformacgao axial de C=C e
C=N (v 1628, 1599, 1508, 1477 e 1395cm™") e de deformagdo angular de C-
Haromatico (O 1182 e 1217 cm'1) caracteristicas de anéis aromaticos
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). As bandas de deformacgao axial assimétria
(vas 2949 cm™) e simétrica (vs 2845 cm™) de C-H alifatico confirmam a
presenca do grupo metileno (CHz). Em 1258 cm™ e 1267 cm™ observam-se
respectivamente os sinais referentes a deformacéo axial de C-O de fenol e C-
O-C de éter alifatico. O sinal de deformacao axial do grupo hidroxila (OH) de
alcool e fenol é observado em 3455 cm™ (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Tabela 16. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 1-[2-
hidroxibenzil(2-piridilmetil)Jamino]-3-(2-naftiloxi)-2-propanol  (L3), com suas respectivas
atribuicdes.

Numero de onda (cm™) Atribuigao Numero de onda (cm™) Atribuigao
3455 v OH 1267 Vas C-O-C
3053 v CH aromatico 1258 v C-0°
2949 Vas CH> 1217, 1182 8 CH aromatico
2845 vs CH, 839, 763, 748 y-CH®; B-anel®
1628, 1599, 1508, P
1477, 1395 vC=C;vC=N

a= deformacgado axial de C-O de fenol; b= deformacdo C-H fora do plano de aromaticos
polinucleares e heteroaromaticos; c= deformacdo de aromaticos polinucleares e do anel
heteroaromatico.

A Tabela 17 mostra o resultado de analise elementar (C, H e N) a qual confirma
a composigcao do ligante L3, que apresenta em sua constituicdo vinte e seis
atomos de carbono, vinte e seis atomos de hidrogénio, trés atomos de oxigénio
e dois atomos de nitrogénio, resultando em um peso molecular de 414,50

g.mol T,
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Tabela 17. Dados de analise elementar (C, H e N) para o ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-
piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2-propanol (L3).

P6 %C %H %N
Experimental 75,49 6,01 6,39
Calculado 75,34 6,32 6,75

A estrutura de raios X apresentada na Figura 52 mostra que o ligante L3
possue em sua estrutura o naftol (C17 a Cy), proveniente do precursor P4.
Observa-se que as ligagdes do éter alifatico C(17)-O(1)-C(16) apresenta angulo
de 118,1(2)°. As ligagbes C(15)-O(3)-H(30) do alcool secundario apresenta
angulo de 107(2)°. Observa-se também na estrutura do ligante L3 os atomos
de nitrogénio aminico (N;) e piridinico (N2) e a hidroxila do fenol (O),
originarios do precursor P1. Analise dos dados cristalograficos e de CHN
mostram concordancia e confirmam a estrutura do ligante L3. Os parametros
cristalograficos e os principais comprimentos e angulos de ligagdes do ligante

L3 sao apresentados, respectivamente, nas Tabelas 18 e 19.

Figura 52. Estrutura de raios X do ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-
2-propanol (L3).
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Tabela 18. Parametros cristalograficos para o ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)Jamino]-3-

(2-naftiloxi)-2-propanol (L3).

Parametros

Dados

Férmula empirica

Peso molecular

Temperatura

Comprimento de onda

Sistema Cristalino, grupo especial

Parametros da cela

Volume da cela

Z, Densidade calculada
Coeficiente de absorgao
F(000)

Dimensoes do crustak
Intervalo de 0 na coleta
Intervalo hkl na coleta
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Teta = 25.00°

Fatores de transmissdo max. e min.
Método de refinamento
Dados/parametros

GOF

indices finais R [I >2sigma(l)]
indices R (todos os dados)

Picos max. e min.

C26 H26 N2 03
414,49
295(2) K
0.71073 A
Triclinico, P-1
a=7.9720(16) A o =78.96(3)
b =8.5344(17) A B =79.30(3)
c=16.974(3) A y=69.18(3)
1050,7(4) A®
1,310 Mg/m*®
0,086 mm™
440
0.49 x 0.27 x 0.16 mm
2,87 a 25°
-9<h<9, -10<k<10, -20<I<20
16769
3686 [R(int) = 0.0917]
99,5%
0,9864 e 0,9591
Full-matrix least-squares on F*
3686/0/288
1,005
R1=0.0556, wR2 =0.1128
R1=0.1261, wR2 = 0.1310

0.333e-0.248 e.A®
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Tabela 19. Principais comprimentos (A) e angulos de ligagdo (°) para o ligante 1-[2-
hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2-propanol (L3).

Comprimento de ligagdes (A) angulos de ligacdes ( °)
0(2)-C(13) 1,363(3) C(13)-0(2)-H(20) 113(2)
0(2)-H(20) 0,88(3) C(15)-0(3)-H(30) 107(2)
0(3)-C(15) 1,406(3) C(17)-O(1)-C(16) 118,1(2)
0O(3)-H(30) 0,94(4) C(6)-N(1)-C(7) 112,04(18)
O(1)-C(17) 1,365(3) C(6)-N(1)-C(14) 111,21(18)
O(1)-C(16) 1,378(3) C(7)-N(1)-C(14) 112,45(19)
N(1)-C(6) 1,448(3) C(5)-N(2)-C(1) 117,4(2)
N(1)-C(7) 1,452(3) O(1)-C(17)-C(24) 113,4(2)
N(1)-C(14) 1,452(3) N(2)-C(5)-C(4) 121,4(2)
C(14)-C(15) 1,479(3)

C(14)-H(14A) 0,9700
C(14)-H(14B) 0,9700
C(15)-C(16) 1,502(4)
C(15)-H(15) 0,9800

O espectro de RMN 'H do ligante L3 (Figura 53) mostra a presenca de
atomos de hidrogénio alifaticos (2,91 ppm a 4,28 ppm) e aromaticos (6,79
ppm a 8,61 ppm). Os atomos de hidrogénio aromaticos Hy e Hjs, os quais
encontram-se em posicao orto em relagao ao substituinte do anel aromatico do
B-naftol, apresentam-se na mesma regido de deslocamento quimico (7,07-7,10
ppm). Em 8,61 ppm verifica-se o sinal do atomo de hidrogénio piridinico Hg. O
multipleto em 4,25-4,28 ppm ¢é atribuido ao atomo de hidrogénio H¢1. Em 2,91
ppm observa-se um multipleto referente aos atomos de hidrogénio Hi, Os
atomos de hidrogénio metilénicos Hq3, His € Hyp sdo observados na regido
entre 3,78 ppm e 4,11 ppm. Nao foram observados os sinais referentes aos
atomos de hidrogénio do alcool secundario e do fenol (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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Figura 53. Espectro de RMN 'H do ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridiimetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-
2-propanol (L3), obtido em CDCl;.

Observa-se no espetro de  RMN "*C do ligante L3 (Figura 54) vinte e seis
sinais para vinte e seis atomos de carbono. Os atomos de carbono alifaticos
apresentam deslocamento quimico entre 57,09 ppm e 70,34 ppm. Os sinais
referentes aos atomos de carbono aromaticos foram observados entre 106,97
ppm e 157,57ppm. Os atomos de carbono que fazem ligagdo com o atomo de
nitrogénio piridinido sdo observados em 148,92 ppm (C+g) € 157,40 ppm (C15s).
O atomo de carbono ligado ao atomo de oxigénio do fenol apresenta
deslocamento quimico de 157,57 ppm (Cys5). Em 156,58 ppm observa-se o sinal
atribuido ao atomo de carbono C,. (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). A
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elucidag&o estrutural do ligante L3 também foi realizada a partir da analise dos
espectros de RMN "H, RMN *C, HMQC (Figuras 55, 56 e 57) e HMBC (Figuras
58, 59 e 60). As atribuicbes referentes aos atomos de carbono e hidrogénio
sdo mostradas na Tabela 20. A andlise dos resultados de infravermelho, de
ressonancia magnética nuclear, CHN e de difragdo de raios X mostram que o

ligante L3 foi obtido com elevado teor de pureza.

130 128 126 124 122 120 118 116
8 (ppm)

cocl,

N

160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56
3 (ppm)

Figura 54. Espectro de RMN B¢ do ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)Jamino]-3-(2-
naftiloxi)-2-propanol (L3), obtido em CDCl;.
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Tabela 20. Dados de RMN 'H e RMN 'C do ligante L3 e as correlagdes observadas no
espectro de HMQC (1JCH) e HMBC (ZJCH e 3JCH).

HMQC HMBC
Atribuigéo oc (ppm) &4 (ppm) Jon *Jen
(o
20 122,50 - - -
129,19 - - -
134,37 - - -
156,58 - - -
15 157,40 - - -
25 157,57 - - -
CH
11 67,75 4,25-4,28 (m) - -
1 106,97 7,07-7,10 (m) - Cs, Cs
24 116,67 6,87 (dd) - -
3 118,81 7,07-7,10 (m) - -
22 119,27 6,79 (t) - Cz0, Cos
18 122,68 7,20-7,24 () - Cie
8 123,37 7,32 () C, Cs
16 123,77 7,17 (d) Cis Cis
7 126,42 7,42 (1) Cs Cs
9 126,92 7,74 (d) - Cs
6 127,69 7,68-7,71 (m) Cs Cs, Cs
23 129,36 7,02-7,04 (m) - Co4
21 129,42 7,02-7,04 (m) - Cas, Cos
4 129,74 7,17(d) Cs -
17 137,29 7,65 (dd) - Cig
19 148,92 8,61(m) - Ci7
CH,
12 57,09 2,91 (m) - Ci3, Cyg
14 58,71 3,92-4,00 (m) - Cio
4,11 (d) Cis Ciz
13 58,88 3,78 (d) Cyo C12,C21, Cys
3,92-4,00 (m) Cao Ci12,C21, Cos
10 70,34 3,92-4,00 (m) - Cio
4,02-4,06 (m) Ci1 Ci

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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Figura 55. Mapa de correlacao heteronuclear HMQC do composto L3.
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Figura 56. Ampliagcdo do mapa de correlagéo heteronuclear HMQC do composto L3.
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Figura 57. Ampliacdo da regido aromatica do mapa de correlagdo heteronuclear HMQC do
composto L3.
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Figura 58. Mapa de correlagao heteronuclear HMBC do composto L3.
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Figura 59. Ampliagdo do mapa de correlagéo heteronuclear HMBC do composto L3.
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Figura 60. Ampliagdo da regido aromatica do mapa de correlagéo heteronuclear HMBC do
composto L3.
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4.1.1.10. Caracterizagdo do composto 1-bis(2-piridilmetillamino-3-(2-

naftiloxi)-2-propanol (L4)

O ligante L4 foi obtido a partir da reagado entre o precursor P2 e P4. O ligante
L4 é estruturalmente semelhante ao ligante L2, diferindo apenas na posigéo do
substituinte do anel aromatico do naftol. Observam-se semelhangas espectrais
entre o ligante L4 e seus precursores como também com o ligante L2 (isomero
a). Entretanto as anadlises de Infravermelho e de ressonancia magnética
nuclear (RMN 'H e RMN '*C) mostraram variagdes nos valores de nimero de
onda (cm'1) e de deslocamento quimico (ppm), os quais confirmam a formacéao
de um novo composto organico. A Figura 61 mostra o espectro de
infravermelho e a Tabela 21 apresenta as principais bandas e atribuicées para

o ligante L4.

Observam-se no espectro de infravermelho do ligante L4 a presenga de
bandas caracteristicas de anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico e de
aromaticos polinucleares (Tabela 21). As bandas de deformacao axial
assimétrica e simétrica do grupo metileno (CH,) sdo observadas em 2928 cm
e 2835 cm™, respectivamente. O sinal de deformacéo axial assimétrica de C-
O-C em 1258 cm™ indica a presenca de éter alifatico. A regido alargada entre
2800-3300 cm™ & atribuida & deformacdo axial de O-H em ligacdo de
hidrogénio intermolecular ou a agua de hidratagao presente no ligante, o qual é
um oleo denso (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Bandas referentes ao anel
piridinico também foram relatadas para o precursor P2 em trabalho realizado
por Neves et al. (1995).
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Figura 61. Espectro de infravermelho para o ligante 1-bis(2-piridilmetillamino-3-(2-naftiloxi)-2-
propanol (L4), obtido em filme.

Tabela 21. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 1-bis(2-
piridilmetil)amino-3-(2-naftiloxi)-2-propanol (L4), com suas respectivas atribuicoes.

NUmero de onda (cm™) Atribuicao NUmero de onda (cm™) Atribuicao
2800-3300 v OH 1628, 1597, 1512, 1469 v C=C; v C=N
3055 v CH aromatico 1258 Vs C-O-C
2928 Vas CH> 1180, 1219 8 CH aromatico
2835 vs CH, 837, 752 y-CH?; B-anel

a= deformacdo C-H fora do plano de aromaticos polinucleares e heteroaromaticos; b=
deformagéo de aromaticos polinucleares e do anel heteroaromatico.

O espectro de RMN 'H do ligante L4 (Figura 62) mostra sinais referentes aos
atomos de hidrogénio aromaticos entre 7,11 ppm e 8,54 ppm e alifaticos entre
2,89 ppm e 4,26 ppm. Os sinais em 2,89 ppm e 3,04 ppm sao atribuidos aos
atomos de hidrogénio metilénicos Hi. Em 3,92-3,96 ppm e 4,01-4,05 ppm
observam-se o0s sinais referentes aos atomos de hidrogénio metilénicos Hqz e

H14, 0S quais possuem ambiente quimico semelhante. Os atomos de hidrogénio
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Hip sdo observados em 4,01-4,05 ppm e 4,08-4,12 ppm na forma de
multipletos. O atomo de hidrogénio alifatico mais desprotegido € o Hq¢ (4,21-
4,26 ppm) em virtude de estar ligado ao atomo de carbono do alcool
secundario. Observa-se um dupleto em 8,54 ppm atribuido ao atomo de
hidrogénio piridinio H4g. Os atomos de hidrogénio aromaticos H¢ e Hs, os quais
encontram-se em posi¢cao orto em relagao ao substituinte do anel aromatico do
B-naftol, apresentam-se na mesma regido de deslocamento quimico (7,11
ppm). Nao foi observado o sinal referente ao atomo de hidrogénio do alcool
secundario (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

cocl,

85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0
3 (ppm)

Figura 62. Espectro de RMN 'H do ligante 1-bis(2-piridilmetil)amino-3-(2-naftiloxi)-2-propanol
(L4), obtido em CDCl,.
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O espectro de RMN "*C (Figura 63) do ligante L4 mostra dezenove sinais para
vinte e cinco atomos de carbono o que indica a ocorréncia de equivaléncias
magnéticas. Observam-se duas equivaléncias magnéticas para o0s
deslocamentos quimicos de 60,73 ppm (Cq3 e Cq4), 122,42 ppm (C4g), 123,82
ppm (C+6), 136,88 ppm (C47), 149,18 ppm (C19) € 159,25 ppm (C+5). Os atomos
de carbono aromaticos apresentam deslocamento quimico entre 106,88 ppm e
159,25 ppm e os alifaticos entre 58,41ppm e 70,42 ppm. Os sinais referentes
aos atomos de carbono que fazem ligagdo com o atomo de nitrogénio piridinico
sdo observados em 159,25 ppm (C+s5) e 148,18 ppm (C19). O sinal em 156,99
ppm é atribuido ao atomo de carbono aromatico C, que faz ligagdo com o
atomo de oxigénio do éter. A estrutura do ligante L4 foi elucidada a partir das
analises dos espectros de RMN 'H, RMN ®C e pelos mapas de correlagéo
HMQC (Figuras 64, 65 e 66 ) e HMBC (Figuras 67, 68 e 69). As atribuigcdes
referentes aos atomos de carbono e hidrogénio do ligante L4 sdo apresentadas
na Tabela 22.

