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RESUMO

Neste trabalho apresentamos a sintese, caracterizagao e estudo da atividade
biolégica frente as linhagens de células leucémicas humanas (THP-1 e U937)
promovida por seis complexos mononucleares de zinco: [Zn(L4)(Cl)] (1),
[Zn(HL2)(Cl)2l  (2),  [Zn(HL3)CI]  (3),  [Zn(HL4)(Cl)2]  (4),  [Zn(HLs)(Cl)2]  (3),
[Zn(H2Le)(CNH]CI.H20O (6), onde Li= N-bis-(2-piridilmetil)amina; HL,= (2-hidroxibenzil)
(2-piridilmetil)amina; Hols= N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil )[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina; HL4= 1[(piridina-2-il-metil)-amino]-propan-2-ol; HLs= 2-[piridil-
(2-il-metil)Jamino]etanol; HLg=  N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-
propanodiamina-2-ol. Os ligantes foram previamente sintetizados e caracterizados
por espectroscopia de infravermelho e ressonéncia magnética nuclear de 'He C.
ApoOs a caracterizagdo dos ligantes, reagiu-se estes com ZnCl, obtendo-se os
respectivos complexos de zinco. Estes complexos foram caracterizados por técnicas
fisico-quimicas, como espectroscopia de infravermelho, analise elementar (C, H e
N), determinagédo do ponto de fus&o, espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS) e difragdo de raios X, sendo esta ultima
utilizada para a caracterizagao dos complexos (1), (2), (3) e (5). Foi investigada a
atividade dos seis complexos e dos seus respectivos ligantes frente as linhagens de
células leucémicas humanas (THP-1 e U937). A inducdo de morte celular por
apoptose promovida pelos complexos foi avaliada por microscopia de fluorescéncia
utilizando-se 0 método de coragcdo e empregando-se diferentes concentragdes dos
complexos (400, 200, 100 e 50 umol/L), nos tempos de 12, 24, 36 e 48 h. Os
complexos (1), (2) e (6) nao foram capazes de induzir significativas taxas de morte
celular por apoptose frente as células THP-1 e U937. Os complexos (3), (4) e (5)
induziram taxas razoaveis de morte celular por apoptose frente as células U937, a
partir da concentragao de 200 umol/L e apds 12 h de incubagéo. A fim de melhor
comparar os resultados, foi obtido o valor da ICsy para todos os compostos

investigados.

Palavras-chave: complexos de zinco, Raios X, ESI(+)-MS, células leucémicas,

atividade antitumoral, ICsp.
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ABSTRACT

This work presents the synthesis, characterization and studies of the biological
activity against human leukemia cell lines (THP-1 and U937) of six mononuclear zinc
complexes: [Zn(L4)(Cl)2] (1), [Zn(HL2)(Cl)2] (2), [Zn(HL3)CI] (3), [Zn(HL4)(Cl)2] (4),
[Zn(HLs)(Cl)2] (5), [Zn(H2Le)(CHICLHO (6), where L4= (bis-2-pyridylmethyl)amine);
Lo= (2-hydroxybenzyl-2-pyridylmehyl)amine Ls= (N-(2-hydroxybenzyl)-N-(2-
pyridylmethyl)[(3-chloro)(2-hydroxy)]propylamine); L4= 1-[(pyridine-2-ylmethyl)-
amino]-propan-2-ol; Ls= N-2-[(pyridine-2-ylmethyl)amino]ethanol; Ls= N-Ftaloil-N-(2-
hydroxybenzyl)-N-(2-pyridylmethyl)-1,3-propanodiamine-2-ol. The ligands were
synthesized previously and characterized by IR spectroscopy and 'H and *C NMR.
After the characterization of the ligands, reactions with Zn(ll) salts were performed in
order to obtain the zinc complexes. The complexes were characterized by physical-
chemical analysis, such as IR spectroscopy, elemental analyses, conductivimetry,
mass spectrometry (ESI-(+)-MS) and (ESI(+)-MS/MS) and X-ray diffraction, the last
of which was utilized for the characterization of complexes (1), (2), (3) and (5). X-ray
studies indicate the formation of tetracoordinated and pentacoordinated mononuclear
zinc(ll) complexes, with tetrahedral and square-pyramidal geometry. The apoptosis
induced by the complexes was evaluated by acridine orange/ethidium bromide
staining, varying the concentration of the complexes (400, 200, 100 and 50 umol/L)
and the time (12, 24, 36 and 48 h). Complexes (1), (2) and (6) no induced apoptosis
of THP-1 and U937 cells at highest concentrations while complexes (3), (4) and (5)
induced apoptosis of THP-1 and U937 cells at the highest concentrations (200 and
400 pmol/L). In order to compare the results, the I1Csy for all the complexes under
investigation were obtained. These results indicate that the structures of the
complexes have a great influence on the biological activity. To directly observe the
morphological changes of the internal structure of leukemia cells after the treatment,

Transmission Electron Microscopy (TEM) was employed.

Key words: zinc(ll) complexes, X-ray, ESI(+)-MS, antitumor activity, leukemia cells.
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1. INTRODUGAO

1.1. Cancer

O céncer, derivado da palavra latina “cancrum” que significa caranguejo,
possui como sua principal caracteristica o crescimento desordenado e difuso de
células anormais, causados por diversos fatores, sejam eles externos (produtos
quimicos, tabaco, radiagées e infec¢des) ou internos como, por exemplo, mutagdes
herdadas ou que podem ocorrer durante o metabolismo, pela acdo de hormdnios e
condigdes imunoldgicas. Fatores como esses podem atuar juntos ou em sequéncia,
promovendo assim o inicio da carcinogénese (COTRAN et al., 2000).

Atualmente, considera-se que o cancer é uma doencga genética. Independente
das suas diferentes causas, todas exercem um efeito comum em uma classe
especial de genes contida na sequéncia de nucleotideos da molécula de DNA. Esta
classe € denominada de gene do cancer ou proto-oncogenes (GRIFFITHS, 2000).

Os proto-oncogenes normalmente efetuam fungdes celulares basicas, em
geral, relacionadas a divisdo celular. Entretanto varios tipos de eventos podem
transformar um proto-oncogene em um oncogene, isto € um estado em que ele
promove as duas principais caracteristicas do cancer. a divisdo celular
descontrolada e dispersdo das células tumorais pelos organismos acarretando em
metastase (GRIFFITHS, 2000). Um dos principais modos pelo qual o proto-
oncogene sofre a transformagédo em um oncogenese, causadores do cancer, seria
através de mutagdes causadas de forma espontédnea ou por agentes ambientais.
Estas mutagbes ocorrem em um proto-oncogenese de uma unica célula, que entao
sofre multiplas divisdes para formar um tumor. Muitas das mutagbes que podem
gerar o cancer sao reparadas através dos sistemas de reparo do DNA efetuados
pela acdo das enzimas nucleases, presentes nos organismos. Porém as mutagdes
que ndo sao reparadas por estes mecanismos podem estar relacionadas com o
desenvolvimento de tumores (BISHOP e WEINBERG, 1996).

O cancer é considerado hoje como um dos principais problemas mundiais de
saude e uma das mais importantes causas de enfermidades e mortes em criancas e

adultos. Existem trés tipos principais de tratamento para o céancer: cirurgia,
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radioterapia e quimioterapia (MURAD e KATZ, 2000). Outros métodos, também
utilizados hoje em dia, é o de fotorradiagdo com derivados hematoporfirinicos (HTP)
(MACHADO, 2000) e a imunoterapia (SALMONM, 1998). O objetivo de cada um
destes tratamentos € erradicar o cancer, normalmente por meio da terapia
combinada, onde se associam mais do que um tipo de tratamento. Um terco dos
pacientes alcanga a cura total através de medidas locais (cirurgia ou radioterapia),
que sao eficazes quando o tumor ainda nao sofreu metastase, ou seja, atingiu outros
tecidos e regides do organismo por ocasiao do tratamento. Todavia, na maioria dos
casos, a neoplasia caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de
micrometastases, indicando a necessidade de uma abordagem sistémica, que pode
ser efetuada, em cerca de 60-70% dos casos com a quimioterapia (CHABNER e
LONGO, 1996; SPENCE e JONHSTON, 2001).

A técnica cirurgica pode levar a remogao de tumores com eficacia, se néo
houver metastase; no caso da leucemia, por exemplo, costuma ser necessario o uso
de outros tipos conjuntos de terapia incluindo transplante de medula. A radioterapia
€ usada comumente em conjunto com a cirurgia, com incremento da eficiéncia do
tratamento. Mesmo isoladamente, a radioterapia pode diminuir tumores grandes,
diminuir a recorréncia e a chance de metastase, sendo uma metodologia
antineoplasica muito usada. Entretanto, o tratamento por radiacdo é sujeito a
severas limitacbes (MURAD e KATZ, 2000).

Estas limitagbes estdo relacionadas com a velocidade da regressao tumoral
que representa o grau de sensibilidade que o tumor apresenta as radiagdes. A
sensibilidade a radiacdo depende fundamentalmente da sua origem celular, do seu
grau de diferenciagao, da oxigenacgao e da forma clinica de apresentacado. A maioria
dos tumores radiossensiveis sao radiocuraveis. Entretanto, alguns se disseminam
independentemente do controle local; outros apresentam sensibilidade tao préxima a
dos tecidos normais, que esta impede a aplicacdo da dose de erradicagdo. A
erradicagao de um tumor local s6 € atingida quando a dose de radiagao aplicada é
letal para todas as células tumorais, mas n&o ultrapassa a tolerancia dos tecidos
normais (http://www.inca.gov.br/conteudo acessado em 23/10/2010).

A quimioterapia contra o cancer ou antineoplasica refere-se a administragao
de drogas citotoxicas, capazes de promover morte celular ou pelo menos inibir o

crescimento celular. O tratamento quimioterapico tem como objetivo erradicar o
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tumor ou reduzir seu crescimento, diminuindo dessa forma os sintomas relacionados
ao cancer, promovendo a cura ou prolongando a vida do paciente (NYGREN, 2001).

O objetivo primario da quimioterapia é destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de
forma n&o-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais
particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as
infecgdes. Porém, o corpo recupera-se destes inconvenientes apds o tratamento, € o
uso clinico desses farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a
toxicidade, na procura de um indice terapéutico favoravel (ALMEIDA et al., 2005).

A maior falha da quimioterapia antineoplasica ocorre devida a resisténcia as
drogas. Esta resisténcia ocorre ou porque as populagdes celulares desenvolvem
nova codificacdo genética (mutagédo) ou porque sao estimuladas a desenvolver tipos
celulares resistentes quando expostas as drogas, o que lhes permite enveredar por
vias metabdlicas alternativas, através da sintese de novas enzimas. E também
observada resisténcia nos casos em que o tratamento é descontinuado, quando a
populacdo tumoral é ainda sensivel as drogas, em que a quimioterapia é aplicada a
intervalos irregulares e em que doses inadequadas sdo administradas. A partir da
década de setenta, tem se detectado, em laboratério, um tipo de resisténcia cruzada
apresentada por linhagens celulares, entre quimioterapicos diversos, cuja
caracteristica comum ¢é serem derivados de produtos naturais. Este tipo de
fendmeno passou a ser denominado "resisténcia a multiplas drogas" e esta
relacionado a diminuicdo da concentracdo intracelular do quimioterapico e a
presenca de uma glicoproteina, ligada a membrana plasmatica, a glicoproteina 170-
P. Existe a possibilidade de reverter o mecanismo de resisténcia a partir do uso de
compostos que inativem a glicoproteina 170-P. Alguns deles ja sdo conhecidos,
porém ainda encontram-se na fase de testes (http://www.inca.gov.br/conteudo
acessado em 23/10/2010).

E necessario enfatizar a vantagem de iniciar-se a quimioterapia quando a
populagao tumoral é pequena, a fragdo de crescimento € grande e a resisténcia por
parte das células com potencial mutagénico € minima (SPENCE e JONHSTON,
2001).
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1.2. Compostos de coordenagao e nucleases sintéticas

Atualmente muitos compostos de coordenacdo tém sido sintetizados com o
objetivo de simularem a agdo de nucleases naturais com diferentes aplicagdes. A
mais importante aplicagcao é em terapias contra o cancer, uma vez que a integridade
do material genético é essencial para a sobrevivéncia da célula, e a instabilidade
genética ocasiona mutag¢des que resultam em células malignas. Mas a extraordinaria
resisténcia do DNA a hidrélise, que é bioquimicamente essencial para a manutencao
da integridade do material genético, torna-se um desafio para a sintese de
fosfodiesterases ou nucleases que possam promover a sua hidrolise em uma escala
de tempo razoavel (SREEDHARA e COWAN, 2001).

A principal dificuldade encontrada para a hidrélise do DNA é a grande
quantidade de cargas negativas, provenientes dos grupos fosfatos, que impedem
ataques nucleofilicos as cadeias poliméricas do DNA (LEWIS e TOLMAN, 2004).

O desenvolvimento de drogas antitumorais contendo metais foi estimulado
pelo sucesso clinico do composto de coordenacéao cis-diaminodicloroplatina(ll) (cis-
[Pt(NH3)Cl;], cisplatina) e seus analogos (Figura 1) (BRABEC e KASPARKOVA,
2002). Este composto de coordenagao é conhecido comercialmente por Platinil® ou
Platinol® e seu analogo carboplatina por Paraplatin®. O mecanismo de agao esta
relacionado com a inibicdo seletiva da sintese do DNA (OLIVEIRA e ALVES, 2002).
As propriedades citotoxicas destes compostos, assim como de numerosos analogos,
tém sido atribuidas a sua habilidade de formar ligacbes cruzadas do tipo
interfilamentares como também intrafilamentares. O principal sitio de ligagdo é o N7
da guanosina, embora também ocorra interacédo covalente com a adenosina e a
citosina (HAHN e WEINBERG, 2002).

Estes antineoplasicos formados por compostos de coordenacido de platina
estao incluidos na classe dos anineoplasicos alquilantes, sdo compostos capazes de
substituir, em outra molécula, um atomo de hidrogénio por um radical alquil. Eles se
ligam ao DNA de modo a impedir a separacao dos dois filamentos do DNA na dupla
hélice espiralar, fendbmeno este indispensavel para a replicacdo. Os alquilantes
afetam as células em todas as fases do ciclo celular de modo inespecifico. Além do
mais, complexos de platina parecem ter efeito sinérgico com outros agentes
antitumorais (SALMONM, 1998).
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A) B)

Figura 1. A) Estrutura da cisplatina. B) Estrutura do seu analogo carboplatina (ALMEIDA et
al.,2005).