3 m
5 (ppm) (ppm)
C
C A~ 779
17 C XCs' XC
(|3I1s (|316 I N e
C19N4C15 REN 14 5. fc7
Cis _Ca2 Cio /
|/ /
N T
| OH
N Cis
~ ~~7
Clo SCys
I | CDCl,
C

ULMW . )

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64

3 (ppm)

Figura 63. Espectro de RMN "°C do ligante 1-bis(2-piridilmetil)amino-3-(2-naftiloxi)-2-propanol
(L4), em CDCls.
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Tabela 22. Dados de RMN '"H e RMN C do ligante L4 e as correlacdes observadas no
espectro de HMQC (1JCH) e HMBC (ZJCH e 3JCH).

HMQC HMBC
Atribuigéo éc (ppm) &4 (ppm) Jon *Jen
(o
5 129,19 - - -
5 134,71 - - -
2 156,99 - - -
15 159,25 - - -
CH
11 67,94 4,21-4,26 (m) - -
1 106,88 7,11 (d) C, Cs
119,21 7,11 (d) C,, Cs -
18 122,42 7,11 (d) Cio Cis
8 123,41 7,26-7,31(m) ; Cs
16 123,82 7,26-7,31(m) Cqs, Cy7 Cis
7 126,52 7,40 (1) - Cs, Cy
9 127,00 7,40 (1) - -
6 127,83 7,68-7,74 (m) Cs C1, Cs
4 129,50 7,68-7,74 (m) ; Cs, Co
17 136,88 7,56 (t) Cis Cyg
19 149,18 8,54 (d) Cis Cir
CH,
12 58,41 2,89 (m) - Ci0, Cq1, Cq3, Cyy
3,04 (dd) - Ci3, Cig,
14 60,73 3,92-3,946 (m) Cis Ci2, C13, Ci6
4,01-4,05 (m) Cis Ci2, Cy3, Cys
13 60,73 3,92-3,946 (m) Cis Ci2, Ci4, Cyp
4,01-4,05 (m) Cis Cy2, C14, Cys
10 70,42 4,01-4,05 (m) - -
4,08-4,12 (m) Ci4 -

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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Figura 64. Mapa de correlagcao heteronuclear HMQC do composto L4.
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Figura 65. Ampliagdo do mapa de correlagédo heteronuclear HMQC do composto L4.
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composto L4.
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4.1.1.11. Caracterizagao do composto 4-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-

piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L5)

O Ligante L5 foi obtido a partir da reagcdo entre o precursor P1 e P5. O
precursor P1 foi utilizado para a sintese dos ligantes L1, L3, e L5, conferindo
aos mesmos semelhancas estruturais. A diferenca entres eles se da pela
substituicdo do naftol, presentes nos ligantes L1 e L3, pela cumarina com
substituicdo na posicado “4”, presente no ligante L5. As variagdes observadas
no numero de onda nas bandas de absorgcdo (espectroscopia de IV) e nos
valores de deslocamentos quimicos (RMN 'H e RMN '3C) para o ligante L5,
quando comparado com seus analogos (P1, P5, L1 e L3), confirmam a
obtencdo de um composto organico distinto. O espectro de infravermelho e a
atribuicdo das principais bandas para o ligante L5 estdo apresentadas na

Figura 70 e Tabela 23, respectivamente.
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Figura 70. Espectro de infravermelho para o ligante 4-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L5), obtido em filme.
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Além de apresentar bandas de absorg¢ao referentes aos grupos piridina e fenol
(Tabela 23), ja discutidas para os ligante L1 e L3, o ligante L5 apresenta
bandas de deformacao axiais de C=0 jaciona (v 1722 cm™) @ C-O jactona (v1242,
1186 e 1109 cm'1) caracteristicas de 1,2-benzopirona, o que indica a presenga

do grupo cumarinico na estrutura deste ligante.

Tabela 23. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 4-{2-hidroxi-
3-[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)Jamino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L5), com suas respectivas
atribuicoes.

Numero de onda (cm'1) Atribuicdo Numero de onda (cm'1) Atribuigédo
3450-3300 v OH 1620, 1566, 1489, 1408 v C=C; v C=N
3073 v CH aromatico 1273 Vas C-O-C aiiatico
2934 Vas CH> 1242, 1186, 1109 v C-0 actona
2835 vs CH, 1242 v C-0%
1722 v C=0 Lastona 821, 756 y-CH®; B-anel°

a= deformacdo axial de fenol; b= deformagdo C-H fora do plano de aromaticos e
heteroaromaticos; c= deformacgao do anel de aromaticos e heteroaromaticos.

O espectro de RMN 'H do ligante L5 (Figura 71) mostra a presenca de
atomos de hidrogénio alifaticos entre 2,83 ppm e 4,38 ppm. Os atomos de
hidrogénio aromaticos sao observados entre 5,58 ppm e 8,67 ppm. O atomo
de hidrogénio alfa a carbonila (H,) apresenta deslocamento quimico de 5,58-
5,76 ppm. Em 8,55-8,67 ppm verifica-se o sinal do atomo de hidrogénio
piridinico Hig. Observam-se entre 3,45 ppm e 4,12 ppm os sinais dos atomos
de hidrogénio metilénicos Hq, Hiz € Hys. O multipleto em 4,24-4 38 ppm é
atribuido ao atomo de hidrogénio H44. Os atomos de hidrogénio Hq, sao
observados em 2,83-3,03 ppm na forma de multipleto. Nao foram observados
os sinais referentes aos atomos de hidrogénio do alcool secundario e do fenol
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

A analise do espectro de RMN "*C do ligante L5 mostra vinte e cinco sinais
para vinte e cinco atomos de carbono (Tabela 24). Os atomos de carbono
aromaticos apresentam deslocamento quimico entre 90,71 ppm e 165,49 ppm.
Os atomos de carbono alifaticos apresentam-se entre 56,51ppm e 70,99 ppm.
Em 90,71 e 165,49 ppm observam-se os sinais atribuidos respectivamente aos
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atomos de carbono C; (alfa a carbonila) e C4 (carbonila) caracteristicos do

grupo cumarinico. O atomo de carbono Cs;, que faz ligagdo com o atomo de

oxigénio do éter alifatico, apresenta deslocamento quimico de 163,00 ppm
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Os resultados mostram a presenga dos

principais grupos funcionais da cumarina na estrura do ligante L5, sinais

também observados para o seu precursor (P5). As atribuigdes detalhadas dos

sinais observados nos espectros de RMN 'H e de RMN *C do ligante L5 est&o

apresentadas na Tabela 24.

CDCl,
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Figura 71. Espectro de RMN 'H ligante  4-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-

piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L5), obtido em CDCls.
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Tabela 24. Dados dos espectros de RMN (RMN 'H e RMN '®C) e atribuigées para o ligante 4-

{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)Jamino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L5).

Carbono Hidrogénios
Atribuicio 5 (ppT) 5 (por) Multiplicidade; Atomos de
Jobservado (H2) hidrogénio
4 115,59 - - -
20 122,40 - - -
5 153,27 - - -
15 156,12 - - -
25 157,37 - - -
3 163,00 - - -
1 165,49 - - -
CH
11 67,61 4,24-4,38 (m) - 1,00
90,71 5,568-5,76 (m) - 1,15
116,85 7,20 (t) Je.7=8,00 2,00
24 117,11 6,95-7,06 (m) - 2,00
22 119,32 6,73-6,87 (m) - 2,00
18 121,71 6,73-6,87 (m) - 2,00
8 123,18 7,20 (t) Jg.7=Js0=8,00 2,00
16 123,41 7,11-7,15 (m) - 2,10
9 123,96 7,69-7,77 (m) - 1,10
23 129,54 7,11-7,15 (m) - 2,10
21 130,49 6,95-7,06 (m) - 2,00
7 132,69 7,43-7,47(m) - 2,00
17 137,18 7,43-7,47 (m) - 2,00
19 148,93 8,55-8,67 (m) - 1,00
CH,
12 56,51 2,83-3,03 (m) - 2,00
14 58,72 3,71-4,12 (m) - 5,00
13 58,83 3,45 (d) J1z.13 =8,00 1,00
3,71-4,12 (m) - 5,00
10 70,99 3,71-4,12 (m) - 5,00

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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4.1.1.12. Caracterizagao do composto 4-{3-[bis(2-piridilmetil)Jamino-2-
hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L6)

O ligante L6 foi obtido a partir da reagao entre os precursores P2 e P5. O
precursor P2 foi utilizado para a sintese dos ligantes L2, L4, e L6, conferindo
aos mesmos semelhancgas estruturais, as quais podem ser observadas nos
espectros de infravermelho e de ressonancia magnética nuclear (RMN 'He
RMN 'C). A diferenca entre estes compostos consistes na substituicdo do
naftol, presente nos ligantes L2 e L4, pela cumarina, presente no ligante L6. As
variagdbes observadas no numero de onda nas bandas de absorcéo
(espectroscopia de 1V) e nos valores de deslocamento quimico (RMN 'H e
RMN '3C) para o ligante L6, quando comparado com seus analogos (P2, P5, L2

e L4), demostram a obtengdo de um composto organico distinto.

O espectro de infravermelho e a atribuicdo das principais bandas observadas
para o ligante L6 estdo apresentados na Figura 72 e Tabela 25,

respectivamente.
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Figura 72. Espectro de infravermelho para o ligante 4-{3-[bis(2-piridiimetil)amino-2-
hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L6), obtido em filme.
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O ligante L6 apresenta bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do
grupo piridinico (Tabela 25), como ja discutido para os compostos analogos (L2
e L4). Verifica-se no espectro de infravermelho do ligante L6 a presencga de
bandas de absorcdo de deformacado axial de C=0 jaciona (v 1721 cm™) e C-O
actona (v 1240, 1184 e 1109 cm™), caracteristico de 1,2-benzopirona, o que

demonstra a presenga do grupo cumarinico na estrutura deste ligante.

Tabela 25. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 4-{3-[bis(2-
piridilmetil)amino-2-hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L6), com suas respectivas atribui¢oes.

Numero de onda (cm™) Atribuicdo NuUmero de onda (cm”™) Atribuicdo
3450-3150 v OH 1622, 1566, 1492, 1408 v C=C; v C=N
3080, 3009 v CH aromatico 1273 Vas C-O-Ciitatico

2933 Vas CH, 1240, 1184, 1109 v C-0O |a6t0na
2837 vs CH, 819, 756 y-CH?; B-anel®
1721 v C=0 jactona

a= deformacdo C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacdo do anel de
heteroaromaticos.

Observa-se no espectro de RMN 'H do ligante L6 (Figura 73) a presenca de
atomos de hidrogénio alifaticos entre 2,83 ppm e 4,33 ppm e atomos de
hidrogénio aromaticos entre 5,59 ppm e 8,48 ppm. O atomo de hidrogénio alfa
a carbonila (Hy), caracteristico de 1,2-benzopirona, apresenta deslocamento
quimico de 5,59-5,71 ppm. Em 8,48 ppm verifica-se o0 sinal do atomo de
hidrogénio piridinico Hig. Observam-se dois multipletos em 2,83-2,89 ppm e
2,95-3,00 ppm referentes aos atomos de hidrogénio Hi,. Os atomos de
hidrogénio metilénicos Hq, Hi3 € Hys sdo observados em 3,88-4,03 ppm na
forma de multipleto (Tabela 26). Nao foi observado o sinal referentes ao atomo
de hidrogénio do alcool secundario (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

A analise do espectro de RMN *C do ligante L6 mostra dezoito sinais para
vinte e quatro atomos de carbono (Tabela 26), o que indica a ocorréncia de
equivaléncias magnéticas. Observam-se duas equivaléncias para o0s
deslocamentos de 60,77 ppm (C13 e C1s), 122,42 ppm (C1g), 123,48 ppm (Cys),
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137,02 ppm (C47), 149,13 ppm (C1g) € 158,92 ppm (C45). Os atomos de carbono
aromaticos apresentam deslocamento quimico entre 90,71 ppm e 165,78 ppm.
Os atomos de carbono alifaticos apresentam valores de deslocamento quimico
entre 57,51e 71,28 ppm. Os atomos de carbono que fazem ligagdo com o
atomo de nitrogénio piridinico sdo observados em 149,13 ppm (C49) € 158,92
ppm (C15). Em 163,19 ppm observa-se o sinal referente ao atomo de carbono
C3 que faz ligagdo com o atomo de oxigénio do éter alifatico. O sinal em 90,71
€ atribuido ao atomo de carbono C, que encontra-se ligado ao atomo de
carbono da carbonila C4 (165,78 ppm). As atribuicbes detalhadas dos sinais
observados nos espectros de RMN de 'H e *C do ligante L6 estdo

apresentadas na Tabela 26.
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Figura 73. Espectro de RMN 'H do ligante 4-{3-[bis(2-piridilmetil)amino-2-hidroxipropoxi}-2H-2-
croman-2-ona (L6), obtido em CDCls.
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Tabela 26. Dados para os espectros de RMN (RMN 'H e RMN °C) e atribuicdes para o
ligante 4-{3-[bis(2-piridilmetil)Jamino-2-hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L6).

Carbono Hidrogénios
Atribuicio 5 (ppT) 5 (por) Multiplicidade; ~ Atomos de
Jobservado (HZ) hidrogénio
c
4 115,75 - - -
5 153,36 - - -
15 158,92 - - -
3 163,19 - - -
1 165,78 - - -
CH
11 67,35 4,20-4,33 (m) - 1,00
2 90,71 5,569-5,71(m) - 1,00
6 116,81 7,25-7,31(m) - 2,00
18 122,42 7,11-7,23(m) - 4,00
8 122,55 7,25-7,31(m) - 2,00
16 123,48 7,11-7,23(m) - 4,00
9 124,02 7,75-7,72 (m) - 1,00
7 132,58 7,46 (t) J7.6= J7.5 = 8,00 1,00
17 137,02 7,55-7,60 (m) - 2,00
19 149,13 8,48 (s) - 2,00
CH,
12 57,51 2,83-2,89 (m) - 1,00
2,95-3,00 (m) - 0,84
14 60,74 3,88-4,03 (m) - 6,00
13 60,74 3,88-4,03 (m) - 6,00
10 71,28 3,88-4,03 (m) - 6,00

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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4.1.1.13. Caracterizagao do composto 7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-

piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L7)

O ligante L7 apresenta analogia com os ligantes obtidos a partir dos
precursores P1, P5 e P6, o que € confirmado através das semelhangas nos
espectros de infravermelho e RMN. As variagdes observadas no numero de
onda nas bandas de absorcao (espectroscopia de IV) e nos valores de
deslocamento quimico (RMN 'H e RMN '*C) para o ligante L7, quando
comparado com seus analogos (P1, P5, P6, L1, L3, L5 e L6) confirmam a
formagdo de um composto orgénico distinto. O espectro de infravermelho do
ligante L7 esta apresentado na Figura 74 e as atribuigbes das principais

bandas observadas estdo descritas descrita na Tabela 27.

100
80

60

Transmitancia / %

N o
20 //\j;ﬂ\
] OH
0 T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 74. Espectro de infravermelho para o ligante 7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L7), obtido em filme.

Como ja discutido, o ligante L7 apresenta sinais caracteristicos do anel 1,2-
dissubstituido do grupo piridinico. Assim como observado para os ligantes que

apresentam a cumarina em sua estrutura (L5 e L6), observa-se no espectro de
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infravermelho do ligante L7 (Figura 74) bandas de deformacgdes axiais de C=0
jactona (v1 732cm™) € C-O jactona (v 1232, 1198 e 1124 cm™) caracteristicas de
1,2-benzopirona. O sinal em 1232 cm™ também pode ser atribuido a
deformagao axial C-O do fenol. O espectro de infravermelho mostra os

principais grupos funcionais presentes no ligante L7 (Tabela 27).

Tabela 27. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 7-{2-hidroxi-
3-[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)Jamino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L7), com suas respectivas
atribuicoes.

NUmero de onda (cm™) Atribuicdo NUmero de onda (cm”™) Atribuicao
3235 v OH 1616, 1481, 1433, 1400, v C=C: v C=N
1350
3082, 3053 v CH aromatico 1278 Vas C-O-Caiitatico
2945 vas CH, 1232, 1198, 1124 v C-0 |actona
2821 vs CH» 1232 v C-0°
1732 v C=0 jact0na 839, 758 y-CH®; B-anel®

a= deformacgdo axial de fenol; b= deformagcdo C-H fora do plano de aromaticos e
heteroaromaticos; c= deformacdo do anel de aromaticos e heteroaromaticos.

O espectro de  RMN 'H do ligante L7 (Figura 75) mostra a presenca de
atomos de hidrogénio alifaticos entre 2,93 ppm e 4,30 ppm e hidrogénio
aromaticos entre 6,24 ppm e 8,61 ppm. O sinal em 6,24 ppm é atribuido ao
atomo de hidrogénio alfa a carbonila (Hz). Em 8,61 ppm verifica-se o sinal do
atomo de hidrogénio piridinico Hg. Entre 3,85 ppm e 4,16 ppm observam-se os
atomos de hidrogénio metilénicos Hqo, Hiz € Hys. O multipleto em 2,93-2,95
ppm é atribuido aos atomos de hidrogénio Hi,. O atomo de hidrogénio Hq4 €
observados em 4,24-4,30 ppm na forma de multipleto. Nao foram observados
os sinais referentes aos atomos de hidrogénio do alcool secundario e do fenol
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 75. Espectro de RMN 'H  do ligante  7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L7), obtido em CDCls.

A analise do espectro de RMN '3C do ligante L7 (Figura 76) mostra vinte e
cinco sinais para vinte e cinco atomos de carbono. Os atomos de carbono
aromaticos apresentam deslocamento quimico entre 101,89 ppm e 161,91
ppm. Em 101,89 ppm e 113,30 ppm observam-se respectivamente os sinais
dos atomos de carbono aromaticos mais desprotegidos Cs € Cs. O atomo de
carbono C; apresenta deslocamento quimico em 161,31 ppm e o atomo de
carbono da carbonila (C4) é observado em 161,91 ppm. O sinal em 157,49 ppm
¢é atribuido ao atomo de carbono ligado a hidroxila do fenol (Cy5). Os atomos de
carbono alifaticos sao observados entre 56,51 ppm e 70,99 ppm
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). As atribuicbes detalhadas dos sinais
observados nos espectros de RMN de 'H e *C do ligante L7 estdo

apresentadas na Tabela 28.
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Figura 76. Espectro de RMN ™C do ligante 7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L7), obtido em CDCls.
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Tabela 28. Dados de RMN (RMN 'H e RMN "*C) e atribuicdes para o ligante 7-{2-hidroxi-3-
[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L7).

Carbono Hidrogénios
Atribuica Multiplicidade; Atomos de
ribuiGao % (ppm) % (pPm) Jobservado (HZ) hidrogénio
(o
4 112,71 - - -
20 122,76 - - -
5 155,81 - - -
15 157,28 - - -
25 157,49 - - -
7 161,31 - - -
1 161,91 - -
CH
11 67,64 4,24-4,30 (m) - 1,00
6 101,89 6,73 (d) Jsg= 2,10 0,98
2 112,82 6,24 (d) J>3-9,48 1,00
8 113,30 6,81-6,76 (m) - 2,00
24 116,80 6,87 (dd) Jog.00=1,00 0,93
Jo4.23= 7,96
22 119,28 6,81-6,76 (m) - 2,00
18 122,40 7,15-7,22 (m - 2,00
16 123,33 7,15-7,22 (m - 2,00
9 128,83 7,33 (d) Jo.g= 8,56 1,00
23 129,42 7,15-7,22 (m) - 1,00
21 129,76 7,05 (dd) Jo13= 1,44 1,00
J21.22=7,52
17 137,40 7,70 (td) Ji7.10 = 2,00 1,00
Ji7.18 =7, 60
Ji7.16 = 8,84
3 143,49 7,62 (d) Js.o = 9,64; 1,00
19 148,91 8,61 (dd) J19.16 = 0,76; 1,00
Jiga7 =1, 64,
J 1918 = 4,92
CH,
12 56,51 2,93-2,95 (m) - 2,00
14 58,72 3,92-4,05 (m) - 4,00
4,16 (d) J 14.14 = 15,56 1,00
13 58,83 3,85 (d) Ji3.13=13,44 1,00
3,92-4,05 (m) - 4,00
10 70,99 3,92-4,05 (m) - 4,00

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto; td=triplo dupleto.
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4.1.1.14. Sintese do ligante 7-{3-[bis(2-piridilmetil)amino-2-
hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L8)

O ligante L8 foi obtido a partir da reacédo entre os precursores P2 e P6. As
andlises de Infravermelho e de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e
RMN "*C) mostraram variacdes nos valores de nimero de onda (cm™) e de
deslocamentos quimicos (ppm) para o ligante L8, quando comparado com seus
analogos (P2, P5, P6, L2, L4, L5, L6 e L7), confirmando a formagdo de um
novo composto organico. O espectro de infravermelho e a atribuicdo das
principais bandas do ligante L8 estdo apresentadas respectivamente na Figura
77 e Tabela 29.
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Figura 77. Espectro de infravermelho para o ligante 7-{3-[bis(2-piridilmetillamino-2-
hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L8), obtido em filme.

O ligante L8 apresenta bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do
grupo piridinico como ja discutido para os compostos analogos. O ligante L8
difere do ligante L6 pela substituicdo na posicao “7” da 1,2-benzopirona. Assim

como observado para os ligantes que apresentam a cumarina em sua estrutura
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(L5, L6 e L7), o espectro de infravermelho do ligante L8 mostra a presenga de
bandas de absorcdo de deformagdo axial de C=0 (v 1728 cm™) e C-O (v
1230, 1126, 1124 cm'1) de lactona, o que confirma a presengca do grupo

cumarinico na estrutura deste ligante.

Tabela 29. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 7-{3-[bis(2-
piridilmetil)amino-2-hidroxipropoxi}-2H-2-croman-2-ona (L8), com suas respectivas atribui¢oes.

NUmero de onda (cm™) Atribuicdo NUmero de onda (cm™) Atribuicdo
3500-3150 v OH 1612, 1508, 1435, 1404, v C=C; v C=N
1350
3071 v CH aromatico 1280 Vas C-O-Caiiatico
2936 Vas CH2 1230, 1126, 1124 v C-0 |actona
2828 vs CH, 837, 763 y-CH®; B-anel®
1728 v C=0 jactona

a= deformacgdo axial de fenol; b= deformagcdo C-H fora do plano de aromaticos e
heteroaromaticos; c= deformacao do anel de aromaticos e heteroaromaticos.

O espectro de RMN 'H do ligante L8 (Figura 78) mostra a presenca de
atomos de hidrogénio alifaticos entre 2,86 ppm e 4,20 ppm e aromaticos entre
6,22 ppm e 8,53 ppm. Em 6,22 ppm observa-se o sinal do atomo de hidrogénio
alfa a carbonila (Hy). Os atomos de hidrogénio Hs e Hg apresentam-se na
mesma regido de deslocamento quimico (6,76-6,82 ppm). Em 8,53 ppm
verifica-se o sinal do atomo de hidrogénio Hig cujo atomo de carbono esta
ligado ao atomo de nitrogénio piridinico. Os atomos de hidrogénio metilénicos
H1o, Hi3 € Hqis s@o observados na mesma regido do espectro (3,92-4,03 ppm)
na forma de multipleto. Os sinais em 2,86 ppm e 3,01 ppm sao atribuidos aos
atomos de hidrogénio Hq,. Nao foi observado o sinal referente ao atomo de
hidrogénio do alcool secundario (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 78. Espectro de RMN 'H  do ligante  7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L8), obtido em CDCls.

A analise do espectro de RMN *C do ligante L8 mostra dezoito sinais para
vinte e quatro atomos de carbono o que indica a ocorréncia de equivaléncias
magnéticas. Observa-se duas equivaléncias para os deslocamento de 60,62
ppm (C13 e C44), 122,39 ppm (C+s), 123,30 ppm (C+s), 136,82 ppm (C17), 149,10
ppm (C+g) € 159,06 ppm (C1s5). Os atomos de carbono aromaticos apresentam
deslocamento quimico entre 101,75 ppm e 162,24 ppm. Os atomos de carbono
alifaticos apresentam valores de deslocamento quimico entre 58,10 ppm e

70,95 ppm. O sinal referente ao atomo de carbono C45, 0 qual faz ligagdo com
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0 atomo de nitrogénio piridinico, é observado em 159,06 ppm. Em 161,36 ppm
e 162,24 ppm observam-se respectivamente os sinais atribuidos aos atomos
de carbono C; e C4. O sinal em 113,19 ppm é atribuido ao atomo de carbono
alfa a carbonila (C,). As atribuicbes detalhadas dos sinais observados nos

espectros de RMN de 'H e '*C do ligante L8 estdo apresentadas na Tabela 30.
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Figura 79. Espectro de RMN ™C do ligante 7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L8), obtido em CDCls.
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Tabela 30. Dados de RMN (RMN 'H e RMN '°C) e atribuicdes do ligante 7-{2-hidroxi-3-[(2-
hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona (L8), em CDCls.
Carbono Hidrogénios

Multiplicidade; Atomos de

Atribuigao % (ppm) % (pPm) Juvsarvaso (HZ)  hidrogénio
C
4 112,74 ] i i
5 155,89 i i i
15 159,06 i i i
7 161,36 i i i
1 162,24 i i i
CH
11 67,75 4,20 (m) i 1,00
6 101,75 6,76-6,82 (m) i 2,00
2 113,04 6,22 (m) Jrs = 9,44 1,00
8 113,19 6,76-6,82 (m) i 2,00
18 122,39 7,26-7,33 (m) i 3,00
16 123,30 7,16 (d) Jr6.47= 4,00 2,00
9 128,85 7,26-7,33 (m) i 3,00
17 136,82 7,60 (d) 1715 = 8,00 3,00
3 143,58 7,60 (d) Jsp = 8,00 3,00
19 149,10 8,53 (s) i 2,00
CH,
12 58,10 3,01 (d) Jio10 = 12,00 1,00
2,86 (m) i 1,00
14 60,62 3,92-4,03 (m) i 6,00
13 60,62 3,92-4,03 (m) i 6,00
10 70,95 3,92-4,03 (m) i 6,00

d=dupleto; dd=duplo dupleto; m=multipleto; s=simpleto; t=tripleto.
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4.1.2. Caracterizagao dos compostos de coordenagao

Os compostos de coordenagdao cobre, inéditos na literatura, foram
caracterizados por analise elementar (C, H e N), espectroscopias de
infravermelho e eletronica, espectrometria de massas com ionizagcdo por
electrospray ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS, voltametria ciclica, condutivimetria e

tiveram os seus pontos de fusdo determinados.

41.21. Caracterizacao dos isbmeros [Cu(L1)CI]CI.2H,O (C1) e
[Cu(L3)CI]CI. 3H,0 (C3)

Os complexos [Cu(L1)CI]CI.2H,O (C1) e [Cu(L3)CIICI. 3H,O (C3) foram
obtidos a partir da reagédo dos respectivos ligantes L1 e L3 com sal de cobre
CuCl,. Tanto o ligante L1 quanto o ligante L3 apresentam as fungdes piridina
e fenol, provenientes do precursor P1. A diferenca entre estes dois compostos
se encontra na substituicdo do anel do naftol, o ligante L1 apresenta um
substituinte na posicdo “a” e o L3 na posicdo “B”. A analise dos resultados
mostraram grande semelhanga entre os complexos C1 e C3, sendo assim, a
discussao da caracterizacdo destes complexos sera realizada em conjunto. Os
espetros de infravermehos dos complexos C1 e C3 sdo apresentados na
Figura 80.

Bandas de absorcao referentes aos ligantes L1 e L3 sao encontradas nos
espectros de infravermelho dos respectivos complexos C1 (Figura 80a) e C3
(Figura 80b). Entretanto, os espectros dos complexos apresentam variagées no
numero de onda em relagao aos seus ligantes o que demonstra modificacbes
na geometria dos compostos organicos apds a reagao de complexagdo com o
metal. As atribuicbes detalhadas das bandas observadas nos espectros de

infravermelho dos complexos C1 e C3 estado descritas na Tabela 31.
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Figura 80. Espectros de infravermelho dos complexos (a) [Cu(L1)CI]CI.2H,O (C1) e (b)
[Cu(L3)CIICI. 3H,0 (C3), obtidos em pastilha de KBr.

Tabela 31. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho dos complexos
[Cu(L1)CIICI.2H,0 (C1) e [Cu(L3)CIJCI. 3H,0 (C3), com suas respectivas atribui¢des.

C1 C3
g\/\?ﬁw g\/ﬁp
- L

NUmero de onda (cm™) NuUmero de onda (cm™) Atribuicio
3348 3000-3350 v OH
3047 3059 vV CH aromatico
2931 2931 vas CH>
2712 2873 vs CH,

1613, 1578, 1447, 1400 1628, 1597, 1508, 1458, v C=C; v C=N

1399
1269 1257 Vas C-O-C aiitatico
1242 1257 v C-0°
1107 1218, 1184 8 CH sromatico
798, 748 844, 760 4-CH®; B-anel’

a= deformagéo axial de C-O de fenol; b= deformagdo C-H fora do plano de aromaticos
polinucleares e heteroaromaticos; c= deformacdo de aromaticos polinucleares e do anel
heteroaromatico.