Com a descoberta de que a cisplatina inibia o crescimento de células
cancerigenas por atuarem sobre o DNA, confirmou-se que compostos sintéticos
podem interagir com a dupla fita do DNA. Tal interagdo pode ocorrer de diferentes
formas: (a) interagdes n&o covalentes (eletrostatica); (b) interacées covalentes; (c)
interagdo por intercalagéo; (d) interagcdo por oxidagao; (e) interacéo via hidrélise
(HECHT, 1996).

Enquanto o cis-[Pt(NH3).Cl;] interage com o DNA pela formacao de ligacdes
covalentes, um grande numero de compostos de metais do primeiro periodo
de transicdo interage por um mecanismo oxidativo, devido a rica quimica redox
apresentada por tais elementos (BURROWS e MULLER, 1998).

Geralmente estes compostos promovem a clivagem oxidativa a partir da
abstracao de atomos de hidrogénio do anel da ribose ou das bases nitrogenadas.
Apods a oxidagdo ocorre a quebra da cadeia do acido nucléico (Figura 2). Um bom
exemplo é o composto de cobre [Cu(Phen),]** (Phen= 1,10-fenantrolina), que em
solucdo é reduzido a espécie [Cu(Phen),]’, o qual posteriormente se liga na fenda
menor do DNA e combina-se com o oxigénio molecular promovendo a oxidagao
pela parte contraria ao anel da ribose (BALES et al., 2002). Embora ja existam
metalo farmacos que atuam sobre o DNA seguindo o mecanismo oxidativo, o
mesmo nao é apropriado quando se pensa na utilizagcdo em biotecnologia, tendo em
vista que a clivagem oxidativa do DNA atua de forma diferente daquela apresentada
pelas nucleases naturais impossibilitando a religagédo da sequéncia nucleotidea das
fitas do DNA (COWAN, 2001; BURROWS E MULLER, 1998). Além disso, a

utilizacado de gimioterapicos com atividade oxidativa sobre o DNA pode resultar na
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producdo descontrolada de espécies radicalares altamente reativas com células
saudaveis. (NEVES et al., 2001; HORN et al., 2005).
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Figura 2. Mecanismo de clivagem oxidativa do DNA (HECHT, 1996).

Compostos contendo metais de transicdo que promovem a clivagem
hidrolitica do DNA geralmente possuem, em solugdo, moléculas de &gua
coordenadas ao centro metalico que sob condi¢gdes brandas de pH podem ser
transformadas em ions hidroxidos. As moléculas de agua podem ser substituidas,
pelo grupo fosfato presente na cadeia do DNA. A coordenagdo do grupo fosfato ao
metal reduz a densidade eletrénica sobre o atomo de fésforo. Desta forma o atomo
de fosforo pode sofrer um ataque nucleofilico de algumas espécies coordenadas ao
metal, como por exemplo ions hidroxila (OH’). Este ataque resulta em um
intermediario pentacoordenado, o qual sofre posterior clivagem da ligagéo fésforo e
oxigénio (Figura 3) (HECHT, 1996) (NEVES et al., 2009).

As nucleases naturais atuam sobre o DNA promovendo a clivagem hidrolitica,
resultando no produto de clivagem 3'OH-5"fosfato ou 5°OH-3 fosfato, pois apenas
os residuos que apresentam estas terminagdes sao passiveis de serem religados
pela acao das ligases (HECHT, 1996).
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Figura 3. Mecanismo de clivagem hidrolitica do DNA (HECHT, 1996).

Compostos de coordenacdo que sao candidatos a apresentarem atividade
hidrolitica sobre o DNA devem apresentar as seguintes caracteristicas: (a)
apresentarem cargas positivas quando em solugéo, o que facilita a atragdo de tais
compostos pelo DNA, pois 0 mesmo apresenta cargas residuais negativas; (b)
ambiente de coordenagao insaturado ou contendo ligantes labeis, o que facilita a
interagdo com os grupos fosfatos do DNA; (c) possibilidade de formarem espécies
nucleofilicas (OH") em condigbes suaves de pH; (d) apresentarem certa solubilidade
em agua; (e) serem, de preferéncia, eletroquimicamente inertes em condigbes
biolégicas. Com estas caracteristicas em mente, pode-se promover o planejamento
racional de compostos, iniciando-se pela proposi¢cao de ligantes que permitam a
obtencao de complexos com ambientes de coordenacgao insaturados (HORN et al.,
2005).

Além da formacgao de ligagcdes covalentes como ocorre com a cisplatina, do
mecanismo de clivagem oxidativo e hidrolitica, temos a interac&o por intercalagao no
DNA. Neste caso, as moléculas tém como alvo principal a fenda menor do B-DNA,
por um mecanismo de agao que se baseia na intercalacdo nos pares de bases

nitrogenadas CG (citosina e guanina). A intercalagao apresenta um componente
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eletrostatico relacionada a interagao do tipo 1, existente entre os intercalantes e as
bases CG, além de complexos de transferéncia de elétrons. Devido a esta
caracteristica, os intercalantes sédo constituidos por anéis aromaticos fundidos,
apresentando alta densidade eletrénica. Os antibidticos naturais do tipo antraciclina,
como a doxorrubicina e a daunorrubicina, também costumam ser classificados como
agentes intercalantes (Figura 4) (ALMEIDA et al., 2005).

) OH

Daunomubicina R=CH3CO
Dokorrubicina R=HOCH,CO

Figura 4. Estruturas das antraciclinas (ALMEIDA et al., 2005).

A presencga de anéis aromaticos fundidos constitui o arcabougo molecular, e
esta caracteristica esta relacionada ao mecanismo de agao, que se baseia no
espacamento das bases nitrogenadas do DNA. Os intercalantes interagem com as
bases nitrogenadas CG provocando um espagamento devido ao volume molecular,
formando um angulo de aproximadamente 90° em relagdo ao eixo do DNA. A
intercalagdo geralmente altera a estrutura da forma B-DNA, com o aumento no
espacamento dos pares de base CG de 3,4A° para cerca de 7A’. E descrito que o
mecanismo de acgao desta classe baseia-se na formacao de um trimero constituido
pelo intercalante, o DNA e topoisomerase IlI. Este trimero seria estabilizado e
interromperia a separagdo das bases nitrogenadas do DNA, necessaria a
transcricdo. Dentre as diversas substancias com propriedade intercalante ao DNA,
ressaltam-se algumas, como as antraciclinas, e outros antibiéticos como as
actinomicinas e as acridinas, como a proépria acridina nao-substituida e a proflavina
(ALMEIDA et al., 2005).
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Alguns agentes antineoplasicos interagem com os pares de bases
nitrogenadas reversivelmente (por meio de interacdo de van der Waals, interagbes
eletrostaticas e, sobretudo, ligagdes de hidrogénio), geralmente através de
conformacdes tipo iso-hélicas e sdo classificados como moléculas ligantes na fenda
menor da forma B-DNA. A caracteristica iso-hélica pode ser definida pela alteracao
conformacional destas moléculas, para que haja a interagdo com os pares de base
nitrogenadas que compdem a hélice do B-DNA. As moléculas mais representativas
dessa classe sdo as amidinas aromaticas e as lexitropsinas (NEIDLE et al., 1999;
NEIDLE, 2001).

De fato foi observado que em tal conformacdo iso-hélica, deve ocorrer
possivel interacdo com os pares de bases nitrogenadas do DNA, descrita também
nas estruturas cristalograficas. Os ligantes da fenda menor interagem
preferencialmente com os pares de base AT (adenina e timina), pois a guanina
possui um substituinte, que € uma amina aromatica, voltada para o interior da fenda
menor, causando impedimento estereoquimico. Diversas modificagcbes nas
estruturas das amidinas aromaticas, distamicina e netropsina foram elaboradas,
visando alterar a seletividade aos pares de base AT (adenina e timina) para CG
(citosina e guanina), aumentar o numero de bases que irdo interagir, além de se
tentar aumentar a afinidade das moléculas as sequéncias AT do DNA (RODRIGUES
et al., 2000).

Apos a descoberta da cisplatina em 1965,
muitos complexos de platina foram sintetizados e suas aplicacbes
como agentes antineoplasicos foram estabelecidas, enquanto a
eficacia clinica impressionante da cisplatina € limitada pelos significativos
efeitos colaterais, incluindo, nefrotoxicidade, neurotoxicidade
e o0 surgimento de resisténcia aos medicamentos. Desde entéo,
complexos de diferentes metais, além da platina foram estudados, incluindo
complexos de ruténio, ferro e cobalto com diferentes ligantes (CHEN et al., 2010).

Desta forma, compostos que apresentam as caracteristicas adequadas para
atuar na clivagem do DNA, ou na intercalagdo do mesmo, sao fortes candidatos a
apresentarem atividades frente a microorganismos ou células tumorais. O
estabelecimento do tipo de interacdo composto-DNA abre um amplo leque de
possibilidades para aplicagdo destes compostos em diferentes areas (HORN et al.,
2005).
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Diferentes complexos metalicos ja demonstraram ser capazes de promover a
clivagem do DNA, entre eles, [Fex(BPCINOL),(H-0),]*+ (NEVES et al., 2001),
[Cu(HPCINOL)CIICI (FERNANDES et al., 2006) e [Fe(HPCINOL)(SOg)].-p-0xo0 -
6H,0 (PARRILHA et al., 2008).

Os estudos de clivagem do DNA sao realizados através da incubacgéo do
composto diretamente com o DNA plasmidial, posteriormente a interagdo composto-
DNA ¢é avaliada por eletrosforese, espectroscopia eletrénica ou fluorescéncia.
Quando é utilizada a técnica de eletroforese, as trés formas apresentadas pelo DNA
sdo analisadas em termos das diferengas de migragao entre estas formas em um gel
de agarose (PEREIRA-MAIA et al., 2009).

Uma das formas na qual o DNA pode ser encontrado é a forma
superenovelada (Forma I), na qual as moléculas de DNA, com alto grau de torgcéo
umas sobre as outras, apresentam-se em um menor volume, portanto com maior
mobilidade no gel de agarose. Outra forma atribuida ao DNA trata-se da forma
circular ou nicada (Forma Il), proveniente da clivagem em apenas uma das fitas do
DNA. Neste caso, a molécula apresenta formato circular. E € a forma do DNA
plasmidial que apresenta maior volume e consequentemente menor mobilidade no
gel de agarose. Por ultimo encontramos a forma linear (Forma lll), obtida através da
clivagem nas duas fitas da molécula. O volume apresentado pela forma linear &
intermediario entre a forma superenovelada e a circular, por isso a sua migragao no
gel também é intermediaria (GRIFFITHS, 2000).

Um estudo realizado recentemente por Elene Pereira Maia e colaboradores
apresenta um composto binuclear de cobre, [Cux(u-OH)(L)](ClO4)2.H2O, o qual é
capaz de promover eficientemente a clivagem hidrolitica do DNA plasmidial
(PEREIRA-MAIA et al., 2009)(Figura 5).
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Figura 5. Diferentes estruturas para o composto de cobre, em fungdo do pH, obtidos por titulagéo
potenciométrica (PEREIRA-MAIA et al., 2009).

A investigacado da atividade de nuclease sintética foi realizada em diferentes
valores de pH e empregando-se quatro diferentes concentracbes do composto de
cobre (0,5, 10, 20 e 40 uM). Os resultados obtidos indicam que o valor de pH étimo
para a atividade de nuclease sintética é 7,5 e a concentracao ideal do composto de
cobre € 40 uyM. Nestas condicbes o DNA se apresenta 90% na forma Il (circular) e

10% na forma | (linear) (Figura 6).
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Figura 6. Grafico da clivagem do DNA plasmidial pelo composto de cobre em diferentes
concentragdes e em diferentes valores de pH, a 50°C apds 16 h de incubagao (PEREIRA-MAIA et al.,
2009) .

Além dos estudos em diferentes condicbes de pH, foram realizados
experimentos em condi¢cdes aerobicas, anaerdbicas e na presenca da distamicina
para se determinar o mecanismo de agao do composto (Figura 7). A distamicina é
uma molécula pequena que interage com a sequéncias do DNA ricas nas bases
adenina e timina, assim protegendo o DNA de uma possivel interagdo do composto
de cobre via intercalagao na fenda menor. Existem dois tipos de ranhuras no DNA:
fenda maior e fenda menor. Estas fendas sao muito importantes, pois sdo as regides
onde ocorrem as interagdes com os farmacos. Os resultados indicaram uma reducgéao
de 50% da clivagem do DNA na presencga da distamicina quando comparados com
os valores do controle empregado. Isto indica que o composto de cobre interage

com o DNA na fenda menor.
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Figura 7. Grafico da clivagem do DNA plasmidial pelo composto de cobre em diferentes
concentragdes, na presenca da distamicina e do controle. O DNA foi incubado previamente com
distamicina (30 yM) por 30 min, em seguida foi incubado por 4h com o composto de cobre a, 50°C e
pH 7,5 (PEREIRA-MAIA et al., 2009).

O composto apresentou atividade hidrolitica em ambas as condigoes,
aerobicas e anaerdbicas, na presencga do padrao interno [Fe(EDTA)] (EDTA= acido
etilenodiamino tetracético), o qual cliva o DNA na presenga de oxigénio através do
mecanismo oxidativo (Figura 8). Quando os parametros cinéticos da reacao foram
avaliados, encontrou-se um aumento de 2,7x107 na velocidade da clivagem na

presenca do composto de cobre.
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Figura 8. Grafico da clivagem do DNA plasmidial pelo composto de cobre em diferentes
concentragdes e em condigdes anaerdbicas (esquerda) e aerdbicas (direita) apds 2h de incubagao a
50°C e pH 7,5, onde FI= forma superenovelada, Fll= forma circular e Flll= forma linear (PEREIRA-
MAIA et al., 2009).

Com base na titulagdo potenciomérica, nos dados cinéticos e nos
experimentos em diferentes condigdes de pH foi proposto um mecanismo de acgao
para este composto. Neste mecanismo, um atomo de oxigénio pertencente ao
fosfato se liga ao metal resultando em sua posterior hidrélise causada por um ataque
nucleofilico (OH") ao mesmo atomo de fésforo.

Além dos estudos relacionados a clivagem do DNA, foram realizados
investigacdes das atividades inibitorias deste composto frente a duas linhagens de
células: GLC4 (carcinoma pulmonar) e K562 (leucemia). A viabilidade celular foi
checada através da exclusdo pelo corante Trypan Blue. Neste experimento foi
utilizada a concentracdo de 1x10° células/ml e o periodo de incubacéo entre as
células e as diferentes concentracées do composto de cobre foi de 72 h. A atividade
do composto foi avaliada através da determinagdo da concentragdo que inibe em
50% o crescimento celular, 1Cso (Concentragao inibitéria de 50% da populagéo
celular). Os resultados obtidos revelaram valores de 14,83 e 34,21 uM
respectivamente nas linhagens GLC4 e K562. Estes resultados, quando comparados
aos valores de ICsp atribuidos a agédo da cisplatina (0,4 pM), frente a mesma a
linhagem celular (GLC4), sdo bastante animadores.