Observam-se nos espectros de infravermelho dos complexos C1 (Figura 80a)
e C3 (Figura 80b) sinais correspondentes a deformagao axial C=C e C=N,

deformagao axial de C-Haromatico € deformacéo angular no plano de C-Haromatico
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(6 CHaromatico) 0S quais demonstram a presenga do anel aromatico. Entre 844 e
748 cm™ verificam-se a presenca de bandas caracteristicas de anel 1,2-
dissubstituido do grupo piridinico e de aromaticos polinucleares para ambos os
complexos. Bandas de absorgdo semelhantes foram relatadas por Bull (2008)

para complexo de cobre optido a partir do precursor P1.

Os sinal de deformagédo axial de C-O-C e C-O indicam a presenga do éter
alifatico e do fenol respectivamente e as bandas de deformacdo axial
assimétrica e simétrica de CH; confirmam a presencga dos grupos metileno em
ambos os complexos. As regides alargadas entre 3000-3350 cm™', observadas
para os complexos C1 e C3, sao atribuidas a deformacao axial de O—H de
alcool em ligagdo de hidrogénio intermolecular ou a agua de hidratagéo
presentes nas estruturas dos complexos, sendo as mesmas confirmadas por
analise elementar (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Os resultados da analise elementar (C, H e N) e da medida de condutividade
para os complexos C1 e C3 sao apresentados na Tabela 32. A analise
elementar revela que o complexo [Cu(L1)CIICIL.2H,O (C1) apresenta em
sua constituicdo um atomo de cobre, uma molécula do ligante L1, um ion
cloreto coordenado, um ion cloreto como contra-ion e duas moléculas de agua
de hidratagao, resultando em um composto com peso molecular de 584,98
g.mol . O complexo [Cu(L3)CI|CI. 3H,O (C3) apresenta em sua estrutura o
ligante L3 e uma esfera de coordenagdo semelhante ao complexo C1. A
diferenca entre este dois compostos, além dos ligantes, é a presenca de duas
moléculas de agua de hidratagédo para o complexo C1 e trés moléculas de agua
de hidratacao para o complexo C3, o qual possui peso molecular de 603,00

g.mol ™.

As medidas de condutividade (Tabela 32) mostram que em solugao metandlica
os complexos C1 e C3 se comportam como eletrélitos 1:1 uma vez que
apresentaram valores entre 80 e 115 uS/cm. De acordo com a literatura, em
metanol, a condutividade varia entre 80 e 115 uS/cm para eletrélitos 1:1. A
faixa de varigao para eletrélitos 2:1 € de 160 a 220 uS/cm e valores entre 290
e 350 uS/cm correspondem a eletrélitos 3:1. Para os nao eletrdlitos a
condutividade encontrada deve estar abaixo de 80 uS/cm (GEARY, 1971). Os
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resultados de condutividade estdo de acordo com os dados de analise
elementar (C, H e N) os quais sugerem a presenga de um ion cloreto como

contra-ion nos complexos C1 e C3.

Tabela 32. Dados de analise elementar (C, H e N) e de condutivimetria, realizada na
concentragcao de 1,0x10° M em metanol, para os complexos [Cu(L1)CIICI.2H,O (C1) e
[Cu(L3)CIICI. 3H,0 (C3).

Analise elementar Condutivimetria

%C %H %N Condutividade  Espécie de

Exper. Calc. Exper. Calc. Exper. Calc. (nS/cm) eletrolito®
C1 5322 5338 552 517 4,77 4,79 110,7 1:1
C3 51,79 5196 5,35 5,66 4,70 4,65 108,4 1:1

Os espectros de ESI-(+)-MS para os complexos C1 (Figura 81a) e C3 (Figura
81b) apresentam sinal de m/z 415 o qual corresponde ao cation dos ligantes
L1 (Figura 81a) e L3 (Figura 81b) apds protonacdo do nitrogénio aminico,
resultando em [H4(L1)]" (Figura 81a) e [H4(L3)]" (Figura 81b). O sinal de m/z
512 corresponde ao cation mononuclear onde o centro metalico de cobre
encontra-se coordenado a uma molécula do ligante e um ion cloreto
resultando em [Cu(L1)(CI)]" (Figura 81a) e [Cu(L3)(CI)]" (Figura 81b). O sinal de
m/z 476 corresponde aos complexos C1 (Figura 81a) e C3 (Figura 81b) apds a
perda de uma molécula de HCI (Figura 81). O complexo C1 ainda apresenta o
sinal de m/z 290 (Figura 82a) atribuido ao cation com uma amina, uma piridina
e um grupo fenol coordenado a um centro metalico de cobre. Os espectros de
ESI(+)-MS/MS para os complexos C1 (Figura 82a) e C3 (Figura 82b)
mostram que os cations de m/z 476 e m/z 290 sao provenientes da espécie de
m/z 512. Todos os fragmentos presentes nos espectros de massa foram

atribuidos baseando-se nos seus perfis isotdpicos.
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A Figura 83 mostra os voltamogramas ciclicos dos complexos C1 (Figura 83a)
e C3 (Figura 83b). Os complexos C1 e C3 apresentam comportamentos
eletroquimicos semelhantes sendo observados um processo anddico em
0,151V para C1 e em 0,100 V para C3 e um processo catédico em -0,602
para C1 e -0,548 V para C3, os quais sdo considerados irreversiveis. A
presenca de dois processos irreversiveis indica que os compostos analisados
apresentam uma reagao quimica acoplada ao processo redox Cu(ll)/Cu(l).
Assim é possivel propor que ao sofrer redugéo, o centro metalico perca um dos
seus ligantes, provavelmente o ion cloreto. Isto justifica o porqué do processo
de oxidagado ocorrer em potencial positivo, tendo em vista que a acidez de
Lewis do metal aumenta significativamente com a saida do cloreto do ambiente
de coordenagao do metal. A semelhanca estrutural entre os compostos C1 e
C3 também podem ser observada por meio da semelhanga encontrada para os

valores de E, apresentados na Tabela 33.
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Figura 83. Voltamograma ciclico para os complexos C1 (a) e C3 (b). Eletrodo de trabalho:
Carbono Vitreo; eletrodo de referéncia: Ag/AgCl; eletrodo auxiliar: platina; eletrdlito suporte:
Perclorato de litio 0,1 mol.L”". Os dados para o ferroceno, padrdo interno, foram obtidos em
separado devido a sobreposi¢ao do sinal deste com os exibidos pelos complexos C1 e C3.

Tabela 33. Valores de E, referentes aos processos anodico (Ep,) e catodico (E,c) observados
para os complexos C1 e C3.

Compostos de coordenagao Epa (V vs ENH) Epc (V vs ENH)

C1 0,164 -0,588

C3 0,114 -0,538
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A Figura 84 mostra os espectros eletrénicos dos complexos C1 (Figura 84a) e
C3 (Figura 84b) e a Tabela 34 sumariza os dados de espectroscopia eletrénica
para os ligantes L1 e L3 e os seus respectivos complexos (C1 e C3). Observa-
se na Tabela 34 que os ligantes L1 e L3 apresentam entre 208 nm e 320 nm
transicbes 7 — #*, caracteristicas de compostos aromaticos e heteroaromaticos
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Bandas semelhante s&o observadas para
os respectivos complexos C1 e C3, entretanto, com pequenas variagbes nos

valores do ¢, o que confirma a reagdo de complexagao destes ligantes com o

sal de cobre.
(a) (b)
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Figura 84. Espectros eletronicos dos complexos C1 (a) e C3 (b), obtidos em metanol.

E caracteristico para os complexos de cobre a presenca de uma banda de
absorcao larga na regido de baixa energia referente a transicado d-d. Os
compostos de coordenacdo de cobre Cu?* sdo geralmente coloridos em
funcdo destas transicdes. Em virtude do efeito Jahn-Teller, podem ser
observadas sobreposicdo de bandas resultando em uma banda d-d assimétrica
(LEE, 1999). O espectro eletrénico para os complexo C1 (Figura 84a) e C3
(Figura 84b) mostram, respectivamente, uma banda em 721,96 nm (&=
72,07dm®.mol.ecm™) e 731,93 (e= 68,34 dm®mol’.cm™) as quais sdo
atribuidas a transicao d-d em funcao do baixo valor do €. Observa-se também
um ombro em 444,02 nm (18,21 dm>.mol".cm™) para o complexo C1 e em
440,32 nm (29,58 dm3.mol'1.cm'1) para o complexo C3, o que indica que estes

complexos, em solugdo metandlica, apresentam geometria bipiramidal trigonal.
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Segundo Rajendran et al. (1994), complexos com geometria piramidal de base
quadrada apresentam banda de absor¢cdo na regido de alta energia e um
ombro na regido de baixa energia, em contraste, complexos com geometria
bipiramidal trigonal apresentam uma banda de absorg¢do na regido de baixa
energia e um ombro na regido de alta energia. Entretanto, a regra acima nao
pode ser aplicada para compostos multinucleares, pois estes podem possuir

centros metalicos com geometrias distintas.

Tabela 34. Dados de espectroscopia eletronica dos ligantes L1 e L3 e dos complexos C1 e C3
€ suas respectivas atribuicoes.

Compostos
Cc1 C3

L1 L3
Atribuigio d A d <

Amax & Amax & Amax & Améx &

T 7 209,96  1,21x10° 208,04  6,09x10* 22593 1,02x10° 22594 9,68x10°
T 7 231,00 7,47x10° 230,01  3,73x10* - - - -
T 7 268,99  1,89x10* 268,00 9,37x10* 262,02 1,10x10* 262,22  1,40x10°
T 7 280,93  1,99x10° 287,93 1,11x10* 270,04 1,07x10* 270,04 1,34x10°
T 7 293,01 1,64x10* - - 281,97 6,46x10° 281,97 1,07x10°
T 7 306,01  1,11x10* 305,94 6,29 x10° - - - -

T ¢ 31993  6,80x10° 320,02 3,19 x10° - - - -

Transicao - - 444,02 18,21 - - 440,32 29,58
d—d

Transigao - - 721,96 72,07 - - 731,93 68,34
d—d

Amax = (nM); & = (dm°.mol™.cm™).
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4.1.2.2. Caracterizagao dos isbmeros [Cu(L2)CI]CI.0,5H,O0 (C2), e
[Cu(L4)CI]CI.2H,0 (C4)

Para a obtencdo dos complexos C2 ([Cu(L2)CIICIL0O,5H,O0) e C4
([Cu(L4)CI]CI.2H,0) os seus respectivos ligantes L2 e L4 foram reagidos com
sal de cobre CuCl,. Tanto o ligante L2 quanto o ligante L4 apresentam duas
piridinas em suas estruturas provenientes do precursor P2. A diferenga entre
esses dois compostos se encontra na substituicdo do anel do naftol, o ligante
L2 apresenta um substituinte na posicao “a” e o L4 na posi¢ao “B”. A analise
dos resultados mostraram grande semelhanga entre os complexos C2 e C4

que, por esta razao, serao discutidos em conjunto.

Os espectros de infravermelho dos complexos C2 (Figura 85a) e C4 (Figura
85b) mostram bandas referentes aos seus respectivos ligantes L2 e L4.
Variagdes no numero de onda das absorgdes nos espectros dos complexos
foram observadas e comparadas com as absor¢bées dos ligantes indicando
modificagdes na geometria destes compostos organicos apds a reacao de
complexacdo com o metal. As atribuicbes das bandas observadas nos

espectros dos complexos C2 e C4 estao descritas na Tabela 35.

A presenca dos anéis aromaticos sao confirmadas, para os complexos C2
(Figura 85a) e C4 (Figura 85b), pelos sinais referentes a deformacgao axial
C=C e C=N, deformagédo axial de C-Haomatico € deformagédo angular no plano
de C-Haromatico (8 CHaromatico). ENtre 760 cm™ e 834 cm™ verificam-se a presenca
de bandas caracteristicas de anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico e de
aromaticos polinucleares para ambos os complexos (C2 e C4). Bandas de
absorcao semelhantes foram relatadas por Bull (2008) para o complexo de

cobre obtido a partir do precursor P2.

Em 1269 cm™ e 1259 cm™ observam-se as bandas de deformagao axial de C-
O-C do éter alifatico dos complexos C2 e C4 respectivamente. Bandas de
deformacgao axial assimétrica e simétrica de CH, confirmam a presenca dos
grupos metileno para ambos os complexos. As regides alargadas entre 3400-
3600 cm™ observadas para os complexos C2 e C4 sdo atribuidas a

deformagéao axial de O—H de alcool em ligagao de hidrogénio intermolecular ou
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a moléculas de agua de hidratagédo presentes nas estruturas dos complexos, o
que é confirmado pela analise de CHN (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 85. Espectros de infravermelho dos complexos (a) [Cu(L2)CI]CI.0,5H,O (C2) e (b)
[Cu(L4)CIICI.2H,0 (C4), obtidos em pastilha de KBr.

Tabela 35. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho dos complexos
[Cu(L2)CIICI.0,5H,0 (C2) e [Cu(L4)CIICI.2H,0 (C4), com suas respectivas atribuicoes.

C4
NO @
ON\\c{/OH
/\cw

NUmero de onda (cm™) NUmero de onda (cm”™) Atribuico
3425-3483 2750-3605 v OH
3047, 3008 3103, 3057, 3021 v CH aromatico
2936 2951, 2932 Vas CHy
2881 2878 vs CH,
1609, 1578, 1443, 1396 1627, 1609, 1508, 1468, v C=C; v C=N
1442
1269 1259 Vas C-O-C iitatico
1099 1215, 1182 8 CH aromatico
798; 775 834, 760 y-CH?; B-anel®

a= deformacdo C-H fora do plano de aromaticos polinucleares e heteroaromaticos; b=
deformacéao de aromaticos polinucleares e do anel heteroaromatico.
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A Tabela 36 mostra os resultados de analise elementar (C, H e N) e da medida
de condutividade para os complexos C2 e C4. A analise elementar revela que o
complexo C2 apresenta em sua constituicdo um atomo de cobre, uma molécula
do ligante L2, um ion cloreto coordenado, um ion cloreto como contra-ion e
meia molécula de agua de hidratagdo, resultando em um composto com peso
molecular de 543,00 g.mol 1. O complexo C4 apresenta esfera de coordenacéo
semelhante ao complexo C2, contendo um atomo de cobre, uma molécula do
ligante L4, um ion cloreto coordenado, um ion cloreto como contra-ion e duas
moléculas de agua de hidratagao, resultando em um peso molecular de 570,00

g.mol ™.

Os resultados da analise de condutividade (Tabela 36) mostram que os
complexos C2 e C4, em solugado metandlica, comportam-se como eletrolitos 1:1
uma vez que apresentaram valores entre 80 e 115 uS/cm. Os resultados de
condutividade estdo de acordo com os dados de analise elementar (C, H e N)
que mostram que os complexos C2 e C4 apresentam um ion cloreto como

contra-ion.

Tabela 36. Dados de analise elementar (C, H e N) e de condutivimetria, realizada na
concentragao de 1,0x10° M em metanol, para os complexos C2 e C4.