Outros compostos de coordenacado que ainda nao tiveram a confirmacao de

atuarem como nucleases sintéticas, mas que foram capazes de induzir apoptose em
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diversos tipos de células cancerigenas sao vistos como promissores agentes
antitumorais. Muitos compostos de ruténio com estado de oxidacdo 2+ ou 3+
mostraram atividade antitumoral, especialmente contra cénceres com metastase
(ZHANG, 2003).

Foi realizado recentemente por Jiang e colaboradores um estudo sobre as
atividades antitumorais de diversos compostos de coordenacdo com diferentes
centros metalicos (Cu, Co, Ni e Zn) frente a quatro linhagens de células tumorais
(A549, Hep G2, K562 e K562/ADM) (JIANG et al.,, 2010). Neste trabalho foi
sintetizado um novo ligante que apresenta em sua estrutura anéis aromaticos

conjugados visando a interagdo por intercalagdo com a molécula de DNA (Figura 9).
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Figura 9. Estrutura do ligante (L) (JIANG et al., 2010).

Foram sintetizados quatro compostos de coordenagdo com este ligante (L),
sendo os mesmos [Cu(L)(NOs)z], [Co(L)(NOs)2], [Ni(L)(NOs)]o e [Zn(L)(NOs)]
(Figura 10).
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Figura 10. Estruturas dos compostos de coordenacdo: A) [Co(L)(NOs).], B) [Ni(L)(NOs).], C)
[Cu(L)(NOs3).], D) [Zn(L)(NO3),] (JIANG et al., 2010).

Os compostos tiveram suas atividades antitumorais avaliadas ap6s um
periodo de 72h de incubacdo e em triplicata. Neste experimento utilizou-se a
concentracdo de 1x10* células/poco e para avaliar a viabilidade celular empregou-se
o método colorimético com MTT, um corante usado para avaliar a viabilidade celular
através da medida da atividade mitocondrial. Este corante forma um precipitado azul
(formazan) sobre as células viaveis, quantificado por espectrofotometria (570 nm).
As atividades apresentadas pelos compostos indicaram a seguinte ordem
[CU(L)(NO3)2]> [Ni(L)(NOs)2] = [Co(L)(NO3)2]> [Zn(L)(NOs)] > L.
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Tabela 1. Resultados das atividades antitumorais apresentados pelos compostos de coordenagao
(JIANG et al., 2010).

Células .
ICso(mol/L) [Co(L)(NOs),] [Ni(L)(NO3)] [Cu(L)(NOs)] [Zn(L)(NO3)]
A549 58,74 99,29 27,86 -
Hep G2 - 139,15 20,05 -
K562 101,65 53,18 21 105,73
K562/ADM 63,80 38,91 15,38 18,04

Estudos recentes vém relatando as atividades antitumorais de compostos de
zinco, pois este metal e 0  segundo mais importante no
corpo humano, depois do ferro. A deficiéncia de zinco pode causar efeitos no
crescimento, ainda que ao contrario de cobre e ferro poucos efeitos nocivos
relacionados ao excesso de zinco no organismo sao observados. Além disso, o
zinco desempenha um papel importante em varios sistemas bioldégicos e é um
elemento essencial, fundamental para numerosos processos celulares e um
importante ion de regulagéo no
metabolismo das células (DEMERTZI et al., 2006).

Um estudo publicado em 2006 por Dimitra Kovala Demertzi relata a sintese,
caracterizagao e atividades antitumorais de dois ligantes e quatro compostos de
coordenacdo de zinco (Figura 11). Foram utilizadas duas linhagens de células
cancerigenas humanas (MCF-7 e T24) e uma linhagem de rato (L-929). Os
compostos tiveram suas atividades antitumorais avaliadas ap6s um periodo de 72h
de incubacéo e em triplicata. Neste experimento utilizou-se a concentragdo de 1x10*
células/poco. A viabilidade celular foi realizada pelo método colorimétrico MTT para
a linhagem T24 e o método colorimétrico SRB para as demais linhagens
investigadas (DEMERTZI et al., 2006).
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Figura 11. Estruturas dos compostos de coordenacédo de zinco (DEMERTZI et al., 2006).

Os resultados de ICs obtidos para ambos os ligantes (L1 e L) e seus
respectivos complexos de zinco frente a linhagem MCF-7 sao melhores do que os
resultados observados para a cisplatina. Os complexos de zinco [Zn(L,)(Cl);] (4),
[Zn(L1)2] (5) e [Zn(L,),] (6) e o ligante L, frente a linhagem T24 apresentaram valores
de ICxp inferiores ao valor observado para cisplatina. Com relagéo a linhagem L-929
nao foi obtido nenhum valor de ICsq inferior ao observado para cisplatina, porém os
compostos testados apresentaram atividades antitumorais significativas. Estes
resultados indicam que os dois ligantes e os quatro complexos de zinco sintetizados

possuem atividades antitumorais promissoras ( Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados das atividades antitumorais apresentados pelos compostos de coordenagéao de
zinco, expresso por ICsq (M) (DEMERTZI et al., 2006).

Compostos MCF-7 L-929 T-24
Li (R=H) (1) <5,5.10” 2,55.10° >0,55.10"
L, (R=CHs) (2) 3,29.10° 2,06.10° 2,16.10°
[Zn(L+)(C1)3] (3) 0,36.10° 1,73.10° 2,30.10°
1,36.10°° 1,06.10°° 1,57.10°°

[Zn(L2)(CI).] (4)
[Zn(L4)2] (S)
[Zn(L2).] (6)

ZnCl,

1,08.10°° 6,37.10° 0,83.10°
0,88.10° 4,65.10° 1,18.10°
>0,13.107 >0,13.10°  >0,13.10°

6 6 "
cisplatina 8,00.10 0,70.10 41,66.10

Outro estudo recente realizado por Daniela Pucci e colaboradores apresenta
a sintese e caracterizacédo de oito compostos de coordenagéo de zinco (Figura 12),
além da avaliagdo das suas respectivas atividades antitumorais frente a trés
linhagens de células causadoras de cancer de préstata (DU145, LNCaP e PC-3). Os
estudos antitumorais foram realizados através do método colorimétrico de MTT para
linhagem PC-3 e através do método colorimétrico MTS para as demais linhagens
investigadas. Os compostos tiveram suas atividades antitumorais avaliadas apos um
periodo de 72 h de incubagao, em triplicata e com a realizagdo de trés experimentos
independentes (PUCCI et al., 2010).
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Figura 12. Estruturas dos compostos de coordenagao de zinco (PUCCI et al., 2010).

Os ligantes Hkt e HQ,, apresentam atividades antitumorais significativas, com
IC50 de 20 e 60 pM para as linhagens DUI145 e LNCaP, respectivamente. Os
ligantes bpy-9, Trop e HQ; ndo apresentaram atividades antitumorais frente a estas
duas linhagens. Com relacédo a terceira linhagem investigada, PC-3, nenhum dos

compostos organicos apresentou atividades antitumorais significativas.

Para os complexos de zinco [(bpy-9)Zn(Trop)(Cl)(Solv)] (1) e [(bpy-
9)Zn(Trop)z] (5) foram encontrados valores de ICs proximos frente a todas as
linhagens testadas, indicando pouca influéncia do numero de moléculas deste
ligante (Trop) coordenadas ao metal sobre as atividades antitumorais apresentadas
pelos mesmos. Para os complexos [(bpy-9)Zn(Hkt),] (6), [(bpy-9)Zn(Qw)2] (7) e [(bpy-
9)Zn(Q1)2] (8) foram obtidos valores de ICso para as linhagens DUI145 e LNCaP
superiores ao valores encontrados para os complexos [(bpy-9)Zn(Hkt)(Cl)(Solv)] (2),
[(bpy-9)Zn(Qw)(CI)(Solv)] (3) e [(bpy-9)Zn(Q:)(Cl)(Solv)] (4), os quais se diferenciam
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por apresentarem apenas uma molécula de cada ligante coordenado ao centro de
zinco. Este estudo indica que os complexos que possuem apenas uma molécula dos
ligantes Hkt, Q, e Q; respectivamente, apresentam melhores atividades antitumorais
frente as linhagens DUI145 e LNCaP (Tabela 3).

Os estudos de atividades antitumorais realizados frente a linhagem PC-3 ndo
indicam diferengas significativas nos valores de ICsp entre os compostos que
possuem duas moléculas do ligante coordenadas ao metal e os compostos que
possuem apenas uma molécula do mesmo ligante coordenada ao centro de zinco.

De uma maneira geral as linhagens DUI145 e PC-3 foram mais sensiveis aos
compostos de zinco testados, enquanto a linhagem LNCaP mostrou-se mais

resistente.

Tabela 3. Resultados das atividades antitumorais apresentados pelos compostos de coordenagao de
zinco, expresso por ICsq (UM zs.d.) (PUCCI et al., 2010).

Compostos DUI145 LNCaP PC-3
Cisplatina 33+1,0 34+04 -—
[(bpy-9)Zn(Trop)(Cl)(Solv)] (1) 45+0,1 17+£1,0 50+0,8
[(bpy-9)Zn(Hkt)(CI)(Solv)] (2) 38+5,0 23+2,0 50+0,6
20+ 5,0 25+5,0 42+04
[(bpy-9)Zn(Qu)(CI)(Solv)] (3)
48+0,2 20+0,2 3,2+0,1
[(bpy-9)Zn(Qy)(CI)(Solv)] (4) ’ ’ ’ ’ ’
3,3+£0,1 18+ 0,6 45+0,2

[(bpy-9)Zn(Trop).] (5)
[(bpy-9)Zn(Hkt).] (6)
[(bpy-9)Zn(Qu)2] (7)
[(bpy-9)Zn(Qy)] (8)

80 + 100 7010 4,2+0,3
>100 > 100 3,9+0,2

10+ 0,6 >100 28+0,1

Além da avaliagao das atividades antitumorais destes complexos de zinco, foi
realizado um segundo experimento para determinar os niveis fosfo-AKT (pAkt), uma
proteina que desempenha um papel importante na sobrevivéncia celular e funciona
como inibidor da proteina p21, esta ultima uma proteina sinalizadora da morte

celular por apoptose. Este estudo foi realizado para todos os oito complexos de
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zinco frente a linhagem PC-3 apds o periodo de incubagao de 48 h. Utilizaram como
controle, células cancerigenas ndo tratadas com os complexos de zinco. Foi
realizado também a determinagédo dos niveis de GAPDH, uma proteina constituinte
das células, muito utilizada para validar os experimentos através da avaliagédo dos
estados celulares. As células tratadas com os compostos (1) e (6) n&o apresentaram
niveis significativos da proteina pAkt portanto foram as que apresentaram os
maiores niveis da proteina p21, porém todas as células tratadas com os compostos
apresentaram diminui¢ao significativa da proteina pAkt (Figura 13). Estes resultados
preliminares indicam que as atividades antitumorais destes compostos de zinco

estdo relacionadas aos processos responsaveis pelo controle da proliferagao celular.

Compostos
C 1 2 34 5 6 7 &
= P — — - wws —  pAkt
G 5 i, S = —  p21

—— . G S g st GAPDH

Figura 13. Immunoblots de pAkt e p21 extraidos de células PC-3 tratadas por 48 h com os
compostos de zinco (PUCCI et al., 2010).
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1.3. Justificativa para os estudos de novos compostos de coordenagao no

tratamento contra o cancer.

Dentre as varias enfermidades que s&o infligidas ao homem, o céancer tem
mostrado ser uma das doengas de maior incidéncia e que possue, um dos mais
dificeis tratamento, visto que ainda nao estdo disponiveis no mercado farmacos ou
métodos de controle mais efetivos.

A quimioterapia ainda continua sendo a principal forma de tratamento para a
maioria dos casos de cancer, onde aliada a outros tratamentos como a radioterapia
alcanga boas taxas de cura e regressao do tumor. Em relagcdo a quimioterapia, a
grande limitagdo continua sendo o problema gerado pelos efeitos toxicos dos
farmacos usados durante o tratamento, os quais ndo sao especificos para o tumor e
provocam fortes efeitos colaterais no organismo do paciente, como nauseas, perda
de cabelo e imunodeficiéncia.

Outro problema muito comum é a resisténcia dos tumores as principais
drogas, intrinseca a alguns tumores e adquirida por outros durante o tratamento,
elevando o numero de falhas terapéuticas e mortes. Este tipo de problema pode
ocorrer nos tratamentos que empregam a cisplatina como agente antineoplasico.

A cisplatina exerce acentuada atividade antitumoral nos canceres
genitourinarios, particularmente o testicular, ovariano e vesical; também €& usada no
tratamento de carcinomas escamosos, como de cabega e pescogo, eséfago e cérvix,
carcinoma de bexiga, tiredides, endométrio, estbmago ou pancreas, de pulméao de
pequenas e nao-pequenas células, sarcomas, tumores trofoblasticos e
coriocarcinoma. Porém, em alguns casos, os tumores desenvolvem resisténcia a
este medicamento durante o tratamento, além de cada vez mais surgirem canceres
resistentes a este composto (MACHADO, 2000).

Por isso, a identificagdo de novos agentes antitumorais mais potentes,
seletivos, e menos toxicos, permanecem como uma das mais urgentes metas para o
combate ao cancer. Devido a esta necessidade muitos compostos de coordenacao
contendo diferentes metais estdo sendo sintetizados e tendo suas atividades
antitumorais investigadas frente a diferentes linhagens de células cancerigenas.

Muitos destes compostos de coordenacido estdo se apresentando como agentes
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promissores contra o cancer, porém os seus mecanismos de acao ainda nao estao
claramente elucidados.

Compostos de coordenacgao obtidos pelo Grupo de Pesquisa em Quimica de
Coordenacéao e Bioinorganica da UENF revelam a obtencdo de novos compostos
com centros metalicos de ferro e cobre que atuam hidroliticamente sobre o DNA, ou
que apresentam as caracteristicas estruturais necessarias, a atividade de nuclease
sintética (FERNANDES et al., 2006; PARRILHA et al., 2008). Além disto, varios
compostos mononucleares de cobre foram ativos frente a células tumorais humanas
(BULL, 2008).

Estes estudos serviram de grande motivagdo para a continuagdo das
pesquisas na busca de novos compostos capazes de interagirem com as moléculas
de DNA e células tumorais, visando a obtengdo de novos compostos de

coordenacgao com atividade antitumoral.
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2. OBJETIVOS

21. Objetivo Geral

Este trabalho tem como o principal objetivo a sintese e a caracterizagao de
uma série de compostos de coordenagdo com o centro metalico de zinco, seguida
de posterior avaliacdo das atividades antitumorais dos mesmos frente a duas

linhagens de células humanas, causadoras de leucémia, U937 e THP-1.