Analise elementar Condutivimetria

%C %H %N Condutividade  Espécie de

Exper. Calc. Exper. Calc. Exper. Calc. (uS/ecm) eletrolito®
C2 5549 5530 4,64 4,83 7,85 7,74 82,9 1:1
C4 5251 5268 5,58 5,13 7,54 7,37 81,6 1:1

Os espectros de ESI-(+)-MS para os complexos C2 (Figura 86) e C4 (Figura
87) apresentam sinais de m/z 497 e m/z 275 comuns para ambos 0s
complexos. O catio de m/z 497 corresponde a espécie mononuclear na qual o
centro metalico de cobre encontra-se coordenado a uma molécula do ligante e
a um ion cloreto resultando em [Cu(L2)(CI)]" (Figura 86) e [Cu(L4)(C)]" (Figura
87). O sinal de m/z 275 (Figura 88) é atribuido ao cation com uma amina e
duas piridinas coordenadas ao centro metalico de cobre.
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Figura 86. ESI(+)-MS em solugéo de agua:metanol (1:1) para o complexo C2.
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O espectro de ESI(+)-MS/MS, para o complexo C4 (Figura 88), mostra que a
espécie de m/z 275 é proveniente da fragmentagcdo do m/z 497. Todos os
fragmentos presentes nos espectros de massa foram atribuidos baseando-se

nos seus perfis isotopicos.
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Figura 88. ESI(+)-MS/MS em solugédo de agua:metanol (1:1) do cation de m/z 497, relativo ao
complexo C2.

Os complexos C2 (Figura 89a) e C4 (Figura 89b), que sao isbmeros,
apresentaram o mesmo perfil eletroquimico. Os voltamogramas ciclicos
revelaram a presenga de um processo redox reversivel atribuido ao par redox
Cu(Il)/Cu(l), com E4;2 de -0,324 e de -0,348V vs ENH para os complexos C2 e
C4, respectivamente. A presenca de apenas um processo redox € condizente
com a obtengdo de complexos mononucleares de cobre. Os valores proximos
de AEp para os compostos C2 e C4, apresentados na Tabela 37, reforcam a

semelhanca estrutural entre eles.
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Figura 89. Voltamograma ciclico para os complexos (a) C2 e (b) C4. Eletrodo de trabalho:
Carbono Vitreo; eletrodo de referéncia: Ag/AgCI; eletrodo auxiliar: platina; eletrélito suporte:

Perclorato de litio 0,1 mol.L”". Os dados para o ferroceno, padréo interno, foram obtidos em
separado devido a sobreposi¢cao do sinal deste com os exibidos pelos complexos C2 e C4.

Tabela 37. Valores de AE, e E;y; referentes aos pares redox observados para os complexos
C2 e C4.

Compostos de coordenagao AE, V Es2 (V vs ENH)
Cc2 0,149 -0,324
C4 0,149 -0,348

A Figura 90 mostra os espectros eletrénicos dos complexos C2 (Figura 90a) e
C4 (Figura 9b) para a regiao de baixa energia. O dados de espectroscopia
eletrbnica para os ligantes L2 e L4 e para os complexos C2 e C4 estédo

sumarizados na Tabela 38.

Analisando os dados de espectroscopia eletronica apresentados nas Tabelas
34 e 38, observam-se bandas semelhantes na regido das transicbes 7— 7*
para os compostos organicos e de coordenacéao obtidos a partir do a-naftol (L1,
L2, C1, C2) assim como para os compostos obtidos a partir do B-naftol (L3, L4,
C3 e C4).

Os ligantes L2 e L4 apresentam entre 209 nm e 320 nm transi¢des eletrénicas
r— & (Tabela 38), caracteristicas de compostos aromaticos e
heteroaromaticos (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Bandas na mesma
regido sdo observadas para os respectivos complexos C2 e C4, entretanto,
com variagdes nos valores de ¢, o que confirma a reagao de complexagao dos

ligantes com o metal. Os espectros eletronicos dos complexo C2 (Figura 90a) e



174

C4 (Figura 90b) mostram respectivamente uma unica banda em 707,94 nm (&=

77,91dm3.mol™".cm™) e em 702,06 nm (e= 68,89 dm®.mol™.cm™), as quais sdo

atribuidas a transigéo d-d em fungéo do baixo valor do ¢.
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Figura 90. Espectros eletronicos dos complexos C2 (a) e C4 (b), obtidos em metanol.

Tabela 38. Dados de espectroscopia eletrénica dos ligantes L2 e L4 e dos complexos C2 e C4
e suas respectivas atribuigoes.

L2
QO

&

Compostos
C4

C2 L4
< o /<

Atribuicao

Améx & Améx & Améx & Améx &
T 210,06  7,39x10* 209,93 1543x10* 22593 9,06x10° 22594 9,74x10*
T 7 230,94  4,79x10° 230,01  1,01x10* - - - -
— 7 262,01  1,29x10* 262,02 9,49x10" 262,03 1,50x10®° 259,98 1,72x10*
r— 7 267,99  1,24x10* 267,99 599x10° 270,04 1,26x10° 270,04 1,23x10*
T— 7 292,95 9,64x10° 292,01 1,92x10° 281,97 6,12x10° 281,97 7,16x10°
T 7 305,95 6,35x10° 30594 1,69 x10* - - - -
T 320,03 3,70x10° 320,02 5,66 x10° - - - -

Transigao - - 707,94 77,91 - - 702,06 68,69

d—d

Amax = (NM); € =

(dm3.mol'1 .cm'1).
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4.1.2.3. Caracterizagdao dos isbmeros [Cu(L5)CI]CI.2,5H,0 (C5) e
[Cu(L7)CI] CI. 2,5H,0 (C7)

Os complexos C5 e C7 foram obtidos a partir da reagcdo dos respectivos
ligantes L5 e L7 com o sal de cobre CuCl,. Os ligante L5 e L7 apresentam
em suas estruturas uma piridina e um fenol provenientes do precursor P1.
Esses dois complexos diferem na posigdo do substituinte da 1,2-benzopirona
(cumarina). Para o ligante L6 a substituicdo ocorre na posicéo “4” e para o
ligante L8 na posigédo “7”. Em virtude da grande analogia entre os complexos
C5 e C7 a discussao da caracterizacdo dos mesmos sera realizada em
conjunto. Os espectros de infravermelho e as atribuicbes detalhadas das
principais bandas observadas para os complexos C5 e C7 estdo apresentados

respectivamente na Figura 91 e Tabela 39.

Observam-se nos espectros de infravermelho dos complexos C5 (Figura 91a) e
C7 (Figura 91b) sinais atribuidos ao anel piridinico1,2-dissubstituido e ao fenol,
previamente discutidos para os ligantes L1, L3, L5 e L7 e para os complexos
C1 e C3. Assim como observado para os complexos C1 e C3, bandas de
absorcao presentes nos espectros de infravermelho dos complexos C5 e C7
também foram relatadas por Bull (2008) para complexo de cobre obtido a partir
do precursor P1. As vibragdes mais caracteristicas presentes nos espectros de
infravermelho dos complexos C5 e C7 correspondem a deformacdes axiais de
C=0 jactona € C-O jactona dOS grupos cumarinicos, também presentes nos

espectros de infravermelho dos seus respectivos ligantes.
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Figura 91. Espectros de infravermelho dos
[Cu(L7)CI] CI. 2,5H,0 (C7), obtidos em filme.
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Tabela 39. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho dos complexos
[Cu(L5)CIICI.2,5H,0 (C5) e [Cu(L7)CI] CI. 2,5H,0 (C7), com suas respectivas atribuicoes.

D <
NGmero de onda (cm™) NUmero de onda (cm™) Atribuicdo
3300-3450 3400-3500- v OH
3066 3038 v CH aromatico
2922 2949 Vas CH>
1720 1703 v C=0 |actona
1624, 1566, 1458, 1410, 1620, 1462, 1400, v C=C; v C=N
1273 1294 Vas C-O-C iitatico
1240, 1186, 1185 1236, 1136, 1041 v C-0 jactona
1240 1236 v C-0?
824, 771, 756 837, 759 y-CH®; B-anel°

a= deformagdo axial de C-O de fenol; b= deformagdo C-H fora do plano de aromaticos
polinucleares e heteroaromaticos; c= deformagdo de aromaticos polinucleares e do anel

heteroaromatico.

A analise elementar (C, H e N) e a medida de condutividade para os complexos

C5 e C7 sao apresentadas na Tabela 40. A analise elementar (C, H e N)

mostra que tanto o complexo C5 quanto o C7 sao constituidos de uma

molécula do respectivo ligante, um ion cloreto coordenado, um ion cloreto
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como contra-ion e duas e meia moléculas de agua de hidratagdo, resultando

em complexos com peso molecular de 612,00 g.mol T,

As analises de condutividade (Tabela 40) indicam que os complexos C5 e C7
se comportam em solugdo metandlica como eletrélitos 1:1. Os resultados de
condutividade estdo de acordo com os dados de analise elementar (C, H e N)
0S quais sugerem a presenga de um ion cloreto como contra-ion nos

complexos C5 e C7.

Tabela 40. Dados de analise elementar (C, H e N) e de condutivimetria, realizada na
concentracio de 1,0x10”° M em metanol, para os complexos C5 e C7.

Analise elementar Condutivimetria

%C %H %N Condutividade  Espécie de

Exper. Calc. Exper. Calc. Exper. Calc. (uS/cm) eletrolito®
C5 49,04 49,07 517 4,78 4,49 4,58 83,1 1:1
C7 49,20 49,07 5,16 4,78 4,32 4,58 87,1 1:1

Os espectros de ESI-(+)-MS dos complexos C5 (Figura 92a) e C7 (Figura
92b) mostram que as espécies catidnicas de m/z 530, 494 e 290 sao comuns
para ambos os complexos. O sinal de m/z 530 corresponde ao cation
mononuclear onde o centro metalico de cobre encontra-se coordenado aos
seus respectivos ligantes e ao ion cloreto, o que estd de acordo com o
proposto pela analise elementar e condutivimetria, para ambos os complexos.
O sinal de m/z 494 corresponde aos complexos C5 e C7 apds a perda de uma
molécula de HCI, resultando em [Cu(L5)]" (Figura 92a) e [Cu(L7)]" (Figura 92b).
O sinal de m/z 290 corresponde a espécie mononuclear na qual o centro
metalico de cobre encontra-se coordenado a uma amina, uma piridina € um
fenol, conforme apresentado na Figura 92. O complexo C7 apresenta também
o sinal de m/z 989 referente a uma espécie binuclear como mostra a Figura
92b. Todos os fragmentos presentes nos espectros de massa foram atribuidos

baseando-se nos seus perfis isotopicos.
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A analise do espectro ESI(+)-MS/MS do complexo C5 (Figura 93) mostra que
os sinais de m/z 290, 387 e 494 sao provenientes da fragmentagao do ion de
m/z 530. Os resultados de espectroscopia de massas estdo de acordo com a
analise elementar (C,H e N) que sugere que os complexos C5 e C7 sao cations

mononucleares monovalentes.
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Figura 93. ESI(+)-MS/MS em solucdo de agua:metanol (1:1) do cation de m/z 530, relativo ao
complexo C5.

Os complexos C5 (Figura 94a) e C7 (Figura 94b) apresentam comportamento
eletroquimico semelhante aos observados para os complexos C1 e C3, como
consequéncia da analogia estrutural, uma vez que todos estes complexos
apresentam em sua estrutura o precursor P1. Os voltamogramas ciclicos
mostram um processos andodico em 0,141V para C5 eem 0,149 V para C7 e
um processo catédico em -0,453 V para C5 e em -0,449 V para C7, os quais

sao considerados irreverssiveis.

A presenca de dois processos irreversiveis indica que os compostos analisados
apresentam uma reagao quimica acoplada ao processo redox Cu(ll)/Cu(l),

semelhante ao discutido para os complexos C1 e C3. A analogia estrutural
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entre os complexos C5 e C7 também podem ser verificada por meio da
proximidade dos valores de valores de E, obtidos para ambos os complexos
(Tabela 41).
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Figura 94. Voltamograma ciclico para os complexos (a) C5 e (b) C7. Eletrodo de trabalho:
Carbono Vitreo; eletrodo de referéncia: Ag/AgCI; eletrodo auxiliar: platina; eletrélito suporte:
Perclorato de litio 0,1 mol.L”". Os dados para o ferroceno, padréo interno, foram obtidos em
separado devido a sobreposi¢ao do sinal deste com os exibidos pelos complexos C5 e C7.

Tabela 41. Valores de AE, referentes aos processos anddico e catddico observados para os
complexos C5 e C7.

Compostos de coordenagao Epa (V vs ENH) Epc (V vs ENH)
C5 0,036 -0,558
Cc7 0,045 -0,554

Os espectros eletrénicos dos complexos C5 (Figura 95a) e C7 (Figura 95b)
estado apresentados na Figura 95. A sumarizagao dos dados de espectroscopia
eletrénica para os ligantes L5 e L7 e para os seus respectivos complexos estao
apresentados na Tabela 42. Observa-se que os ligantes L5 e L7 apresentam
entre 214 nm e 323 nm transicdes 7 — 7#*, caracteristicas de compostos
aromaticos e heteroaromatcos (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Transigbes
eletrdbnicas semelhante s&o observadas para os respectivos complexos,
entretanto, com variagdes nos valores do & o0 que confirma a reacado de
complexacao destes ligantes com o metal. O espectro eletrénico do complexo
C5 (Figura 95a) mostra uma transigdo d — d em 727,95 nm (e= 69,01dm>.mol"
'em™) e um ombro em 448,00 nm (e= 37,84 dm®.mol".cm™) o que indica que

este complexo apresenta geometria bipiramidal trigonal em solugdo metandlica.
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Similarmente ao complexo C5, o complexo C7 (Figura 95b) apresenta um
ombro em 435,94 (¢= 115,12 dm®.mol”.cm™) e uma banda em 719,95 (= 84,26

dm3.mol'1.cm'1) sendo ambas atribuidas a transicbées d-d em fungdo do baixo

valor de ¢.
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Figura 95. Espectros eletronicos dos complexos C5 (a) e C7 (b), obtidos em metanol.

Tabela 42. Dados de espectroscopia eletronica dos ligantes L5 e L7 e dos complexos C5 e C7
e suas respectivas atribuigoes.