2.2. Objetivos especificos

- Desenvolver ligantes polidentados e caracteriza-los por espectroscopia de

infravermelho e ressonancia magnética nuclear de 'H e °C;

- Sintetizar os compostos de coordenacdo obtidos pela complexacdo entre os

respectivos ligantes e o sal cloreto de zinco;

- Caracterizar os compostos de coordenacdo obtidos pelas técnicas de
espectroscopia de infravermelho, analise elementar (C, H, e N), difracdo de raios X
de monocristal, espectrometria de massas com ionizagédo por electrospray (ESI(+)-

MS e ESI(+)-MS/MS), medidas de condutividade e determinacdo do ponto de fusdo;

- Avaliar a porcentagem de morte celular induzida pelos compostos frente as
linhagens humanas de células tumorais (U937 e THP-1) através do uso da técnica

de microscopia de florescéncia;

- Verificar alteragdes morfolégicas na estrutura das células tumorais, através da

microscopia eletronica de transmissao (M.E.T.);

- Com base nos resultados obtidos, propor mecanismos de atuagdo para os

compostos frente as duas linhagens de células tumorais.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Técnicas empregadas

As sinteses dos ligantes e dos complexos foram realizadas utilizando-se
solventes de grau PA e reagentes de fontes comerciais (Aldrich, Acros, Vetec, Synth
e Merck), sem prévia purificagdo. As reagbdes organicas foram acompanhadas por
analise cromatografica em camada delgada (TLC) (silica gel 60 Fs4 — Merck), no
solvente adequado. As reacdes foram realizadas sob agitagcado magnética e algumas
delas sob aquecimento; neste caso, foi utilizado banho-maria. Para tanto, foram
utilizadas placas de agitacdo com aquecimento marca Fisatom ou Fisher e
term&metro para o controle da temperatura do banho. Nas sinteses orgéanicas foi

utilizado, quando necessario, evaporador rotatério marca Fisatom.

3.1.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os compostos organicos foram analisados por ressonancia magnética nuclear
de carbono e hidrogénio, os quais foram registrados em um espectrémetro Jeol
modelo Eclipse 400+, operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para "*C, utilizando-
se cloroférmio ou metanol deuterado como solventes. As solugdes foram preparadas
a partir de 10-15 mg de amostra, em 550 uL de solvente em tubos de 2,5 mm com

TMS (tetrametilisilano) como referéncia interna.

3.1.2. Espectroscopia de infravermelho

As analises de infravermelho dos compostos orgénicos e inorganicos foram
realizadas utilizando-se um espectrometro de infravermelho Shimadzu IRA ffinity-1.
As amostras foram analisadas em pastilha de KBr, quando solidos e em filme sob

pastilha de KBr quando liquidas.
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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 (LRX-UFF). As estruturas
foram resolvidas por métodos diretos e refinadas usando os programas SIR97 e
SHELXL97.

3.1.4. Analise elementar

As porcentagens de C, H e N foram determinadas em um analisador de CHN
Thermo Scientific Flash 2000.

3.1.5. Condutimetria

As medidas de condutividade foram obtidas em um condutivimetro Biocristal.
Utilizou-se solventes em grau espectroscopico e concentracdo de 1x10° mol.dm?®

das espécies analisadas. As medidas foram realizadas a 25°C.

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

Os espectros de massas foram obtidos empregando-se um espectrémetro de
massas Q-TOF (Micromass, Manchester, UK). A técnica de ionizagao utilizada foi a
de ionizagdo por electrospray, em modo positivo (ESI(+)-MS). Condi¢des
empregadas: temperatura da fonte: 80°C, temperatura de dessolvagédo: 80°C,
voltagem: 40V, sendo os complexos analisados em metanol/agua (1:1).
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3.1.7. Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi empregada para avaliar a atividade
antitumoral dos complexos de zinco frente as células leucémicas humanas. Foi
utilizado um microscépio de fluorescéncia (Axioplan — Carl Zeiss), sendo as células

classificadas em apoptéticas, necréticas e normais.

3.1.8. Microscopia Eletrénica de Transmissao (M. E. T.)

Para verificar alteragdes morfolégicas nas células tumorais tratadas com os
compostos, as mesmas foram processadas para analise por M.E.T.. Esta analise foi
feita no Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB/UENF) com a colaboragao do
Prof. Milton M. Kanashiro e do Prof. Jodo Carlos de Aquino Almeida. As micrografias
das células tumorais foram obtidas empregando-se o microscopio eletrbnico de

transmissao modelo TEM-900 (Zeiss, Alemanha).
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3.2. Sinteses dos compostos orgénicos

Neste item sdo apresentadas as rotas sintéticas realizadas para obtenc&o dos
ligantes. Com excegao da rota sintética para obtengdo do ligante H2L6, todas as
demais rotas sintéticas ja foram desenvolvidas anteriormente pelo Grupo de
Pesquisa de Quimica de Coordenacdao e Bioinorganica. Estes ligantes foram
utilizados na obtencao dos complexos de zinco, sendo os esquemas de sinteses dos

mesmos apresentados a seguir.

3.2.1. Sintese do ligante N-bis-(2-metilpiridil)Jamina (L,)

A sintese do ligante N-bis-(2-piridilmetil)Jamina (L4) foi realizada através da
rota sintética ja descrita na literatura (NEVES et al., 1995). Rendimento: 8,33 g; 80%.

Esquema 2. Esquema de sintese do ligante L, (NEVES et al., 1995).

3.2.2. Sintese do ligante (2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil)amina (HL;)

O ligante (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (HL,) foi sintetizado utilizando-
se a metodologia previamente descrita na literatura (NEVES et al., 1993).
Rendimento: 4,409g; 72%. Ponto de Fuséao: 55 °C.
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OH
O ’
N NaBH,

Esquema 2. Esquema de sintese do ligante HL, (NEVES et al., 1993).

3.2.3. Sintese do ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)] propilamina (H.L3)

A sintese do ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil) [(3-cloro)(2-hidroxi)]
propilamina (H,L3) foi realizada conforme descrito na literatura (HORN et al., 2000).
Rendimento: 4,42 g; 80 %.

Esquema 3. Esquema de sintese do ligante H,L; (HORN et al., 2000).
3.2.4. Sintese do ligante 1[(piridin-2-ilmetil)Jamino]propan-2-ol (HL,4)

A sintese do ligante 1[(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol (HL4) foi realizada
através da adaptacdo da rota sintética ja descrita na literatura (STRIEGLER e
DITTEL, 2005).
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Esquema 4. Esquema de sintese do ligante HL, (STRIEGLER e DITTEL, 2005).

Em um baldo de fundo redondo contendo 50 cm® de metanol, sob banho de
gelo, foi adicionado o 2-carboxipiridilaldeido (5,0 cm®; 52,3 mmol). Em seguida foi
adicionado lentamente, quantidade equimolar de 1-amino-2-propanol (4,1 cm?; 52,3
mmol). A reagdo permaneceu sob agitagdo por aproximadamente 2 h. Apds este
periodo foi adicionado NaBH4 (2,0 g; 52,3 mmol) lentamente e a reagdo permaneceu
sob agitacdo por mais 2 h. Em seguida a solugdo foi transferida para um baléo
contendo 50 cm® de agua destilada. A solugdo foi concentrada no evaporador
rotatorio até o volume da solugdo de 20 cm>. A seguir foi realizada extragdo com
diclorometano. A fase organica foi adicionado MgSO, anidro, a solucdo foi filtrada e
concentrada no evaporador rotatério a 50°C, obtendo-se um d6leo com coloragao

amarela. Rendimento: 6,16 g; 71%.

3.2.5. Sintese do ligante 2-[piridin-2-ilmetilamino]etanol (HL5)

A sintese do ligante 2-[piridin-2-ilmetilamino]etanol (HLs) foi realizada
conforme a metodologia descrita na literatura (STRIEGLER e DITTEL, 2005).
Rendimento: 5,17 g; 65%.

<:> H2N __MeOH
N~ TcHO NaBH, \V/A\OH

Esquema 5. Esquema de sintese do ligante HL5; (STRIEGLER e DITTEL, 2005).
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3.2.6. Sintese do ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-

propanodiamina-2-ol (HzLse)

A) Sintese da Ftalimida Potassica

Em um baldo de fundo redondo contendo 400 cm® de etanol absoluto foi
adicionado a ftalimida (20 g; 136 mmol). A solucao foi refluxada até total dissolugéo
da mesma. Posteriormente, foram transferidos 30 cm® de uma solucdo de KOH
preparada previamente (15,25 g; 270 mmol de KOH dissolvida em 15 cm?® de agua e
45 cm?® de etanol), obtendo-se imediatamente um sélido esverdeado com o aspecto
brilhante. Este foi filtrado a vacuo e lavado com etanol, obtendo-se a ftalimida
potassica pura (HORN, 2000). Rendimento: 21,74 g; 86%. Ponto de fusao > 300 °C.

B) Sintese do (ftalimidometil)oxirano

A ftalimida potassica (9,26g; 50 mmol) foi transferida para um baldo e em
seguida foi adicionado epicloridrina (30 cm® 386 mmol). A reacdo foi deixada em
refluxo intenso durante 5 h. Apds este periodo houve alteragdo na cor do
precipitado, este apresentou cor branca opaca, diferente da cor brilhante inicial. Em
seguida a solugao foi concentrada no evaporador rotatério a 80°C para a retirada de
qualquer residuo de epicloridina, obtendo-se o epodxido ou (ftalimidometil)oxirano
(HORN, 2000). Rendimento: 8,96 g; 88%. Ponto de fusao: 60 °C.

C) Sintese do ligante HyLg

Em um baldo de fundo contendo 50 cm?® de metanol, foi adicionado a amina
secundaria (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)Jamina (HL») (1,49g; 7,0 mmol). Em
seguida, foi acrescentado o epdxido ou (ftalimidometil)oxirano (1,42g; 7,0 mmol). A
reacao foi deixada sob agitagdo em temperatura ambiente por 72 h. Apds este
periodo, foi obtido um precipitado branco. A solucgéao foi filtrada a vacuo e o ligante
H,Le foi obtido na forma de um pé branco. Rendimento: 2,55 g; 88%. Ponto de fuséo:
116 °C.
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Esquema 6. Esquema de sintese do ligante H,Ls (HORN, 2000).
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3.3. Sinteses dos compostos inorganicos

Neste item serdo apresentadas as sinteses dos complexos de zinco (ll).
3.3.1. Sintese do [Zn(L4)(Cl)2] (1)

Os complexos (1), (2) e (5) foram sintetizados empregando-se a mesma rota
sintética a qual é descrita a seguir. Para obtencdo do complexo (1) reagiu-se uma
solugdo metandlica (15 mL) contendo o pro-ligante N-bis-(2-piridilmetil)amina (L+)
(0,20 g; 1,0 mmol) e uma solugao isopropilica (15 mL) contendo ZnCl;, (0,14 g; 1,0
mmol), resultando na formagado de um sélido bege floculoso. A solugdo permaneceu
sob agitagdo e aquecimento por 1 h, até que o todo sodlido formado fosse
completamente solubilizado. A seguir a solugao foi resfriada a temperatura ambiente
e filtrada varias vezes, até que a solugao se apresentasse limpida. Apés um dia em
repouso foram obtidos monocristais incolores e adequados para estudos

cristalograficos. Rendimento: 0,26g; 77,6%. Ponto de fuséo: 286 °C.

O N

N
NH Zncl, IsopOH/MeOH; \Zn

Q QN Cl

Cl

Esquema 7. Sintese do complexo [Zn(HL4)(Cl),] (1).
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3.3.2. Sintese do [Zn(HL2)(Cl)2] (2)

Para obtengdo do complexo (2) utilizou-se a rota sintética descrita acima na
sintese do complexo (1). A estrutura para este complexo (Esquema 8) esta
representada com base nos resultados de difragdo de Raios X de monocristal

apresentados na sec¢ao 4.2.1. Rendimento: 0,27g; 78,6%. Ponto de fuséo: 193 °C.

@ > N

N
NH . ZnCl, IsopOH/MeOH} —_— /

Cl

Esquema 8. Sintese do complexo [Zn(HL,)(CI);] (2).

3.3.3. Sintese do [Zn(HL3)(CI)] (3)

Para obtencdo do complexo (3) reagiu-se uma solugdo metandlica (15 mL)
contendo o] ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil )[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina (H.L3) (0,31 g; 1,0 mmol) e uma solugdo metandlica ( 15 mL)
contendo ZnCl; (0,14 g; 1,0 mmol), resultando em uma solugdo branca turva. A
mesma foi agitada durante 30 minutos, filirada e transferida para um béquer de 50
mL e deixada em repouso. Apds um dia foram obtidos monocristais incolores,
adequados para estudos cristalograficos. Rendimento: 0,03g; 7%. Quando acetato
de sddio trihidratado (0,82g; 1,0 mmol) é adicionado, obtém-se 0 mesmo complexo,
porém com rendimento de 70% (0,3g) (Assis, 2008; Fernandes, et al., 2010). Ponto
de fusao: 273 °C.
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Esquema 9. Sintese do complexo [Zn(HL3)(CI)] (3).
3.3.4. Sintese do [Zn(HL4)(Cl)2] (4)

Para obtengcdo do complexo (4) reagiu-se uma solucéo isopropilica (15 mL)
contendo o ligante bis(1[(piridina-2-il-metil)-amino]-propan-2-ol) (HL4) (0,17 g; 1,0
mmol) e uma solugao isopropilica (15 mL) contendo ZnCl; (0,14 g; 1,0 mmol),
resultando na formacdo de um sélido bege floculoso. A solugdo permaneceu sob
agitacédo e aquecimento por 1 h, até que o todo sdlido formado fosse completamente
solubilizado. A seguir a solucao foi resfriada a temperatura ambiente e filtrada varias
vezes, até que a solugdo se apresentasse limpida. Apos um dia em repouso o
composto foi obtido na forma de um sdlido microcristalino branco. Rendimento:
0,20g; 68%. Ponto de fusdo: 175 °C.

N
@LN\/A +  ZnCl IsopOH  _ H—y /CI
N OH 2 > I

H /n\

OH

Cl

Esquema 10. Sintese do complexo [Zn(HL,)(Cl),] (4).
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3.3.5. Sintese do [Zn(HL5(Cl)2] (5)

Para obtencdo do complexo (5) utilizou-se a mesma rota sintética descrita

para os complexos (1) e (2). Rendimento: 0,18g; 63%. Ponto de fuséo: 169 °C.

[jv N
@ o
N +  ZnCl IsopOH/MeOH > H\N
N | ~""oH ? —
H / \
OH Cl

Esquema 11. Sintese do [Zn(HL5)(Cl),] (5).

3.3.6. Sintese do [Zn (H2Lg)(CI)]CI. H20 (6)

Para obtengdo do complexo (6) reagiu-se uma solugdo metandlica (15 mL)
contendo o ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-propanodiamina-
2-ol (HzLg) (0,47 g; 1,0 mmol) e uma solugdo metandlica (15 mL) contendo ZnCl,
(0,14 g; 1,0 mmol). A solugao resultante foi refluxada durante 2 h. A seguir a solugao
foi resfriada a temperatura ambiente e filtrada, imediatamente obteve-se um pd
branco. Rendimento: 0,257g; 45%. Ponto de fusdo: 210 °C. A estrutura para este
complexo (Esquema 12) esta representada com base nos resultados de analise

elementar (C, H e N) apresentados na secdo 4.2.3.
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Esquema 12. Sintese do [Zn(H2L6)(CI)]CI. H,O (6).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao dos compostos organicos

Neste item sdo discutidas as caracterizagbes dos compostos organicos, a
qual foi realizada por espectroscopia de infravermelho, RMN 'H e 'C. Estas
caracterizagdes tém por objetivo confirmar a obtengdo de novos ligantes e confirmar
a pureza daqueles que foram sintetizados a partir de metodologias ja descritas na

literatura.

4.1.1. Infravermelho

O espectro de infravermelho para o ligante N-bis-(2-piridilmetil)amina (L1) €
apresentado na Figura 14. A presenga dos grupos piridinicos na estrutura do ligante
pode ser avaliada pelo padrédo de absor¢do da deformagéo angular fora do plano de
C-H (y-CH) e de deformacdo angular do anel (B-anel) dos heteroaromaticos. O
padrdao de absorcdo desses tipos de deformacgdes angulares € determinado pelo
numero de atomos de hidrogénio adjacentes que se deformam em fase. As
absor¢des de deformacéo 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. Uma unica banda elevada nesta regido caracteriza a presenca de
anel benzénico 1,2-dissubstituido pois a inser¢cdo de um heteroatomo no anel
aromatico lhe confere um carater de anel substituido. Portanto, a presenca do
nitrogénio e de um metileno ligada em posi¢des orto a este anel aromatico resulta
em um anel 1,2-dissubstituido, justificando, assim, a presenca de apenas um sinal
intenso em 758 cm™ e caracterizando que este anel aromatico € um anel piridinico
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

O espectro também apresenta as bandas caracteristicas de deformacao axial
do anel aromatico (C=C e C=N) em 1593, 1570, 1475 e 1435 cm™ A presenca dos

grupos metilenos é confirmada pelo aparecimento dos estiramentos C-H alifaticos (v
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2920 e 2831 cm™). Em 3314 cm™ é observado uma banda carcteristica de amina
secundaria (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 14. Espectro de infravermelho para o ligante N-bis-(2-piridilmetil)amina (L) obtido em filme.

Os dados de espectroscopia de infravermelho para o ligante N-bis-(2-

piridilmetil)amina (L1) sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante N-bis-(2-
piridilmetil)amina (L), com suas respectivas atribuigdes.

Numero de onda Numero de onda

(cm™) Atribuicéo (cm™) Atribuic&do
3314 v NH 2831 vs CH,
3062, 3011 VCH womtic 1203 1970, 1475, vy =N

1435
2920 Vas CHy 758 y-CH?; B-anel®

a= deformacgao C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacgao do anel heteraromatico.
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O espectro de infravermelho para o ligante (2-hidroxilbenzil)(2-
piridilmetil)Jamina (HL») (Figura 15) apresenta as bandas caracteristicas de
deformacao axial do anel aromatico (C=C e C=N) em 1593-1430 cm™ e as bandas
em 756 e 748 cm™, caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico. A
presenca da banda de deformacdo axial de C-H de aromaticos em 3042 cm™
também indica a presenca de anel aromatico. A regido alargada préxima a 3000 cm™
€ atribuida a deformacgao axial de O—H em ligagcao de hidrogénio intermolecular ou
agua de hidratagdo. As bandas caracteristicas de deformacao axial assimétrica e
simétrica de C—H alifaticos, também sao observadas em 2947, 2930, 2914 e 2860
cm™. Além disso, é observada uma banda préxima a 3263 cm™, caracteristica de
amina secundaria. Em 1280 cm™ observa-se a banda caracteristica de deformacao
axial de C-O dos fenois (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 15. Espectro de infravermelho para o ligante (2-hidroxilbenzil)(2-piridilmetil)amina (HL;), obtido

em filme.

Os dados da analise do espectro de infravermelho do ligante (2-
hidroxilbenzil)(2-piridilmetil)amina (HL2) séo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante (2-hidroxilbenzil)(2-
piridilmetil)amina (HL,) com suas respectivas atribuigdes.

Numero de onda Atribuigao Numero de onda Atribuicio
(cm™) (cm™)
1593, 1502, 1479, e
3263 v N-H 14541430 v C=C; v C=N
3042, 3011 v CH aromatico 1280 c-0?
2947, 2930, 2914 Vas CHy aitatico 756, 748 y-CH® ; B-anel®

2860 vs CH2 aiifatico

a= deformacgéo axial de C-O de fenol b= deformagdo C-H fora do plano de heteroaromaticos; c=
deformagéo do anel heteraromatico.

O espectro de infravermelho para o ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-
piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (H,L3) (Figura 16), foi comparado com o
espectro de infravermelho obtido para o seu precursor HL,. Foi observado que
algumas bandas correspondentes ao ligante HL, estdo presentes no espectro do
ligante H,L3;, indicando que o produto formado apresenta o precursor em sua
estrutura. A banda em 3263 cm™ atribuida ao estiramento N-H observado no
espectro de infravermelho para o ligante HL, ndo foi observado no espectro do
ligante HyL3, pois 0 mesmo ndo a possui em virtude da reagédo com a epicloridrina.
As variacbes do numero de onda das bandas observadas no ligante HyL; em
comparagao ao seu precursor HL, ocorrem devido a variagdo de energia e
geometria da molécula, confirmando a formagdo de um composto organico distinto
do ligante HL,. Neste espectro é possivel observar as bandas caracteristicas da
hidroxila com ligacdo de hidrogénio intermolecular, na faixa 3000-3500 cm™. Em
1250 cm™" observa-se a banda caracteristica de deformagao axial de C-O dos fendis.
Esta mesma banda foi encontrada em 1280 cm™ no espectro de infravermelho para
o ligante HL,, este deslocamento € um forte indicativo da obtenc&o do ligante H,L3
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 16. Espectro de infravermelho para o ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-

hidroxi)]propilamina (H,L3), obtido em filme.

Os dados da analise do espectro de infravermelho para o ligante N-(2-
hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (HoLs) séo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante N-(2-hidroxibenzil)-
N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (H,L3) com suas respectivas atribui¢des.

Numero de onda Atribuicao Numero de onda Atribuicio
(cm™) (cm™)
3000-3500 v OH 159?;1;8812314572’ v C=C: v C=N
3055: 3018 v CHaometico 1250 c-0°
2051 va. CH, 754 4-CH® : p-anel®
2835 ve CH,

a= deformacgao axial de C-O de fenol b= deformacdo C-H fora do plano de heteroaromaticos; c=
deformagéo do anel heteraromatico.
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O espectro de infravermelho para o ligante 1[(piridin-2-ilmetil)Jamino]propan-2-
ol (HL,) (Figura 17), apresenta bandas intensas na regido de 1437 a 1595 cm™
indicando a presenca de anel piridinico (C=C e C=N), além da banda em 764 cm™,
caracteristica da deformacgdo angular fora do plano das ligagdes C-H e da
deformagédo angular do anel dos heteroaromaticos. Estas bandas caracterizam a
presenga do grupo piridinico. A banda de deformacdo axial de C—H aromatico em
3016 cm™', também indica a presenca de anel aromatico. A banda larga na faixa de
3200-3500 cm™” é atribuido a deformacdo axial de O-H. Seria esperada a
observacao da vibragado N-H de amina secundaria, entretanto provavelmente esta se
encontra encoberta pela vibragdo do grupo hidroxila presente na estrutura do ligante
ou em moléculas de agua de hidratagdo. As bandas de deformacéao axial assimétrica
e simétrica de C—H alifaticos sdo observados em 2970, 2930 e 2847 cm™', confirmam
a presenca dos grupos metilenos e metila. Em 1113 cm™ observa-se a banda
caracteristica de deformacgéo axial de C-O dos alcoois secundarios (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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Figura 17. Espectro de infravermelho para o ligante 1[(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol (HL,),

obtido em filme.
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Na Tabela 7 estdo apresentadas as principais bandas observadas no

espectro de infravermelho do ligante 1[(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol (HL4).

Tabela 7. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 1[(piridin-2-
ilmetil)amino]propan-2-ol (HL4), com suas respectivas atribui¢des.

Numero de onda Atribuicéo Numero de onda Atribuicgo
(cm™) (cm™)
3200-3500 v OH 1595, 1572,1458 | Gy c=N
1437
3016 v CHaromatcs 1113 v C-0°
2970, 2930, 2847 vCH,: vCH, 764 4-CHP: B-anel°

a= deformacdo axial de C-O de alcoois secundarios b= deformacdo C-H fora do plano de
heteroaromaticos; c= deformacgao do anel heteraromatico.

O espectro de infravermelho do ligante 2-[(piridin-2-ilmetil)Jamino]etanol (HLs)
(Figura 18) apresenta as bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes na
estrutura proposta, tendo um espectro com mesmo perfil do apresentado pelo ligante
HL4. No entanto, diferente de HL4, HLs possui em sua estrutura um alcool primario e,
portanto apresenta em seu espectro uma banda em 1053 cm'caracteristica da
presenca deste grupo.

O espectro de infravermelho para este ligante apresenta bandas de
deformagdo axial do anel piridinico em 1595-1435 cm™ (C=C e C=N) e bandas
caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico, em 762 cm™. A
presenca de bandas de deformac&o axial de C—H aromatico em 3016 cm™, indica a
presenca de anel aromatico. A banda larga na faixa de 3200-3500 cm™ é atribuida a
deformacgao axial de O—H. Seria esperada a observagao da vibracdo N-H de amina
secundaria, entretanto provavelmente esta se encontra encoberta pela vibragao do
grupo hidroxila presente na estrutura do ligante ou em moléculas de agua de
hidratagdo, semelhante ao apresentado no espectro de infravermelho do ligante HL .
As bandas caracteristicas de deformacdo axial assimétrica e simétrica de C-H
alifatico em 2848 e 2929 cm™, também foram observadas (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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Figura 18. Espectro de infravermelho para o ligante 2-[(piridin-2-ilmetil)amino]etanol (HLs) obtido
em filme.

Os dados da analise do espectro de infravermelho do ligante 2-[(piridin-2-

ilmetil)amino]etanol (HLs) sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante 2-[(piridin-2-
ilmetil)amino]etanol (HLs), com suas respectivas atribuigdes.

Numero de onda Atribuicéo Numero de onda Atribuicgo
(cm™) (cm™)

3200-3500 v OH 1595, 11%25 1arv, v C=C; v C=N
3016 v CHaromatico 1053 v C-0?
2929 Vas CHa 762 y-CH®; B-anel®
2848 vs CH,

a= deformacédo axial de C-O de alcoois primarios b= deformagdo C-H fora do plano de
heteroaromaticos; c= deformagao do anel heteraromatico.

O espectro de infravermelho para a ftalimida potassica, precursor do ligante
N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-propanodiamina-2-ol (H,Ls) (Figura

19), apresenta bandas de deformacéo axial do anel aromatico em 1585, 1566, 1554,
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1504 e 1458 cm™' (C=C) e bandas caracteristicas do anel benzénico 1,2-
dissubstituido em 713 cm™. A presenca de bandas de deformagdo axial de C—H
aromatico em 3043 cm™', também indica a presenca de anel aromatico. A presenca
da banda em 1705 cm™ é atribuida a carbonila (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 19. Espectro de infravermelho para o precursor ftalimida potassica, obtido em filme.

Os dados da analise do espectro de infravermelho do precursor ftalimida potassica
sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor ftalimida
potassica, com suas respectivas atribuicoes.

Numero de onda Atribuicéo Numero de onda Atribuicgo
(cm™) (cm™)
1585, 1566, 1554,
3043 A% CHAromético 1504. 1458 v C=Caromético
1705 v C=0 713 y-CH?; B-anel®

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

O espectro de infravermelho para precursor (Ftalimidometil)oxirano, utilizado
na sintese do ligante HyLg (Figura 20), apresenta bandas de deformacgéo axial do

anel aromatico em 1554, 1535, 1469 e 1431 cm™ (C=C) e banda caracteristica do
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anel 1,2-dissubstituido em 725 cm™. As bandas em 1766 e 1712 cm™ so tipicas da
carbonila. Os estiramentos, simétrico e assimétrico do anel epoxido, correspondem
as bandas em 1257 e 964 cm™ respectivamente (Silverstein e Webster, 2000). As
variagdes na quantidade de bandas atribuidas as carbonilas e seus respectivos
numeros de onda quando comparados ao espectro de infravermelho da ftalimida
potassica €& um forte indicativo da obtencdo do (Ftalimidometil)oxirano
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 20. Espectro de infravermelho para o precursor (Ftalimidometil)oxirano, obtido em filme.

Os dados da analise do espectro de infravermelho do precursor

(Ftalimidometil)oxirano sdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor
(Ftalimidometil)oxirano, com suas respectivas atribuicoes.

Ndmero de onda Atribuigo Numero de onda Atribuico
(cm™) (cm™)
3082 v CHaromatico 1257 vs C-O-C
2939 Vas CHz 964 Vas C-O-C
1766, 1712 v C=0 725 y-CH?; B-ane®

1554, 1535, 1469,

1431 vC=C

a= deformacgao C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacao do anel heteraromatico.

O resultado de espectroscopia de infravermelho obtido para o ligante HsLg, foi
comparado com o espectro de infravermelho obtido para os seus precursores HL, e
o epoxido. Foi observado que algumas bandas correspondentes ao ligante HL, e do
epoxido estdo presentes no espectro do ligante H,Lg, indicando que o produto
formado apresenta os precursores em sua estrutura. A variagao do numero de onda
das bandas obtidas como por exemplo, a variagdo do numero de onda das
carbonilas e da deformacdo axial de C-O dos fendis, ocorre devido a variacdo de
energia e geometria da molécula, confirmando a formacado de um composto organico
distinto dos seus precursores.