Compostos
L5 C5 L7 Cc7
% 8 A Hrdd ]
8 oY & e
. AR AR ol T o>
Atribuicao N o on I
Amax & Amex & Amax & Amax &

T 7 214,01  3,05x10* 214,01 856x10° 218,07 1,66x10* 23595 1,31x10*
T 7 - - - - 253,99  3,93x10° 251,00 9,49x10°
T 7 264,06 2,95x10° 264,06 501x10° 262,96 4,46x10° 264,06 1,01x10*
T 7 276,01  1,12x10* 276,00 3,40x10* 268,93 522x10° 270,97 1,08x10*
T 7 302,03  6,03x10° 302,03 1,61x10* 283,07 6,24x10° 292,95 1,49x10*

T 7 315,95 3,68x10° 315,05 1,38 x10* 32299 1.27x10* 318,93 1,76x10*

Transi¢ao - - 448,00 37,84 - - 435,94 115,12
d—d

Transigdo - - 727,95 69,01 - - 719,95 84,26
d—d

Amax = (NM); &= (dm>.mol”.cm™).
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4.1.2.4. Caracterizagio dos isdémeros [Cu(L6)CI]CL.4H,O (C6) e [Cu(L8)CI]
CI. 4H,0 (C8)

Para a obtencdo dos complexos C6 e C8 os seus respectivos ligantes L6 e L8
foram reagidos com o sal de cobre CuCl,. Os ligantes L6 e L8 apresentam
duas piridinas em sua estrutura, proveniente do precursor P2. Este dois
complexos diferem na posigao do substituinte da 1,2-benzopirona (cumarina),
para o ligante L6 a substituicdo ocorre na posicéo “4” e para o ligante L8 na
posicdo “7”. Em virtude da grande analogia entre os complexos C6 e C8 a
discussao da caracterizacdo dos mesmos sera realizada em conjunto. A Figura
96 mostra os espectros de infravermelho e a Tabela 43 mostra as atribui¢cdes

das principais bandas de absorgcido observadas para os complexos C6 e C8.

Os espectros de infravermelho dos complexos C6 (Figura 96a) e C8 (Figura
96b) mostram bandas referentes aos ligantes L6 e L8, previamente discutidos,
que confirmam a presenga do anel piridinico1,2-dissubstituido. Bandas de
absorcdo presentes nos espectros de infravermelho dos complexos C6 e C8
também foram relatadas previamente por Bull (2008) para um complexo de

cobre obtido a partir do precursor P2.
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Figura 96. Espectros de infravermelho dos complexos (a) [Cu(L6)CI]Cl.4H,O (C6) e (b)
[[Cu(L8)CI] Cl.4H,0 (C8), obtidos em pastilha de KBr.



183

A presenca do grupo cumarinico nos complexos C6 e C8 s&do confirmadas
pelas bandas de deformacdes axiais de C=0 |sctona © C-O jactona de 1,2-
benzopirona, também presentes nos espectros de infravermelho dos seus

respectivos ligantes (L6 e L8).

Tabela 43. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho dos
complexos[Cu(L6)CI]CI.4H,O (C6) e [Cu(L8)CI] CIl. 4H,O (C8), com suas respectivas
atribuigoes.

Cé6 C8
/N/\cfo/ * /
oL %
/e =
O O N Cl
NUmero de onda (cm™) NUmero de onda (cm™) Atribuicdo
3300-3500 3300-3500 v OH
3065 3067 v CH aromatico
2945 2955 Vas CH»
1709 1699 v C=0 |actona
1624, 1564, 1446, 1408, 1613, 1508, 1444, 1402, v C=C; v C=N
1352
1273 1282 vas C-O-C
1240, 1184, 1109 1232, 1097 v C-0 |actona
819, 769 841, 777 y-CH?; B-anel

a= deformacdo C-H fora do plano de aromaticos polinucleares e heteroaromaticos; b=
deformacgéao de aromaticos polinucleares e do anel heteroaromatico.

A Tabela 44 mostras os resultados de analise elementar (C, H e N) e das
medidas de condutivimetria para os complexos C6 e C8. De acordo com a
analise elementar (C, H e N) tanto o complexo C6 ganto o complexo C8 séo
constituidos por um centro de cobre, uma molécula do respectivo ligante, um
ion cloreto coordenado, um ion cloreto como contra-ion e quatro moléculas de
agua de hidratagao, resultando em complexos com peso molecular de 624,00

g.mol T,
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A analise de condutivimetria (Tabela 44) mostra que os complexos C6 e C8 se
comportam como eletrdlitos 1:1 em solugdo metandlica. Os resultados de
condutivietria e de analise elementar (C, H e N) indicam que os complexos C6

e C7 possuem um ion cloreto como contra-ion.

Tabela 44. Dados de anadlise elementar (C, H e N) e de condutivimetria realizada na
concentragao de 1,0x10° M em metanol, para os complexos C6 e C8.

Analise elementar Condutivimetria

%C %H %N Condutividade  Espécie de

Exper. Calc. Exper. Calc. Exper. Calc. (uS/ecm) eletrolito®
C6 46,26 46,20 4,65 5,01 6,63 6,73 89,2 1:1
C8 46,45 46,20 5,30 5,01 6,58 6,73 88,5 1:1

Observa-se nos espectros de ESI-(+)-MS dos complexos C6 (Figura 97a) e
C8 (Figura 97b) que a espécie de m/z 515 € comum para ambos 0os complexos
e corresponde a espécie mononuclear na qual o centro metalico de cobre
encontra-se coordenado a uma molécula do ligante e a um ion cloreto
resultando em [Cu(L6)CI]* (Figura 97a) e [Cu(L8)CI]" (Figura 97b),
respectivamente. Nos espectros de ESI-(+)-MS dos complexos C6 e C8 é
observado respectivamente o sinal de de m/z 297 (Figura 97a) e de m/z 275
(Figura 97b) cujas atribucdes estdo apresentadas na Figura 97. O complexo
C8 apresenta o cation de m/z 480 (Figura 97b) no qual o centro metalico de
cobre encontra-se coordenado a uma molécula do ligante com o alcool
desprotonado. A analise do espectro ESI(+)-MS/MS do complexo C6 (Figura
98) mostra que o sinal de m/z 275 é proveniente da fragmentagédo do ion de
m/z 515. Todos os fragmentos presentes nos espectros de massa foram

atribuidos baseando-se nos seus perfis isotdpicos.
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Figura 98. ESI(+)-MS/MS em solugao de agua:metanol (1:1) do cation m/z 515 do complexo

C6.

Os complexos C6 (Figura 99a) e C8 (Figura 99b) apresentam um perfil

eletroquimico semelhante onde sdo observados nos voltamogramas ciclicos

um processo redox reversivel atribuido ao par redox Cu(ll)/Cu(l), com Eq; -

0,368 e -0,396V vs ENH para os complexos C6 e C8, respectivamente.

Observa-se ainda um processo de oxidacdo em 0,075 v e 0,073 v

respectivamente para os complexos C6 e C8, que pode ser atibuido a uma

espécie sem o cloreto coordenado (reagao acoplada envolvendo o ion cloreto).

Tal fato se justifica devido a maior acidez de Lewis do centro metalico sem a

presenca do ligante cloreto.
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Tabela 45. Valores de AE, e Eq;, referentes aos processos redox mais intensos para os
complexos C6 e C8.

Compostos de coordenagio AE, V Eiz2V
Cc6 0,150 -0,368
Cc8 0,132 -0,396

Os espectros eletrénicos dos complexos C6 (Figura 100a) e C8 (Figura 100b)
sdo apresentados na Figura 100. A sumarizagéo dos dados de espectroscopia
eletrbnica para os ligantes L6 e L8 e para os seus respectivos complexos sdo

apresentados Tabela 46.

Observam-se que os ligantes L6 e L8 (Tabela 46) apresentam entre 211 nm e
322 nm transi¢des eletronicas 7— 7*, caracteristicas de compostos aromaticos
e heteroaromaticos (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Bandas semelhantes
sao observadas para os respectivos complexos C6 e C8 com variagdes nos
valores do &, o que confirma a reagado de complexagao dos ligantes com sal de

cobre.

Os espectros eletrénicos para os complexos C6 (Figura 100a) e C8 (Figura
100b) mostram respectivamente apenas uma transigdo em 715,96 nm (&=
79,71dm®.mol™".cm™) e em 709,95 nm (e= 72,56 dm®.mol™.cm™) as quais sdo

atribuidas a transicao d-d em funcao do baixo valor do ¢.
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Figura 100. Espectros eletrdonicos dos complexos C6 (a) e C8 (b), obtidos em metanol.

Tabela 46. Dados de espectroscopia eletronica dos ligantes L6 e L8 e dos complexos C6 e C8
e suas respectivas atribuigoes.

Compostos
Atribuicao L6 Ccé6 L8 c8
L o N OH /
Acf S { O Ny py mo /N/\fg\@
@N\H o / \ 4 OH ON\CU/
O Q /<
oY
ﬂfma'x & ﬂvméx & ﬂvméx & ﬂvméx &
T 7 211,97  1,81x10° 214,01  8,56x10° 217,97 1,40x10° 217,93 1,17x10°
T - - - - 254,00 6,66x10° 254,00 1,00x10*
r— 7 262,02 3,87x10* 262,02 501x10° 262,02 7,33x10° 262,02 1,69x10*
T 7 276,01  6,27x10° 276,01 3,40x10* 268,00 7,04x10° 267,99 1,97x10*
s 7 302,03  3,83x10° 302,03 1,61x10" 29201 7,30x10° 294,04 1,24x10"
s 7 315,95 2,328x10° 31595 1,38x10"° 322,05 1,24x10*° 320,06 1,17x10*
Transigao - - 715,96 79,71 - - 709,95 72,56
d—d

Amax = (nM); &= (dm>.mol™".cm™).
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4.2. RESULTADOS BIOLOGICOS

Os ensaios ‘in vitro” , empregando-se células neoplasicas desempenham cada
vez mais importancia na descoberta de novos compostos com atividade
anticancerigena. De maneira geral, uma patologia é caracterizada por uma ou
varias alteragbes no metabolismo e em vias de sinalizagdo essenciais a
homeostasia celular. Ensaios com células podem oferecer uma representagao
destas alteragbes e fornecer relevantes modelos funcionais para avaliar a agéao
de uma determinada droga em potencial (ALBRECHT et al., 2004). Neste
trabalho, os teste biolégicos foram realizados utilizando-se células humanas de

linfoma histiocitico (U937) e de leucemia monocitica aguda (THP-1).

4.2.1. Avaliagao da viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular mais comumente empregado é o MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tretazolico), o qual tem se mostrado
promissor para a predi¢cao “in vitro” de atividade biolégica de novos compostos
frente a linhagens de células cancerigenas humanas. Neste ensaio, o sal
tetrazolico (MTT) é reduzido pela succinato desidrogenase, presente na
mitocdndria, formando um precipitado de cor purpura, chamado formazam,
quantificado por espectrofotometria. O resultado deste ensaio é dependente da
populacdo de células metabolicamente ativas capazes de reduzir o MTT, o que
reflete o estado geral da mitocéndria (ALBRECHT et al., 2004).

O teste de viabilidade celular por metabolizagdo do MTT foi realizado para
avaliagdo do efeito citotéxico dos compostos sintetizados. Os resultados
mostram que todos os compostos foram capazes de reduzir significativamente
a viabilidade celular das linhagens U937 (Figura 101) e THP-1 (Figura 102)
apo6s 36 horas de incubacgao, exceto o ligante L6. O sal de cobre utilizado para
a reagcao de complexacdo com os ligantes como também o DMSO
(dimetilsulfoxido), veiculo utilizado para a dissolugdo dos compostos, nao
afetaram a viabilidade celular das linhagens testadas. Para efeito de uma

melhor comparagéo da atividade entre os compostos foi calculado o indice de
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citotoxicidade 50% (ICsp), ou seja, concentragdo que lesa ou provoca morte de
50% da populacdo celular. A ICso foi determinada a partir da curva dose
resposta (Figuras 101 e 102) utilizando o programa GraphPad Prism versao
4.0.

Os valores de ICsp dos compostos sintetizados e da cisplatina (composto
referéncia) para as linhagens U937 e THP-1 sdo mostrados na Tabela 47. A
cisplatina foi utilizada como composto referéncia a titulo de comparacéo. Os
resultados mostram que a linhagem U937 foi mais sensivel aos compostos
organicos do que a linhagem THP-1, o que pode ser observado pelos valores
de ICsp apresentados na Tabela 47. Em contra partida, a linhagem THP-1 foi
mais susceptivel aos compostos de coordenacao de cobre do que a linhagem
U937.

A redugdo da viabilidade celular provocada pelos ligantes L3, L7 e L8 foram
pouco expressivas, tanto para a linhagem U937 quanto para a THP-1, o que
nao permitiu o calculo da ICsy, como pode ser observado na Tabela 47. Os
resultados mostram que os ligantes sintetizados a partir do a-naftol (L1 e L2)
foram mais ativos do que os sintetizados a partir do B-nafol (L3 e L4), para
todas as linhagens testadas. O composto mais ativo foi o complexo C1 (possui
uma piridina e um fenol em sua estrutura), o qual apresentou ICs
estatisticamente igual a da cisplatina (Tabela 47) para a linhagem U937 e
inferior a mesma para a linhagem THP-1. Observa-se que, tanto para o ligante
L1, obtido a partir do a-naftol, quanto para o ligante L3, obtido a partir do -
naftol, que possuem uma piridina e um fenol em suas estruturas, a reacao de
complexagao com cobre foi eficiente na potencializacao da atividade bioldgica.
O complexo C1 foi 1,91 e 3,31 vezes mais ativo do que o ligante L1 para as
linhagens U937 e THP-1 respectivamente e o complexo C3 apresentou ICsg
significativamente menor do que o ligante L3 para ambas as linhagens
avaliadas. O complexo C3 apresentou menor atividade em relagcdo ao
complexo C1, porém foi tdo ativo quanto a cisplatina para a linhagem THP-1.
Estes resultados sugerem que, para os ligantes sintetizados a partir do a-naftol
(L1) e B-naftol (L3), os quais possuem em sua estrutura uma piridina e um fenol
(L1 e L3), quanto maior a atividade dos ligantes maior sera também a atividade
dos seus respectivos complexos de cobre.
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Figura 101. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem U937, pelo ensaio do MTT (n=3),
apos 36 horas de incubagdo com os compostos organicos (L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7 e L8) e de
coordenacgéo (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8). O sal de cobre (CuCl,) e o DMSO (<0,2%)
nao afetaram significativamente a viabilidade celular. O simbolo (*) representa os valores
estatisticamente significantes em relagdo as células controle pelo teste de Tukey (*P<0,05,

*P<0,01, **P<0,001).
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Figura 102. Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem THP-1, pelo ensaio do MTT (n=3),
apos 36 horas de incubagdo com os compostos organicos (L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7 e L8) e de
coordenacao (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8). O sal de cobre (CuCl,) e o DMSO (<0,2%)
nao afetaram significativamente a viabilidade celular. O simbolo (*) representa os valores
estatisticamente significantes em relagdo as células controle pelo teste de Tukey (*P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001).
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Para os ligantes sintetizados a partir do a-naftol (L2) e B-naftol (L4), os quais
possuem duas piridinas em suas estruturas, a complexacao nao foi tdo efetiva,
uma vez que a ICsp dos complexos C2 e C4 foi maior do que a dos seus
respectivos ligantes L2 e L4 (Tabela 47) para a linhagem U937. A 1Cso dos
complexos C2 e C4 foi menor do que a apresentada pelos seus respectivos
ligantes (L2 e L4) apenas para a linhagem THP-1. Estes resultados mostram a
importancia dos ligantes para a atividade antineoplasica observada. O ligante
L1 foi o composto organico que apresentou maior atividade biolégica sendo
que o seu respectivo complexo (C1) foi o composto que apresentou maior
atividade dentre todos os compostos estudados. E importante considerar que
os ligantes L1, L2 e L4 apresentaram IC5, semelhante a uma grande parte dos
compostos de coordenacado obtidos, 0 que mostra que o naftol € um grupo
importante para a atividade biolégica dos ligantes e complexos sintetizados.
Esta observagao € confirmada pelos maiores valores de IC5y observados para
os ligantes L5, L6, L7 e L8, onde o a e B-naftol foram substituido por grupos

cumarinicos.