O espectro de infravermelho para o ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-
piridilmetil)-1,3-propanodiamina-2-ol (H.Ls) (Figura 21) apresenta bandas de
deformagéo axial do anel aromatico em 1589, 1485 e 1423 cm™ (C=C e C=N) e
bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido, em 756 cm™. A presenca de
bandas de deformacdo axial de C—H aromatico em 3062 cm'1, também indica a
presenca de anel aromatico. A banda larga na faixa de 3000 a 3500 cm’ é
caracteristica de grupos hidroxila com ligagdo de hidrogénio intermolecular. As
bandas caracteristicas de deformacao axial assimétrica e simétrica de C—H alifatico
sd0 observadas em 2843 e 2939 cm”. As bandas em 1766 e 1701 cm™ sao
atribuidas as carbonilas. Em 1250 cm™ observa-se a banda caracteristica de
deformacao axial de C-O dos fendis (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 21. Espectro de infravermelho para o ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-
propanodiamina-2-ol (H,Ls), obtido em filme.

Os dados da analise do espectro de infravermelho do ligante N-Ftaloil-N-(2-
hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-propanodiamina-2-ol (H.Ls) sdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante N-Ftaloil-N-(2-
hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-propanodiamina-2-ol (H,Lg), com suas respectivas atribuigdes.

Ndmero de onda Atribuigdo Numero de onda Atribuiggo
(cm™) (cm™)
3000-3500 v OH 1766, 1701 v C=0
3062 v CHaomaico 1589, 1485, 1423 v C=C; v C=N
2939, 2924 Vas CHa 1250 v C-O°
2843 vs CH, 756 y-CHP; B-anel®

a= deformagéo axial de C-O do fenol b= deformagdo C-H fora do plano de heteroaromaticos; c=
deformacéao do anel heteraromatico.
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4.1.2. Ressonancia magnética nuclear de 'H e °C

Uma vez que as sinteses de todos os ligantes, com excec¢ao do ligante N-
ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridiimetil)-1,3-propanodiamina-2-ol  (H;Lg), foram
realizadas com base na literatura, as analises de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e de carbono foram realizadas com o objetivo de se confirmar a obtenc&o
destes ligantes, bem como de verificar seus respectivos graus de pureza.

No espectro de RMN 'H do ligante N-bis-(2-piridilmetil)amina (L1) (Figura 22)
sdo observados seis sinais referentes a este composto. Entre 8,48 e 7,07 ppm
encontram-se os picos referentes aos hidrogénios aromaticos (H1, Hz, H3 e Hy), pois
estdo na regido mais desblindada. Em 3,90 ppm observa-se um simpleto, o qual é
atribuido aos atomos de hidrogénio dos grupos metilenos (Hs). Observa-se ainda um
simpleto em 2,90 ppm, atribuido ao hidrogénio ligado ao nitrogénio aminico (Hs).
Este apresenta um perfil alargado, o que evidencia a baixa velocidade de troca do
hidrogénio do grupo N-H com o meio (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

5 (ppm)

Figura 22. Espectro de RMN 'H para o ligante N-bis-(2-piridilmetil) amina (L,), obtido em CDClIs.
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Tabela 12. Resultados de RMN 'H para o ligante N-bis-(2-piridilmetil) amina (L).

Multiplicidade Numero de D
5observado(ppm) obspervada Jobservado (HZ) prétons Atl"lbUIQaO

J1_2= 4,03

8,48 Duplo dupleto 2,1 H;
J1_3= 1,83

. J3o=J34= 7,69

7,56 Duplo tripleto 2,0 Hs
J3_1= 1,83

7,28 Dupleto Ju3= 7,69 2,0 H,

7,07 Multipleto - 2,0 H,

3,90 Simpleto - 4.0 Hs

2,90 Simpleto - 1,35 Hs

O espectro de RMN *C (APT) para o ligante N-bis-(2-piridilmetil)amina (L+)
apresentado na Figura 23 apresenta seis sinais, os quais confirmam a presencga dos
seis atomos de carbono em ambientes quimicos diferentes. O sinal localizado na
regido desblindada (54,5 ppm) refere-se aos carbonos alifaticos, enquanto que os
demais s&o atribuidos aos carbonos aromaticos. Por sua vez, o sinal de menor
intensidade com deslocamento proximo a 159 ppm é atribuido ao atomo de carbono
denominado 5, pois intensidades de sinal relativamente baixas estdo associadas a
atomos de carbono nao ligados a atomos de hidrogénio, além do sinal estar
posicionado com intensidade negativa, caracteristico de carbonos quartenarios e
secundarios. Os trés sinais observados na regido proxima a 78 ppm corresponde ao
carbono pertencente ao solvente coloroférmio (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).



74

I T T 7
N o4 123 122 121

| ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

5 (ppm)
Figura 23. Espectro de RMN °C (APT) para o ligante N-bis-(2-piridilmetil) amina (L;), em
CDCl;.

Os dados do espectro de RMN 'C (APT) para o ligante N-bis-(2-

piridilmetil)amina (L1) s&o apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Dados para espectro de RMN c (APT) para o ligante N-bis-(2-piridilmetil)amina (L).

Oobservado(PPM) Atribuicao Oobservado(PPM) Atribuigéo
159,38 Cs 122,12 Cy
149,08 C4 121,77 C.
136,28 Cs 54,50 Ce

No espectro de RMN "H do ligante (2-hidroxilbenzil)(2-piridilmetil)amina (HL>)
(Figura 24) sao observados nove sinais referentes ao composto. Entre 8,58 e 6,77
ppm encontram-se os picos referentes aos hidrogénios aromaticos. O espectro
também apresenta trés simpletos, sendo dois referentes aos hidrogénios alifaticos

dos metilenos (4 e 3,83 ppm) e outro em 2,6 ppm, o qual refere-se ao hidrogénio
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aminico. Este apresenta um perfil alargado, o que evidencia a baixa velocidade de
troca do hidrogénio do grupo N-H com o meio (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Hio
Hg OHyq 4
He
Hg

H7 N—Hs,

f T T
10 8 6 4 2 0
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Figura 24. Espectro de RMN 'H para o ligante (2-hidroxilbenzil)(2-piridilmetil)amina (HL,), obtido em
CDCls.
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Tabela 14. Resultados de RMN 'H para o ligante (2-hidroxilbenzil)(2-piridilmetil)amina (HL,).

Multiplicidade Numero de

5observad0(ppm) observada Jobservado (HZ) prétons Atl"lbUIQéO
J1_2= 5,31
8,58 duplo dupleto 1,0 H,
J1_3= 1,65
J3o= J34= 7,69
7,65 duplo tripleto 1,0 Hs
J3_1= 1,65
7,23-7,15 Multipleto - 3,1 H,, Ha, Ho
6,97 dupleto J75= 7,32 11 H,
6,86 multipleto - 1,0 Hio
J8_7= J3-9= 7,32
6,77 duplo tripleto 1,1 H
J8.10= 0,92 8
4,00 simpleto - 2,2 He
3,83 simpleto - 2,2 Hs
2,60 simpleto - 0,2 Hi,

O espectro de RMN ™C (APT) para o ligante (2-hidroxilbenzil)(2-
piridilmetil)amina (HL,) apresenta treze sinais, sendo que os carbonos aromaticos
encontram-se a esquerda do espectro (6 > 100 ppm), enquanto os alifaticos
apresentam-se a direita do mesmo, confirmando a obtengdo do composto (Figura
25). Os trés sinais observados na regido préoxima a 78 ppm corresponde ao carbono
pertencente ao solvente cloroférmio (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 25. Espectro de RMN "C (APT) do ligante HL,, em CDCls.

Os dados do espectro de RMN "*C (APT) para o ligante (2-hidroxilbenzil)(2-

piridilmetil)amina (HL,) s&o apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Dados para espectro de RMN '°C (APT) para o ligante (2-hidroxilbenzil)(2-
piridilmetil)amina (HL,).

Oobservado(PPM) Atribuicao Oobservado(PPM) Atribuigéo
157,8 Cis 122,5 Cs
153,2 Cs 122,4 Cio
149,4 Cy 119,0 Cy
136,6 Ci1 116,4 Cs
128,7 Cs 53,1 C;
128,5 Ce 51,9 C

122,6 Ci ] ]
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O RMN 'H para o ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina (H,L3) (Figura 26) apresenta entre 8,58 e 6,74 ppm os picos
referentes aos hidrogénios aromaticos. Observa-se que os hidrogénios Hz, Hs € Hg
apresentam-se na mesma faixa de deslocamento (7,28 a 7,11 ppm), isto ocorre
devido a semelhanca do ambiente quimico em que estes se encontram. O
multipleto referente a cinco hidrogénios alifaticos (Hs, He € Hq3) € visto na faixa de
4,10 a 3,68 ppm. Um multipleto € observado em 3,48 ppm, sendo atribuidos aos
hidrogénios do metileno ligado ao cloro. O simpleto em 5,29 ppm ¢é atribuido a
presencga de diclorometano residual na amostra do ligante (Silverstein e Webster,
2000)

Hio
Ho OHyq4
:
7,70 7,65 He i Hua
Hg Hiz
He
Hz N Cl
Hs Hiz Hig
Hy N OH4s
Hy H,
i
8,7 8,6 8,5
\ Hs

I S Y

4
8 (ppm)

Figura 26. Espectro de RMN 'H para o ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina (H,L5), obtido em CDCls.
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Tabela 16. Resultados de RMN 'H para o ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina (HL3).

5observado

Multiplicidade

Numero de

(ppm) observada Jovsenvado (HZ) prétons Atribuigao
8,58 Multipleto - 1,0 H,
J3o= J34= 7,69
7,67 Duplo tripleto 2 e 1,0 Hs
J3_1= 1,83
7,28-7,11 Multipleto - 3,0 H,, Hs € Hg
J7.s= 7,32
7,01 Duplo dupleto 1,0 H
J7_9=1 ,47
6,90-6,74 Multipleto - 2,0 H1o, He
4,10-3,68 Multipleto - 4,9 Hs, Hs € His
3,48 Multipleto - 2,1 Hi4
2,87-2,73 Multipleto - 2,2 Hiz

O espectro de RMN C (APT) para o ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-
piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (H,L3) apresenta dezesseis sinais, sendo
157,36 a 116,64 ppm,

correspondendo aos onze carbonos aromaticos presentes no composto (Figura 27).

que os carbonos aromaticos estdo na faixa de

Os sinais referentes aos cinco carbonos alifaticos estdo na faixa de 68,97 a 47,19

ppm. Observa-se que, semelhante ao ligante HL,, os carbonos Cs e C; do ligante

HoLs, encontram-se em regides de deslocamento diferentes, ja que possuem

ambientes diferentes. Os trés sinais observados na regido proxima a 78 ppm

correspondem ao carbono pertencente ao solvente cloroférmio (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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Figura27. Espectro de RMN Bc (APT) do ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina (H,L3), em CDCl;.

Os dados do espectro de RMN *C (APT) para o ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-

(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (H,L3) s&o apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. . Dados para espectro de RMN Bc (APT) para o ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-
piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (H,L3).

Oobservado(PPM) Atribuigdo Oobservado(PPM) Atribuicao
157,36 Cs 122,09 Cs
156,97 Cis 119,17 Cio
148,69 C4 116,64 Ciz
137,24 Cs 68,97 Cis
129,53 Co 58,54 Ce
129,24 Ci1 58,39 Cis
123,23 Cs 57,34 Cy
122,59 C. 47,19 Cis

O espectro de RMN 'H do ligante [(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol (HL4)
(Figura 28) apresenta entre 8,54 e 7,15 ppm os picos referentes aos hidrogénios
aromaticos, H4, Hy, H3z e Hy4, do anel piridinico, observados como um conjunto de
multipleto, duplo dupleto, duplo tripleto e dupleto, respectivamente. Em 3,91 ppm
observa-se um simpleto, o qual é atribuido aos hidrogénios do metileno ligado ao
anel piridinico (Hs). O multipleto referente ao hidrogénio ligado ao carbono terciario
alifatico é visto em 3,80 ppm (Hg). Dois duplo dupletos sdo observados em 2,74 e
2,41 ppm, sendo atribuidos aos hidrogénios do metileno ligados a amina alifatica.
Este comportamento pode ser atribuido a uma possivel ligagdo de hidrogénio entre o
atomo de nitrogénio da amina alifatica e o grupo O-H, o que impede a rotagdo da
molécula, tornando o ambiente quimico dos hidrogénios H; e Hy diferentes. Os
hidrogénios do grupo metila (Hg) apresentam-se como um dupleto em 1,13 ppm. Em
5,27 ppm observa-se um simpleto, o qual € atribuido a presenca de diclorometano
residual na amostra do ligante (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 28. Espectro de RMN H para o ligante [(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol (HL,4), obtido em
CDCl;

Tabela 18. Resultados de RMN 'H para o ligante [(piridin-2-ilmetil)Jamino]propan-2-ol (HL,).

Multiplicidade Numero de

5observad0 (ppm) observada Jobservado (HZ) pl’étOﬂS Atnbwgéo
8,54 Multipleto - 1,0 H,
. J3_2= J3-4= 7,69

7,63 Dupilo tripleto 0,96 Hi
J3_1: 1,83

7,26 Dupleto Jua3= 7,69 1,0 H,
J2-3= 7,69

7,15 Duplo dupleto 0,8 H,
J2-1: 4,76

3,91 Simpleto - 1,9 Hs

3,81 Multipleto - 0,9 Hg
J7.7'= 12,08

2,74 Duplo dupleto 0,9 H,
J7_8= 2,23
J7’_7= 12,08

2,41 Duplo dupleto 0,9 H
J7'.8= 9,52

1,13 Dupleto Jgg= 6,22 3,0 Ho
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O espectro de RMN "C (APT) para o ligante [(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-
ol (HL4) apresenta nove sinais, sendo que os cinco carbonos aromaticos encontram-
se a esquerda do espectro, entre 159,52 e 122,06 ppm (Figura 29). Os sinais
referentes as quatro carbonos alifaticos encontra-se na regido de 65 a 20 ppm.
Como no APT os carbonos quartenarios e secundarios encontram-se em
intensidades negativas, encontramos os sinais dos carbonos Cs, Cs e C; nesta
situagdo, enquanto que os demais sinais, referentes aos carbonos terciarios e
primarios encontram-se em intensidades positivas. Os trés sinais observados na
regidao proxima a 78 ppm correspondem ao carbono pertencente ao solvente
cloroférmio (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 29. Espectro de RMN c (APT) do ligante [(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol (HL,4), em
CDCl;.

Os dados do espectro de RMN C (APT) para o ligante [(piridin-2-

ilmetil)amino]propan-2-ol (HL4) sdo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19. . Dados para espectro de RMN ¢ (APT) para o ligante HL,.

Oobservado(PPM) Atribuicdo Oobservado(PPM) Atribuigéo
159,52 Cs 65,63 Cs
149,16 C4 56,73 C;
136,59 Cs 54,57 Ce
122,28 C4 20,38 Cy
122,06 C

O espectro de RMN 'H do ligante 2-[(piridin-2-ilmetil)amino]etanol (HLs)
(Figura 30) apresenta sinais entre 8,47 e 7,11 ppm referentes aos hidrogénios
aromaticos os quais ocupam as posi¢des Hq, Hz, Hz e Hs4, do anel piridinico,
observados como um conjunto de multipleto, duplo dupleto, duplo tripleto e dupleto,
respectivamente. Em 3,87 ppm observa-se um simpleto, o qual é atribuido aos
hidrogénios do metileno ligado ao anel piridinico (Hs). Dois tripletos referentes aos
hirogénios dos metilenos Hg e H7 sdo observados em 3,61 e 2,76 ppm. Observa-se
um simpleto em 3,32 ppm, atribuido ao hidrogénio Hg ligado ao atomo de nitrogénio
aminico. Este apresenta um perfil alargado, o que evidencia a baixa velocidade de
troca deste hidrogénio com o meio. Observa-se ainda um sinal em 4,70 ppm
referente a presenca de diclorometano residual na amostra do ligante
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 30. Espectro de RMN 'H para o ligante 2-[(piridin-2-ilmetil)Jamino]etanol (HLs), obtido em

CDCls.

Tabela 20. Resultados de RMN 'H para o ligante 2-[(piridin-2-ilmetil)amino]etanol (HLs).

observado Multiplicidade Numero de Lo
Jobservado (HZ) . AtrlbUIgaO
(ppm) observada protons
8,47 Multipleto - 1,0 H,
J30= J34= 7,69
7,59 Duplo tripleto s 1,0 Hs
J3.1: 1,46
7,23 Dupleto Jua3= 7,69 1,1 H,
J2_3= 7,69
7,11 Duplo dupleto 0,9 H,
J2.1: 4,40
3,87 Simpleto - 1,9 Hs
3,61 Tripleto J8_7= 5,27 1,97 Hg
3,32 Simpleto - 1,6 He
2,76 Tripleto J7g= 5,27 2,0 H;
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O espectro de RMN '*C (APT) para o ligante 2-[(piridin-2-ilmetil)amino]etanol
(HLs) (Figura 31) apresenta oito sinais, sendo que os carbonos aromaticos
encontram-se a esquerda do espectro na faixa entre 156-122,6 ppm. Os sinais dos
carbonos quartenarios e secundarios (Cs, Cs, C; € Cg) respectivamente, encontram-
se em intensidades negativas no espectro. Os carbonos terciaros C4, C,, C3 e C4
encontram-se, em intensidades positivas. Os trés sinais observados na regido
préxima a 78 ppm correspondem ao carbono pertencente ao solvente cloroférmio
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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Figura 31. Espectro de RMN Bc (APT) para o ligante 2-[(piridin-2-iimetil)amino]etanol (HLs), em
CDCl;.

Os dados do espectro de RMN '*C (APT) para o ligante 2-[(piridin-2-

ilmetil)amino]etanol (HLs) sdo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21. Dados para espectro de RMN B¢ (APT) para o ligante 2-[(piridin-2-ilmetil)amino]etanol
(HLs).

Oobservado (PPM) Atribuigdo Oobservado (PPM) Atribuigéo
156 Cs 122,6 C
149 (oF 59 Cs
137 Cs 53 Ce
122,8 C4 50 Cs

O RMN 'H para o ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-
propanodiamina-2-ol (HzLe) (Figura 32), conforme o esperado, apresenta sinais com
deslocamentos semelhantes aos apresentados pelo ligante HL,. Este ultimo foi
utilizado como precursor na sintese do ligante H;Lg. Os sinais referentes aos
hidrogénios alifaticos apresentam desolocamentos e multiplicidades semelhantes
aos apresentados pelo ligante HsL3, isto ocorre devido a semelhanga estrutural entre
estes dois ligantes.

Na regidao entre 8,5 a 6,8 ppm sao observados os sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos. Em 7,87 e 7,84 ppm sado observados dois multipletos,
referentes aos sinais dos hidrogénios aromaticos do grupo ftalimida, Hi e H;
respectivamente. Estes sinais ndo foram observados nos espectros de RMN 'H dos
ligantes HL, e HylL3 indicando a obtencdo do ligante Hyls, 0 qual possui em sua
estrutura o grupo ftalimida. O hidrogénio ligado ao carbono terciario (H4) apresenta-
se em 4,2 ppm. Os hidrogénios H; e Hs encontram-se na mesma faixa de
deslocamento quimico (4 a 3,83 ppm), na forma de um multipleto, devido a
semelhanga do ambiente quimico em que estes se encontram. Os multipletos
referentes aos hidrogénios alifaticos H; e Hg sdo observados respectivamente, em
3,77 e 2,77 ppm. Em 1,7 ppm encontra-se um simpleto atribuido ao hidrogénio Hs do
alcool. Este apresenta um perfil alargado, o que evidencia a baixa velocidade de
troca do hidrogénio O-H com o meio. O tripleto em 1,23 ppm é atribuido a presenca
de etanol como contaminante na amostra do ligante (SILVERSTEIN e WEBSTER,
2000).
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Figura 32. Espectro de RMN 'H para o ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-
propanodiamina-2-ol (H,Ls), obtido em CDCl,.
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Tabela 22. Resultados de RMN 'H para o ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-
propanodiamina-2-ol (H,Lg).

SR IR e
8,55 Dupleto Jo.10= 5,1 1,0 Hg
7,87-7,8 Mutipleto -— 2,6 H,
7,74-7,68 Multipleto 2,5 H,
Jira2= 13,5
7,64 Duplo Tripleto j:'_;":fzg 0.9 Hus
7.2 Duplo Dupleto j:g__:=_57,’132 1.0 Hio
7.1 Multipleto 2,1 Hus, Hia
6,98 Dupleto Jig15= 6,96 1,0 Hi
6,8 Multipleto 2,1 His, His
4,2 Multipleto -— 1,0 H,
4,0-3,83 Multipleto -—-- 4.3 Hs, H-;
3,77-3,64 Multipleto 2,4 Hs
2,77-2,72 Multipleto 1,8 H.
1,7 Simpleto -— 1,8 Hs

N&o foi possivel a obtencéo do espectro de RMN '*C (APT) para o ligante N-
Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-propanodiamina-2-ol (H;Lg) devido a
limitacbes encontradas no equipamento de RMN, contudo foi obtido o espectro de
RMN "3C. A diferenca entre este Gltimo tipo de analise e a RMN "*C (APT), consiste
no fato de que nesta analise ndo é possivel separar os carbonos quartenarios e
secundarios em intensidades negativas e os carbonos terciarios e primarios em
intensidades positivas.

O espectro de RMN "C para o ligante HLg (Figura 33), conforme o esperado
apresenta alguns sinais com deslocamentos semelhantes aos apresentados pelo
ligante HL, e pelo ligante H,Ls. Isto ocorre devido ao fato do ligante HL, ser um
precursor na sintese do ligante HyLs e o ligante H,L; possuir uma grande
semelhanca estrutural com este ligante.

O espectro de RMN 'C para o ligante H.Lg apresenta dezenove sinais, sendo
que os carbonos aromaticos estdo na faixa de 168,57 a 116,74 ppm. Em 168,57
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encontra-se o sinal referente aos carbonos das carbonilas (C47), confirmando a
obtencao do ligante HyLs. Apesar dos carbonos C49 do grupo ftalimida e do carbono
C4 do anel piridinico presentes na estrutura do ligante se encontrarem em ambientes
quimicas diferentes apresentam um unico sinal em 123,4 ppm com intensidade
elevada. Na faixa de 134 a 132 ppm encontram-se os sinais referentes aos demais
carbonos do grupo ftalimida presente no ligante, Cis € Cy, respectivamente. Os
sinais referentes aos cinco carbonos alifaticos estdo na faixa de 67,24 a 42,22 ppm.
Observa-se que, semelhante ao ligante HL,, os carbonos Cs e C7 do ligante Halsg,
encontram-se em regides de deslocamento diferentes, ja que possuem ambientes
quimicos diferentes. Os trés sinais observados na regido proxima a 78 ppm
correspondem ao carbono pertencente ao solvente cloroférmio (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).
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Figura 33. Espectro de RMN 3C do ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-1,3-
propanodiamina-2-ol (H,Lg), em CDCls.
Os dados do espectro de RMN °C para o ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-

N-(2-piridilmetil)-1,3-propanodiamina-2-ol (H,Ls) sdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23. Dados para espectro de RMN B¢ para o ligante N-Ftaloil-N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-
piridilmetil)-1,3-propanodiamina-2-ol (HLg).

Oobservado(PPM) Atribuigdo Oobservado(PPM) Atribuicao
168,57 Ci7 122,63 C,
157,46 Cs 122,27 Cs
157,28 Cis 119,22 Cio
148,90 C4 116,74 Ciz
137,26 Cs 67,24 Cis
134,26 Cx 58,61 Ce
132,08 Cis 58,55 Cis
129,59 Co 58,06 Cy
129,25 Ci1 42,22 Cis

123,40 Cig9; Cy
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4.2. Caracterizagao dos compostos inorganicos

Os compostos de coordenagao obtidos foram caracterizados através do
emprego das técnicas: espectroscopia de infravermelho, ponto de fusdo, analise
elementar (C, H e N) e medidas de condutividade, todas realizadas no LCQUI/Uenf.
Estudos de difragdo de raios X de monocristal foram realizados pelo Professor
Lorenzo C. Viscentin (PUC) no LRDRX-UFF; estudos por espectrometria de massas
com ionizacgao por electrospray foram realizados na Texas A&M University, Estados
Unidos, pela Prof. Christiane Fernandes Horn, durante o seu pos-doutoramento.

Para o complexo [Zn(HL3)(CI)] (3) ja descrito na literatura, foi realizada apenas
a caracterizagao por analise elementar (C, H e N), com o objetivo de confirmar a

obtencao e a pureza do complexo sintetizado.

4.2.1 Difragao de raios X

Foram obtidos monocristais adequados para a resolugdo da estrutura
cristalina por difracdo de raios X para os complexos [Zn(L1)(Cl)2] (1), [Zn(HL2)(Cl)2]
(2) e [Zn(HL5)(Cl);] (5), sendo os resultados apresentados a seguir. Para os
complexos [Zn(HL4)(Cl);] (4) e [Zn(H2Le)(CI)CI. H,O (6), apesar das tentativas
efetuadas, ndo foram obtidos monocristais adequados. Os dados cristalograficos
para o complexo [Zn(HL3)(CI)] (3), foram previamente publicados (FERNANDES et
al., 2010).

O complexo [Zn(L1)(Cl)2] (1) apresenta estrutura mononuclear composta por um
atomo de zinco pentacoordenado, o qual esta coordenado a uma molécula do
ligante L1 e a dois ions cloreto. Os principais comprimentos e angulos de ligagdes
para o complexo (1) sdo apresentados nas Tabelas 24 e 25, sendo a estrutura

apresentada na Figura 34.
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Figura 34. Estrutura de raios X do complexo [Zn(L+)(Cl).] (1).

A molécula do ligante L1 esta coordenada ao centro metalico através dos dois
atomos dos nitrogénios piridinicos, N1 e N3, e do atomo de nitrogénio aminico N2.
No plano equatorial encontram-se os dois nitrogénios piridinicos, o nitrogénio
aminico e o ion cloreto CI2. No plano axial tém-se o ion cloreto CI1, com
comprimento de ligagéo de 2,2650(7) A. O ligante tridentado L1, apds coordenacéo
ao centro metalico de zinco forma dois anéis de cinco membros, com os seguintes
angulos de mordida: 76,00(7)° para N(2)-Zn(1)-N(1) e 76,44(8)° para N(2)-Zn(1)-
N(3). O centro metalico de zinco no complexo (1) apresenta geometria piramide de
base quadrada ligeiramente distorcida, sendo t = 0,18 (== « - p/60) (FERREIRA et
al., 2009). Esta geometria é evidenciada através dos angulos formados pelos
atomos CI1, CI2, N1, N2, e N3, os quais constituem a esfera de coordenacdo do
complexo. A base da piramide apresenta os seguintes angulos: o = 150,22(8)° para
N(1)-Zn(1)-N(3) e B = 139,63(6)° para N(2)-Zn(1)-Cl(2), sendo o o primeiro maior
angulo e B o segundo maior angulo, assim confirmando a geometria piramide base

quadrada distorcida.



Tabela 24. Parametros cristalograficos para o complexo [Zn(L1)(CI),] (1).
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Férmula empirica

Peso molecular
Temperatura

Comprimento de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de cela

Volume da cela
Z

Densidade calculada

Coeficiente de absorcao
F(000)

Dimensoes do cristal
Intervalo de 6 na coleta
Intervalo hkl na coleta
Reflexdes coletadas
Reflexbes independentes

Teta = 25.49°

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.

C12 H13 C|2 N3 Zn
335,52
295(2) K

0,71073 A

Monoclinico

P24/n

a=8,4981(17) A; a= 90°

b =11,914(2) A; = 105, 74(3)°.
c = 14,405(3) A; y=90°

1403,8(5) A3

4

1,588 Mg/m3

2,114 mm-1
680

0,17 x 0,12 x 0,10 mm3

3,05 para 25,49°.
-10<=h<=10, -14<=k<=13, -17<=I<=17
29432

2614 [R(int) = 0,0726]

99,8 %

0,8164 e 0,7151

Full-matrix least-squares on F2
2614 /167

1,043

Rs=0,0272, wR, = 0,0489

R{=0,0478, wR;, = 0,0530

0,232 e -0,220 e.A-3




Tabela 25. Principais comprimentos (A) e angulos de ligagéo (°) para o complexo [Zn(L,)(Cl),] (1).

N(1)-Zn(1) 2,1548(19)  N(1)-Zn(1)-Ci(1) 97,76(6)
N(2)-Zn(1) 2,1460(2) N(2)-Zn(1)-CI(1) 103,56(6)
N(3)-Zn(1) 2,1580(2) N(3)-Zn(1)-CI(1) 99,43(6)
Cl(1)-Zn(1) 2,2650(7) N(1)-Zn(1)-CI(2) 96,53(5)
Cl(2)-zn(1) 2,2598(7) N(2)-Zn(1)-CI(2) 139,63(6)
N(1)-Zn(1)-N(3) 150,22(8) N(3)-Zn(1)-CI(2) 97,16(6)
N(1)-Zn(1)-N(2) 76,00(7) CI(2)-Zn(1)-CI(1) 116,80(4)
N(3)-Zn(1)-N(2) 76,44(8)

O complexo [Zn(HL2)(Cl);] (2) apresenta estrutura mononuclear composta por
um atomo de zinco tetracoordenado, o qual esta ligado a uma molécula do ligante
HL, e dois ions cloreto (Cl1 e CI2). Os principais comprimentos e angulos de
ligacbes para o complexo (2) sdo apresentados nas Tabelas 26 e 27, sendo a

estrutura apresentada na Figura 35.