Considerando o grupo dos compostos cumarincos, o ligante L5 (possui os
grupos fenol, piridina e 4-hidroxicumarina) foi o unico composto organico que
apresentou ICsg inferior a 160uM. O ligante L6, que também foi obtido a partir
da 4 hidroxicumarina e possui duas piridinas em sua estrutura, nao apresentou
atividade biolégica consideravel frente as linhagens testadas. Entretanto, foi
verificado  potencializagdo da atividade biolégica para os compostos de
coordenacao de cobre C5 e C6, uma vez que estes foram significativamente

mais ativos do que os seus respectivos ligantes L5 e L6.
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Tabela 47. Valores de ICsydos compostos sintetizados frente as linhagens U937 e THP-1.
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Os ligantes sintetizados a partir da 7-hidroxicumarina, tanto aquele com uma
piridina e um fenol em sua estrutura (L7) quanto o que possui duas piridinas
(L8), apresentaram baixas atividades. Entretanto, os complexos C7 e C8 se
mostraram significativamente mais ativos, o que demonstra a importancia do
centro metalico de cobre para a atividade biolégica. Observou-se que os
complexos obtidos a partir da 4-hidroxicumarina (C5 e C6) foram mais ativos do

que os complexos obtidos a partir da 7-hidroxicumarina (C7 e C8).

Os resultados mostram que, de forma geral, os compostos obtidos a partir do a
e B-naftol foram mais ativos do que os compostos obtidos a partir da 4-
hidroxicumarina e 7-hidroxicumarina, o que pode ser verificado pelos baixos
valores de ICsy dos primeiros. O ligante L3 apresentou pouca atividade
provavelmente em virtude da sua baixa solubilidade, caracteristica importante
para um farmaco em potencial. Dentre todos os compostos testados, o ligante
L3 foi o que apresentou maior dificuldade de dissolug¢ao principalmente por ter
sido realizada com o meio de cultura DMEM-F12, o qual é predominantemente
aquoso. Provavelmente a reacdo de complexagao com cobre elevou o carater
hidrofilico do complexo o qual passou a ser soluvel e apresentar ICs
consideravelmente baixa. A potencializagdo da atividade biologica foi bastante
significativa para os complexos C1, C3, C5, C6, C7 e C8 o que evidencia a

importancia do centro metalico de cobre para a atividade antitumoral.

Os precursores HBPA (P1) e o BMPA (P2), utilizados neste trabalho para a
obtenc¢do dos novos compostos orgéanicos, foram avaliados primariamente por
Bull (2008), que verificou em seu trabalho que o HBPA foi ativo frente as
linhagem U937 e THP-1, na concentracédo de 400uM, e o BMPA foi ativo

apenas para a linhagem U937, na mesma concentragao.

O planejamento dos ligantes a partir do propranolol e da varfarina foram bem
sucedidos uma vez que os compostos organicos obtidos neste trabalho, exceto
o ligante L6, comprometeram a viabilidade celular de ambas as linhagens
testadas (U937 e THP-1) em concentragdes iguais ou inferiores a 160uM
(Figuras 101 e 102). A sintese dos ligantes tanto forneceram compostos
organicos com atividade bioldgica significativa quanto também possibilitaram a
obtencdo de compostos de coordenagao mais ativos que os seus respectivos

ligantes. Os resultados mostram que o planejamento dos ligantes é de
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fudamental importancia para a obtencdo de complexos metalicos

biologicamente ativos.

A literatura mostra que o propranolol, naftol, varfarina, cumarina e analogos
apresentam atividade frente a uma grande variedade de células neoplasicas
(COHEN et al., 1983; WILSOM et al., 1985; SMITH et al., 1988; MARSHALL et
al., 1991; VELASCO-VELAZQUEZ, 2003; FINN et al., 2003; LEWIS, et al.,
2004; DONNELLYM et al., 2008; AI-WADEI et al., 2009; SALINAS-JAZMIN et
al., 2010).

Osowole et al. (2011) verificaram que o ligante HL, mostrado na Figura 103,
apresentou ICsp de 79,33 uM para células de melanoma. Ja o seu complexo
CuL;, obtido a partir deste ligante, apresentou ICsy de 11,20 uM. Osowole et al.,
(2011) verificaram que reagédo de complexagdo com cobre foi responsavel pela
maior atividade do complexo CuL,; em relagdo ao seu ligante HL. Resultados
semelhantes também foram encontrados neste trabalho para os complexos de
cobre obtidos com os ligante sintetizados a partir do naftol e da

hidroxicumarina.

¥

—N

OH
Figura 103. Estrutura do ligante HL (3-(-1-(4,6-dimetil-2-pirimidinilimino)metil-2-naftol) utilizado

para obtencdo de composto de coordenagdo de cobre ativo frente a células de melanoma
(OSOWOLE et al., 2011).

Neste trabalho foram investigados compostos de coordenacao de cobre pelo
fato de ser um metal naturalmente encontrado no organismo, o que possibilita
explorar as suas propriedades biologicas, buscando a reducdo da sua
toxicidade. Segundo Storr et al. (2006), ligantes adaptados para reagirem com
metais podem desempenhar um papel importante na reducao da toxicidade dos

metais e potencializacdo das suas propriedades terapéuticas. Observa-se na
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literatura uma grande variedade de compostos de coordenagao de cobre com
atividades anticancerigenas (ADSULE et al., 2006; THOMADAKI et al., 2008).

Com a finalidade de verificar a seletividade dos compostos para as células
tumorais, foi avaliado a viabilidade das células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) nas mesmas condi¢gées e concentragdes utilizadas para as
células neoplasicas. Este teste foi realizado com os compostos organicos e de
coordenagcdo que apresentaram ICsy inferior a 160uM, para ambas as
linhagens neoplasicas. Os resultados de viabilidade do PBMC estéo
apresentados na Figura 104. Os resultados mostram que os compostos L4, L5,
C1, C2, C4, C5, C6, C7 e C8 reduziram a viabilidade do PBMC. Para melhor
relacionar os resultados de viabilidade de células cancerigenas e normais foi
calculado a ICs9 para as células mononucleares do sangue periférico (Tabela
48).

Observa-se na Figura 104 que os compostos L1, L2 e C3 ndo comprometeram
a viabilidade das células humanas normais (PBMC). Apesar dos compostos C1
e L4 terem reduzido a viabilidade das células normais na concentracdo de
160uM, esta foi pouco expressivas o que nao permitiu calcular da 1Cs. Os
compostos L1, L2, L4, C1 e C3 apresentaram ICsy superior a 160uM para as
células humanas normais (PBMC) o que demonstra a seletividade destes
compostos para as células cancerigenas em estudo (U937 e THP-1).
Considerando que o complexo C1 apresentou valores de ICs inferiores a 15uM
para as linhagens U937 e THP-1, este composto demonstrou elevada

seletividade para as células cancerigenas avaliadas.

Apesar dos compostos C2 e C4 terem apresentado citotoxicidade para as
células normais (PBMC) o valor da ICsy para estas células foi superior aos
valores de ICs, observados para as linhagens U937 e THP-1, mostrando
também uma certa seletividade destes compostos para as células neoplasicas

estudadas.

Em um tratamento com quimioterapico espera-se que a concentragao
terapéutica seja mais efetiva para as células cancerigenas do que para as
células normais. Os compostos contendo grupos cumarinicos (L5, C5, C6, C7

e C8) foram tdo ou mais citotdxicos para as células normais do que para as



198

células cancerigenas. Estes resultados mostram que os compostos que
possuem naftol em sua estrutura (L1, L2, L4, C1, C2, C3 e C4), além de
apresentarem elevada atividade boldgica, foram mais seletivos para as

linhagens neoplasicas U937 e THP1.
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Figura 104. Avaliacido da viabilidade celular das células humanas normais do sangue periférico
(PBMC), pelo ensaio do MTT (n=3), apds 36 horas de incubagdo com os compostos organicos
(L1, L2, L4 e L5) e de coordenagédo (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8). O sal de cobre (CuCl,)
e o DMSO (<0,2%) nao afetaram significativamente a viabilidade celular. O simbolo (*)
representa os valores estatisticamente significantes em relagdo as células controle pelo teste
de Tukey (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
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Tabela 48. Valores de ICsy obtidos para os compostos em estudo frente as células normais do

sangue periférico (PBMC).
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O ensaio de viabilidade celular (MTT), realizado com as células neoplasicas e
normais, permitiu uma triagem inicial para a identificagcdo dos compostos mais
promissores e seletivos para as células cancerigenas, entretanto nao fornece
informacgdes sobre mecanismo de morte celular induzido pelos compostos
avaliados. Para compreensdo do mecanismo de morte celular induzido pelos
compostos foram realizados estudos empregando-se as técnicas de
microscopia de fluorescéncia e de avaliagdo do ciclo celular e do potencial

mitocondrial de membrana por citometria de fluxo.

4.2.2. Avaliagao do mecanismo de morte celular

4.2.2.1. Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia utiliza fluorocromos que se intercalam ao DNA
(laranja de acridina e brometo de etidio). E um método simples e preciso para
se avaliar o indice de indugdo de apoptose de um determinado composto
(REMOIZE et al., 1998; NAFISI et al., 2007). O corante laranja de acridina € um
marcador que permeia as células cuja integridade da membrana celular esta
preservada. Neste método as células vivas apresentam nucleo verde e integro,
ja as células em apoptose primaria apresentam o nucleo verde condensado ou
fragmentado. Como o brometo de etidio € permeavel apenas nas células que
perderam a integridade da membrana celular, células em necrose secundaria
apresentam nucleo condensado ou fragmentado, corado de laranja e células
em necrose apresentam o nucleo alaranjado, integro e volumoso (REMOIZE et
al., 1998).

Esta avaliagao foi realizada com a finalidade de se determinar o mecanismo de
morte celular induzido pelos compostos organicos e de coordenagéo de cobre,
que se mostraram mais seletivos para as células neoplasicas do que para
células normais. As caracteristicas morfolégicas das linhagens U937 e THP-1
foram observadas por microscopia de fluorescéncia nos tempos de 12, 24 e 36
horas. Os resultados de indugao de morte celular por apoptose para a linhagem

U937 sao apresentados na Figura 105 e para a linhagem THP sao
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apresentados nas Figura 106. Avaliando-se as diferentes concentragbes nos
tempos estudados, observou-se que, de forma geral, a indugédo de apoptose é
um processo tempo e dose dependentes, e que todos os compostos avaliados
induziram aproximadamente 100% de apoptose na maior concentragao testada
apo6s 36 horas de incubagédo, em ambas as linhagens estudadas (Figuras 105 e
106).

De forma semelhante ao observado para o ensaio de MTT, o teste de apoptose
também mostrou potencializagdo da atividade biolégica para o complexo C1,
uma vez que este composto provocou 100% de morte celular para ambas as
linhagens testadas apds 36 horas de incubagdo na concentracdo de 40uM,
sendo que o mesmo foi observado para o ligante L1 na concentragao de 80uM
(Figuras 105 e 106). O ligante L3 também foi avaliado quanto ao mecanismo de
morte por apoptose e foi verificado que todas as linhagens estudadas se
apresentaram morfologicamente normais quando incubadas por 36 horas com
este composto, na concentragdo maxima testada (160uM). Estes resultados
mostram que a reagao de complexagao com cobre também foi muito eficiente
para o complexo C3. De maneira geral, os compostos organicos obtidos a partir
do naftol e que apresentam em sua estrutura uma piridina e um fenol, apés

complexagado com CuCl,, originaram compostos de coordenagao muito ativos.

A analise da porcentagem de indugao de apoptose ao longo dos tempos de
incubacao de 12, 24 e 36 horas mostra que o ligante L2 (Figura 105) induziu
mais rapidamente apoptose na linhagem U937 do que o complexo C2. De
forma semelhante, o ligante L2 foi mais citotoxico do que o complexo C2 pelo
teste de viabilidade (MTT). Para a linhagem THP-1 (Figura 106), a apoptose
induzida pelo complexo C2 na concentragdo de 80uM foi superior a promovida
pelo ligante L2, o que esta de acordo com o teste de viabilidade (MTT) no qual

o complexo C2 foi mais citotoxico do que o ligante L2.

Considerando a indugdo de apoptose provocada pelo ligante L4 durante os
tempos avaliados (12, 24 e 36 horas), observou-se que este ligante provocou
uma porcentagem maior de morte celular do que o complexo C4 na
concentragao de 80 uM para a linhagem U937 (Figura 105). De forma contraria,

o complexo C4 induziu uma porcentagem maior de apoptose do que o ligante
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L4 na concentragédo de 80 uM, para a linhagem THP-1 (Figura 106). Resultados
analogos foram encontrado para o teste de viabilidade celular (MTT) para

ambas as linhagens testadas.

O cloreto de cobre e 0o DMSO nao induziram apoptose nas linhagens avaliadas.
Estes resultados estdo de acordo com o teste de viabilidade (MTT) onde foi
verificado que tanto o sal de cobre quanto o DMSO nao apresentaram
citotoxicidade para as linhagens leucémicas estudadas. A porcentagem de
necrose provocada pelos compostos estudados, para ambas as linhagens
(U937 e THP-1), foi igual ou inferior a 2%. Resultado semelhante de morte por
necrose foram encontradas nas células das linhagens U937 e THP-1 sem

tratamento (branco).

A morte celular programada (apoptose) € considerada o principal mecanismo
pelo qual a maioria dos farmacos antineoplasicos utilizados na terapéutica
desempenham o seu efeito citotéxico (HICKMAN, 1992). Desta forma, a
inducdo de apoptose em células cancerigenas podem representar uma
abordagem eficaz para o desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos
(HICKMAN, 1992; KERR et al., 1994; VASHISHTHA et al., 1998).

Os resultados deste trabalho mostram que todos os compostos orgéanicos e de
coordenacao obtidos a partir do naftol sdo promissores uma vez que induziram
morte por apoptose nas linhagens U937 e THP-1, o que também foi observado
para o composto referéncia, a cisplatina. Resultados semelhantes foram
relatados por Zang et al. (2009) e Liao et al. (2010) os quais verificaram que o
propranolol induziu apoptose em células de carcinoma gastrico e cancer
pancreatico, respectivamente. Uma grande variedade de compostos de
coordenacgao também tem se mostrado indutor de apoptose em células de
cancer de colo de utero, laringe, colorretal, ovario, mama e pulmao
(GOSWAMI et al., 2011; RAMAKRISSHMAN et al., 2011; BOULSOURANI et
al., 2011).
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Figura 105. Porcentagem de apoptose induzida pelos compostos orgénicos (L1, L2 e L4,) e de
coordenacgdo (C1, C2, C3, C4 e Cisplatina) em células leucémicas da linhagem U937 (n=2). O
sal de cobre (CuCl,) e o DMSO (<0,2%) n&o induziram morte celular nas células neoplésicas.
Em todos os teste a porcentagem de necrose foi inferior a 3%. O simbolo (*) representa os
valores estatisticamente significantes em relagdo as células controle pelo teste de Tukey

(*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
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Figura 106. Porcentagem de apoptose induzida pelos compostos orgénicos (L1, L2 e L4,) e de
coordenacao (C1, C2, C3 e C4) em células leucémicas da linhagem THP-1 (n=2). O sal de
cobre (CuCl,) e o DMSO (<0,2%) nao induziram morte celular nas células neoplasicas. Em
todos os teste a porcentagem de necrose foi inferior a 3%. O simbolo (*) representa os valores
estatisticamente significantes em relagdo as células controle pelo teste de Tukey (*P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001).
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Como ja mencionado, a apoptose € um dos mais complexos processos
celulares cujas caracteristicas morfolégicas mais evidentes compreendem a
condensagao da cromatina, a fragmentagdo nuclear e formagao dos corpos
apoptoticos. A apoptose € um processo ativo, bioquimicamente controlado,
responsavel pelo equilibrio entre proliferacao celular e morte celular, importante
para a homeostasia do organismo (KROEMER et al., 2008). Em contraste, a
necrose € um processo passivo caracterizado por um ganho de volume celular,
colapso da membrana plasmatica e organelas com consequente perda do
conteudo intracelular. Este tipo de morte ocorre quando a célula é submetida a
uma injuria como calor, frio, estresse mecanico, choque osmético entre outros
(MAINO & JPRIS, 1995; GOLSTEIN & KROEMER, 2006; BERGHE et al.,
2007). A fim de confirmar os dados obtidos por microscopia de fluorescéncia foi
realizado o testes de avaliacdo do ciclo celular e do potencial de membrana

mitocondrial por citometria de fluxo.

4.2.2.2. Avaliacao do ciclo celular por citometria de fluxo

A avaliagdo do ciclo celular por citometria de fluxo tem-se mostrado uma
técnica seletiva para investigagdo do mecanismo de morte celular. O iodeto de
propidio (PlI) ¢é um intercalante do DNA muito utilizado como marcador
fluorescente por ser estavel e de baixo custo  (RIEGER et al.,, 2011). A
citometria de fluxo permite identificar a distribuigdo das células durante as fases
do ciclo celular. As fases sao distinguidas, a partir do conteudo do DNA, em
fase G4, S (sintese) e G,/M. As fases G, e M (mitose) do ciclo celular aparecem
na mesma regiao do histograma por possuirem conteudo de DNA semelhante
(NUNEZ, 2001).

Nos estagios tardios da apoptose o DNA é clivado por endonucleases em
fragmentos de 200 pb ou multiplos. Durante o processamento das amostras
para analise do ciclo celular foi realizada a fixagao das células em etanol 70%
gelado, seguida da lavagem com tampao de extragdo (tampao fosfato-citrato,

0,2M, pH=7,8). Este processo remove o DNA fragmentado e as células com
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baixo conteudo de DNA aparecem na regiao Sub-G1 do histograma (GONG et
al., 1994).

Os compostos sintetizados foram avaliados na concentragdo que apresentou a
maioria das células em apoptose pelo teste de fluorescéncia. Nas Figuras 107
e 108 estado apresentados, respectivamente, os histogramas com porcentagem
de distribuicdo das células U937 e THP-1 de acordo com a fase do ciclo
celular. Células U937 que nao foram submetidas ao tratamento (controle)
(Figura 107) apresentaram 67,00% de células na fase G4, 19,37% na fase S
(sintese) e 14,23% na fase Gy/M. As células controle da linhagem THP-1
(Figura 108) apresentaram 60,33% de células na fase G4, 19,49% na fase S
(sintese) e 20,31% na fase G,/M. A porcentagem de células em sub-G1 foi

0,26% € 0,55% para as linhagens U937 e THP-1 respectivamente.

Os resultados mostram que células que ndo foram submetidas a tratamento
com os compostos sintetizados apresentaram menos de 0,6% de células na
fase sub-G1. Observa-se que todos os compostos estudados promoveram um
deslocamento acentuado da populacéo de células neoplasicas (U937 e THP-1)

para a fase sub-G1 do ciclo celular.

A apoptose compreende uma sequéncia de eventos bioquimicos que irdo levar
a célula a morte. A presenca de populacédo celular na fase Sub-G1 do ciclo
celular (Figuras 107 e 108) mostra que os compostos avaliados exercem seu
efeito citotoxico através da inducdo de morte celular por apoptose, o que esta

de acordo com os resultados obtidos pelo teste de fluorescéncia.
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Figura 107. Histograma referente a analise do ciclo celular da linhagem U937, ap6s 36 horas
de incubagédo com os compostos organicos (L1, L2 e L4) e de coordenagédo (C1, C2, C3 e C4).
Células controle (Branco) ndo foram submetidas a tratamento. As células foram coradas com
iodeto de propidio.
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Figura 108. Histograma referente a analise do ciclo celular da linhagem THP-1, apds 36 horas
de incubacdo com os compostos organicos (L1, L2 e L4) e de coordenacgéo (C1, C2, C3 e C4).
Células controle (Branco) nao foram submetidas a tratamento. As células foram coradas com
iodeto de propidio.



209

4.2.2.3. Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial (PMM)

A constatacdo do mecanismo de morte celular por apoptose € crucial para o
desenvolvimento de novos compostos antitumorais. Como algumas
caracteristicas da apoptose e necrose acabam se sobrepondo, o uso de varias
técnicas independentes somam resultados importantes para a confirmacédo do

mecanismo de morte induzido por compostos com atividade antineoplasica.

A avaliacado do potencial de membrana mitocondrial pode ser feita utilizando o
marcador catiénico lipofilico fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5,6,6’-tetracloro-
1,1’,3,3 -tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) que difunde livremente para o
interior da célula. Na mitocéndria, que apresenta potencial de membrana
normal, a carga residual negativa da matriz mitocondrial, gerada pelo
bombeamento de prétons para o espago intermembranoso, permite o acumulo
deste fluorocromo no interior da mitocdndria. Quando a concentragéo do JC-1
se torna elevada na matriz mitocondrial ele forma agregados que fluorescem na
regidao do vermelho. A forma monomérica do JC-1 emite fluorescéncia verde,
assim, em células onde ocorreu o colapso do potencial de membrana
mitocondrial ndo ocorre a formagdo de agregados de JC-1 e as células
apresentam citoplasma com fluorescéncia verde (SMILEY et al.,, 1991;
COSSARIZZA et al.,, 1993). O citbmetro de fluxo quantifica as células que
possuem mitocondria normal e com potencial de membrana alterado por meio
do detector FL1 (fluorescéncia 1) que capta luz na regido do verde (510-527
nm) e do detector FL2 (Fluorescéncia 2) que capta luz na regido do laranja
(585-590 nm).

As concentracbes empregadas neste experimento foram iguais aquelas
utilizadas para a avaliagao do ciclo celular (Sub-G). Os graficos Density plot
representam os parametros de intensidade de fluorescéncia verde (FL1) e
vermelha (FL2). A porcentagem de células com dissipagdo do potencial
mitocondrial de membrana foi determinada a partir da redugao da intensidade
de fluorescéncia vermelha das amostras. Os resultados referentes a analise do
PMM estao apresentados na Figura 109 para a linhagem U937 e na Figura 110
para a linhagem THP-1. Para melhor visualizar os resultados obtidos, os

graficos Density plot foram divididos em quatro quadrantes (A, B, C e D). Pode
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ser observado nos grupos controle, para ambas as linhagens avaliadas
(Figuras 109 e 110), que a populagao celular se concentra predominantemente
no quadrante “C” que corresponde a regido do grafico Density plot onde se

encontram células com mitocéndrias viaveis (FL2).

Nas células das linhagens U937 e THP-1, submetidas ao tratamento com os
compostos organicos e de coordenacédo, foi verificado um deslocamento da
populagao celular do quadrante “C” para o quadrante “D”, onde se observa
células com dissipagao do potencial mitocondrial de membrana (FL1). Estes
resultados indicam que a apoptose pode estar sendo deflagrada pela via
mitocondrial, uma vez que todos os compostos testados demonstraram
comprometer o PMM para ambas as linhagens estudadas. Os resultados do
teste de viabiliade celular, que avalia a capacidade da mitocondria em reduzir o
MTT, corrobora com os resultados obtidos para a avaliagdo da integridade
mitocondrial a partir do JC-1, uma vez que confirmou alteracdes no potencial

de membrana que comprometem a funcionalidade da mitocéndria.

A mitocdndria € uma organela celular responsavel pela produgdo aerdbia de
ATP que ocorre a partir da cadeia respiratéria onde o citocromo C atua como
aceptor de elétrons. O gradiente eletroquimico da membrana mitocondrial
pode ser afetado pela formagdo de poros na membrana mitocondrial externa
por meio de dimeros formados pelas proteinas pro-apoptéticas (Bax, Bad e
Bid), o que acarreta em extravasamento do citocromo C para o citosol, que por
sua vez pode deflagrar o processo de apoptose (NARITA et al., 1998;
DESAGHER et al., 1999). A alteragdo do potencial de membrana € um passo
importante na indugao da apoptose pela via mitocondrial e todos os compostos
estudados frentes as linhagens leucémicas U937 e THP-1 comprometeram o

potencial de membrana mitocondrial.
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Figura 109. Density plot da andlise do potencial de membrana mitocondrial, por citometria de
fluxo, para células (U937) submetidas a incubagéo de 36 horas com compostos organicos (L1,

L2 e L4) e de coordenacao (C1, C2, C3 e C4).
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Figura 110. Density plot da analise do potencial de membrana mitocondrial, por citometria de
fluxo, para células (THP-1) submetidas a incubagéo de 36 horas com compostos organicos (L1,
L2 e L4) e de coordenacao (C1, C2, C3 e C4).



213

4.3. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O céancer representa um dos mais graves problemas de saude em todo mundo
e o estudo dos processos bioquimicos e fisioldgicos envolvidos nesta patologia
mostram que a maioria dos farmacos antitumorais, organicos ou de
coordenagdo como a cisplatina, promovem a morte das ceélulas cancerigenas
pelo mecanismo de apoptose. As alteragdes genéticas das células tumorais
que ocorrem nos centros regulatérios da apoptose e de suas vias de
sinalizagao, tem enfatizado a maquinaria apoptética como um interressante

alvo potencial no planejamento de novos farmacos antitumorais.

Neste trabalho foram sintetizados uma séire de compostos organicos e de
coordenacgao de cobre contendo o naftol ou cumarina em suas estruturas, os
quais foram estudados frente a duas linhagens de céulas neoplasicas (U937 e
THP-1). Os ensaios de atividade biolégica mostraram que  hibridagéo
molecular foi uma estratégia racional para a obtengdo de novos candidatos
antineoplasicos uma vez que possibilitou a obtencdo de compostos organicos
com signficativa atividade antineoplasica. Esse compostos orgéanicos, que
foram planejados de forma a permitirem sua reacdo com sais metalicos,
possibilitaram a obtencdo de compostos de coordenacdo com elevada
atividade bioldgica, mostrando que a obtengdo de complexos metalicos € mais
uma estratégia importante na busca de novos candidatos a prototipos

anticancerigenos.

A obtencdo de complexos com outros sais metalicos (cobalto, ferro, zinco,
platina) e a avaliagdo das suas atividades poderao fornecer informacaes de
como estes afetam a estrutura do ligante a exercem as suas atividades

bioldgicas.

Apesar dos compostos obtidos a partir do naftol induzem morte celular por
apoptose, para a confirmagdo da via moduladora da apoptose se faz
necessario a avaliagdo da expressao protéica das caspases, estudo da
clivagem do DNA plasmidial em diferentes condigbes e avaliagdo dos niveis de

citocromo C citoplasmatico e mitocondrial.
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O estudo de atividade frente a outras linhagens celulares e a avaliagao das
alteragdes morfolégicas destas células por meio da microscopia eletrénica de
transmissdo (M. E. T.) também poderdo forcencer subsidios para a
compreensao dos mecanismos envolvidos no processo de apoptose.Todos
estes testes, a serem realizados, serdo imprescindiveis para a elucidacdo da
via utilizada por estes compostos na inducdo da apoptose em células

neoplasicas.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho permite concluir que as metodologias empregadas nas sinteses
dos compostos organicos (L1-L8) e de coordenagao (C1-C8), inéditos na
literatura, foram adequadas uma vez que as analises fisico-quimicas
(ressonancia magnética nuclear de 'H e °C, analise elementar, ponto de fusao,
espectroscopias de infravermelho e eletrénica, espectrometria de massas com
ionizagao por electrospray ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS, voltametria ciclica e
condutividade) confirmaram a obtengcdo dos compostos sintetizados com

elevado teor de pureza.

A técnica de espectrometria de massas com ionizagado por electrospray e 0s
dados de condutivimetria, confirmaram a saida de ions cloreto das esferas de
coordenagao dos complexos de cobre quando em solugcdo, demostrando a
presencga de posigdes de coordenacéo livres e ligantes labeis, o que pode estar

relacionado com a atividade biolégica dos complexos.

O ensio de viabilidade celular (MTT) mostrou que todos os compostos
organicos e de coordenagdo apresentaram atividade citotoxica frente as
linhagentes testadas, exceto o ligante L6. Dentre os compostos avaliados o
complexo C1 foi aquele que apresentou maior atividade biolégica, sendo esta
estatisticamente semelhante para a linhagem U937 e estatisticamente maior

para a linhagem THP-1 em comparagao com a cisplatina.

Os compostos que possuem o naftol (L1, L2, L4, C1, C2, C3 e C4) em sua
estrutura foram mais citotdxicos para células neoplasicas do que para células
humanas normais (PBMC), o que demonstrou elevada seletividade. Ja os
compostos contendo a cumarina apresentaram elevada citotoxicidade para
células normais indicando baixa seletividade. De forma geral, os compostos
organicos e de coordenagdo que possuem 0O grupo naftol em sua estrutura
foram mais ativos e mais seletivos para as células neoplasicas do que os

compostos com grupos cumarinicos.

Os resultados da microscopia de fluorescéncia e de avaliacdo do ciclo celular
(Sub-G1) demonstram que todos os compostos organicos e de coordenagao

obtidos a partir do naftol induziram morte celular por apoptose nas linhagens
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neoplasicas estudadas (U937 e THP-1). Avaliagdo do potencial mitocondrial de
membrana demonstra a participacdo da mitocdndria no processo de indugio de

apoptose promovido por estes compostos.

Foram também obtidos compostos muito promissores como os ligantes L1 e L2
e o complexo C3 os quais apresentaram valores de ICsy préximos aos

observados para a cisplatina.

Este trabalho fornece subsidio para futuros testes “in vtiro” e “in vivo” uma vez
que foram sintetizados compostos organicos (L1, L2 e L4) e de coordenacgao
(C1, C2, C3 e C4) seletivos para células neoplasicas que exerceram a sua

atividade citotoxica por meio da inducéo de apoptose.
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