Figura 35. Estrutura de raios X do complexo [Zn(HL,)(Cl),] (2).
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A molécula do ligante HL, esta coordenada ao centro metalico através do
atomo de nitrogénio piridinico N1 e do atomo de nitrogénio aminico N2. O centro
metalico de zinco no complexo (2) apresenta geometria tetraédrica distorcida
conforme evidenciado pelos angulos formados pelos atomos CI1, CI2, N1 e N2, os
quais constituem a esfera de coordenagdo do complexo. Os angulos em torno do
centro de zinco sao 81,7(1)° para N(1)-Zn(1)-N(2) e 118,25(4)° para CI(1)-Zn1-CI(2).
O ions cloreto CI(1) e Cl(2) apresentam comprimentos de ligacédo de 2,1988(10) A e
2,2214(13) A, respectivamente, tipicos de ligagdes mais fracas devido a maior
labilidade destes ligantes.

O atomo de oxigénio O1 presente no ligante HL, ndo coordenou ao centro
metalico de zinco devido a presenga de quatro ligacbes de hidrogénio
intramoleculares e intermoleculares. Duas liga¢des intramoleculares sdo formadas a
partir da interacdo entre o atomo de oxigénio O1 e os atomos de hidrogénio H6B
(C6) e H7B (C7), conforme apresentado na Figura 36. As duas ligacbes
intermoleculares correspondem as interagbes existentes entre o atomo de oxigénio
O1 e o hidrogénio do atomo de carbono C2 da piridina e entre o atomo de hidrogénio
ligado ao atomo de oxigénio O1 e o atomo CI2 (Figura 36). Além das principais
interacdes que envolvem o atomo de oxigénio O1 do fenol, estdo representados na
Figura 37 as interagdes intermoleculares entre o atomo CI1 e os atomos de
hidrogénios pertencentes ao nitrogénio aminico N2 e ao carbono C4 da piridina.
Todas estas interagbes contribuem para a conformagao esterioquimica do ligante
HL,, afastando o atomo de oxigénio presente no fenol (O1) do centro de zinco e

impedindo a sua coordenagao.
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Figura 36. Estrutura de raios X do complexo [Zn(HL,)(Cl).] (2) com as interagdes intramoleculares

representadas.

Figura 37. Estrutura de raios X do complexo [Zn(HL,)(Cl).] (2) com as interagdes intramoleculares e

intermoleculares representadas.



Tabela 26. Parametros cristalograficos para o complexo [Zn(HL,)(Cl),] (2).

Férmula empirica
Peso molecular

Temperatura

Comprimento de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de cela

Volume da cela

z

Densidade calculada
Coeficiente de absorgao
F(000)

Dimensoes do cristal
Intervalo de 6 na coleta
Intervalo hkl na coleta
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes

Teta = 25.49°

Fatores de transmissao max. e min.

Método de refinamento

Dados/parametros

GOF

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

Picos max. e min.

C13 H14 Clz Nz O Zn
350.56
295(2) K

0,71073 A

Monoclinico

P2./n

a=8,3502(17) A; a= 99,79(3)°
b =9,4156(19) A; p= 111,48(3)°
¢ = 11,005(2)A; y= 108,24(3)°
723,9(3) A®

2

1,608 Mg/m?

2,057 mm’”

356

0,76 x 0,47 x 0,27 mm
2,10 para 25,50°
-10<=h<=10, -11<=k<=11, -13<=I<=13
20491

2667 [R(int) = 0,0520]
99,1 %

0,6066 e 0,3039

. 2
Full-matrix least-squares on F

2667 / 181

1,123

R4 =0,0326, wR, = 0,0681
R+=0,0550, wR, = 0,0809

0,487 e -0,628 e.A®

98
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Tabela 27. Principais comprimentos (A) e angulos de ligagéo (°) para o complexo [Zn(HL,)(Cl),] (2).

N(1)-Zn(1) 2,031(2) N(1)-Zn(1)-CI(1) 116,170(8)
N(2)-Zn(1) 2,057(3) N(2)-Zn(1)-CI(1) 112,38(8)
Cl(1)-Zn(1) 2,1988(10)  N(1)-Zn(1)-Cl(2) 109,13(8)
Cl(2)-Zn(1) 2,2214(13)  N(2)-Zn(1)-Cl(2) 113,74(9)
N(1)-Zn(1)-N(2) 81,66(10) CI(1)-Zn(1)-CI(2) 118,25(4)

O complexo [Zn(HLs)(Cl);] (5) apresenta estrutura mononuclear composta
por um atomo de zinco pentacoordenado, o qual esta coordenado a uma molécula
do ligante HLs e a dois ions cloreto. Os principais comprimentos e angulos de
ligacbes para o complexo (5) sdo apresentados nas Tabelas 28 e 29, sendo a

estrutura apresentada na Figura 38.

Figura 38. Estrutura de raios X do complexo [Zn(HLs)(Cl),] (5).

A molécula do ligante HLs esta coordenada ao centro metalico através do
atomo de nitrogénio piridinico N1, do atomo de nitrogénio aminico N2 e do atomo de
oxigénio O1 do grupo alcool. No plano equatorial encontram-se os dois atomos de
nitrogénios N1 e N2, o atomo de oxigénio O1 que se mantém protonado apés a
coordenagao ao centro metalico e o ion cloreto ClI2; ja no plano axial ttm-se o ion

cloreto CI1.
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No complexo (5), diferentemente do complexo (2), ndo foram observado fortes
ligagbes de hidrogénio intramoleculares entre o atomo de oxigénio O1 e os atomos
de hidrogénios vizinhos, por isso foi possivel a coordenacdo deste atomo de
oxigénio ao centro de zinco. Foram observadas apenas duas interagcbes
intermoleculares entre os hidrogénios do alcool e o atomo de nitrogénio aminico N2
e o atomo CI2 (Figura 39). A presenca de ligagbes de hidrogénio s&o claramente o
principal motivo para as diferencas de geometria apresentadas pelos complexos (2)
e (5).

O ligante tridentado HLs, apos coordenagao ao centro metalico de zinco forma
dois anéis de cinco membros, os quais mostram os seguintes angulos de mordida:
77,95(6)° para N(2)-Zn(1)-N(1) e 74,00(6)° para N(2)-Zn(1)-O(1). O centro metalico
de zinco no complexo (5) apresenta geometria piramide de base quadrada distorcida
com parametro t = 0,44 (FERREIRA et al., 2009). Este valor indica uma geometria
piramide de base quadrada fortemente distorcida, evidenciada através dos angulos
formados pelos atomos CI1, CI2, N1, N2, e O1 os quais constituem a esfera de
coordenacgao do complexo. A base da piramide apresenta os seguintes angulos: o =
151,08(6)° para N(1)-Zn(1)-O(1) e B = 124,64(5)° para N(2)-Zn(1)-ClI(2), confirmando
a geometria piramide base quadrada distorcida. O ion cloreto CI2 que se encontra

trans ao nitrogénico aminico N2 apresenta comprimento de ligagéo de 2,2679(7) A,

tinirn da linaridn maie frara deavidn a mainr lahilidade Adeacta linanta

Figura 39. Estrutura de raios X do complexo [Zn(HLs)(Cl),] (5) com as interagdes intermoleculares

representadas.
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Tabela 28. Parametros cristalograficos para o complexo [Zn(HLs)(Cl),] (5).

Férmula empirica
Peso molecular

Temperatura

Comprimento de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de cela

Volume da cela

z

Densidade calculada
Coeficiente de absorgao
F(000)

Dimensbes do cristal
Intervalo de 0 na coleta
Intervalo hkl na coleta
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes

Teta = 25.49°

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.

Cg H12 C|2 N2 OZn
288,47
295(2) K

0,71073 A

Monoclinico

P2./n

a=10,131 A; a=90°

b ==8,0967(16) A; p=108,99(3)°
c=14,367(3)A;  y=90°
1114,3(4) A3

4

1,720Mg/m?®

2,652 mm’’

584

0,22 x 0,21 x 0,15 mm3

3,29 para 25,50°

-12<=h<=12, -9<=k<=9, -17<=|<=17
19363

1954 [R(int) = 0,0406]

99,6 %

0,6981 and 0,5931

Full-matrix least-squares on F2
1954 /136

1,044

Ry =0,0199, wR; = 0,0427
Rs=0,0258, wR, = 0,0442

0,271 e -0,238 e.A-3
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Tabela 29. Principais comprimentos (A) e angulos de ligagéo ( °) para o complexo [Zn(HLs)(Cl)] (5).

N(1)-zn(1) 2,1244(16) N(2)-Zn(1)-)O(1)
N(2)-Zn(1) 2,0971(17) N(1)-Zn(1)-CI(2)
CI(1)-Zn(1) 2,2180(7) N(2)-Zn(1)-CI(2)
Cl(2)-zn(1) 2,2679(7) N(1)-Zn(1)-CI(1)
0(1)-Zn(1) 2,3150(17) N(2)-Zn(1)-CI(1)
N(1)-Zn(1)-N(2) 77.950(6) CI(2)-Zn(1)-CI(1)
N(1)-Zn(1)-0(1) 151,08 (6) CI(1)-Zn(1)-0(1)

Cl(2)-Zn(1)-0(1)

74,00(6)
98,30(5)
124,64(5)
103,69(5)
98,30(5)
119,26(2)

94,51(5)
91,94(5)

4.2.2 Espectroscopia de infravermelho

O espectro de infravermelho para o complexo [Zn(L1)(Cl)2] (1) (Figura 40)

apresenta as bandas tipicas do anel aromatico (C=C e C=N) em 1570, 1477 e 1442

cm™ e bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico em 760 e

732 cm™, confirmando a presenca do ligante Ly em sua estrutura . A presenca dos

grupos metilenos é confirmada pelo aparecimento dos estiramentos C-H alifaticos

em 2916 e 2866 cm'. Em 3244 cm™ foi observado uma banda carcteristica de

amina secundaria. A presenca de bandas em regides de diferentes numeros de

onda em relagdo ao espectro de infravermelho do ligante Ly mostra que houve

mudanca na geometria da molécula, confirmando a formagdo de um composto

distinto do anterior (ver Tabela 30).
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Figura 40. Espectro de infravermelho para o complexo [Zn(L1)(Cl),] (1), obtido em pastilha de KBr.

Tabela 30. Principais nimeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo
[Zn(L4)(CI)z] (1), com suas respectivas atribuicdes.

Numero de onda Atribuicgo Numero de onda Atribuicgo
(cm™) (cm™)
3244 v NH 2866 v<CH
3066, 3028 v CHaomsico 1570, 1477, 1442 v C=C: v C=N
2916 vas CH, 760, 732 J-CH?; B-anel’

a= deformacgéo C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformagao do anel heteroaromatico.

O espectro de infravermelho para o complexo [Zn(HL2)(Cl),] (2), (Figura 41)
apresenta bandas tipicas do ligante HL,. Em 1593, 1573, 1504, 1454 e 1435 cm’”’
sdo observadas as bandas caracteristicas de deformagao axial do anel aromatico
(C=C e C=N) e uma banda caracteristica do anel 1,2-dissubstituido do grupo
piridinico foi observada em 760 e 732 cm™. A regido alargada préxima a 3300 cm’
atribui-se a deformagao axial de O—H. As bandas caracteristicas de deformagao
axial assimétrica e simétrica de C—H de alifaticos, também sao observadas. Além
disso, é observada uma banda em 3226 cm™, caracteristica de amina secundaria.

Em 1273 cm™ observa-se a banda caracteristica de deformagdo axial de C-O dos
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fendis. A presenca de bandas em regides de diferentes numeros de onda em
relacdo ao espectro de infravermelho do ligante HL, mostra que houve mudanga na
geometria da molécula, confirmando a formagédo de um composto distinto do mesmo
(ver Tabela 31).
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Figura 41. Espectro de infravermelho para o complexo [Zn(HL,)(Cl).] (2), obtido em pastilha de KBr.

Tabela 31. Principais nimeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo
[Zn(HL,)(CI),] (2), com suas respectivas atribui¢cdes.

Ndmero de onda Atribuigdo Numero de onda Atribuiggo
(cm™) (cm™)
3332 v OH 2858 vs CH;
3226 v NH 159134; 5,7134;204’ v C=C; v C=N
3032 v CHaromatico 1273 C-O°
2958, 2939, 2901 Vas CHa 760, 732 y-CHP; p-anel®

a= deformacgao axial de C-O de fenol b= deformacdo C-H fora do plano de heteroaromaticos; c=
deformacao do anel heteraromatico.

O espectro de infravermelho para o complexo [Zn(HL4)(Cl).] (4) (Figura 42)

apresenta as bandas caracteristicas do ligante HLs. Em 1573, 1489 e 1442 cm™ sdo
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observadas bandas caracteristicas de deformacao axial do anel aromatico (C=C, C=N e
C-H). Uma banda caracteristica do anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico foi
observada em 767 cm™. A regido alargada proxima a faixa 3250-3500 cm™ atribui-se a
deformacéao axial de O—H presente em moléculas de hidratagdo e/ou solvatagcdo. Além
disso, € observada uma banda proxima a 3178 cm™, caracteristica da amina
secundaria, em que o hidrogénio ligado ao nitrogénio aminico apresenta fracas
interagdes por ligagcdo de hidrogénio com atomos vizinhos. Esta banda nao foi
observada no espectro do ligante HL4, provavelmente devido a moléculas de hidratagéo
presentes neste ultimo (ver Tabela 32).
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Figura 42. Espectro de infravermelho para o complexo [Zn(HL4)(Cl),] (4), obtido em pastilha de

KBr.

Tabela 32. Principais niumeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo
[Zn(HL4)(CI),] (4) com suas respectivas atribuicdes.

Numero de onda Atribuicdo Numero de onda Atribuicdo
(cm™) (cm™)
3250-3500 v OH 1573, 1489, 1442 v C=C; v C=N
3178 v NH 767 y-CH?; B-anel’
2970, 2939, 2904,
2881 v CHa; v CHa aitatico

a= deformacgéo C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacéo do anel heteraromatico.
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O espectro de infravermelho para o complexo [Zn(HLs)(Cl)2] (5) (Figura 43)
apresenta as bandas caracteristicas do ligante HLs. Em 1570, 1485, 1462 e 1446
cm’' sdo observadas bandas caracteristicas de deformacédo axial do anel aromatico
(C=C e C=N), as bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo
piridinico sd30 observadas em 779 e 737 cm”. Uma banda larga atribuida a
deformacgao axial de O—H é observada em 3410 cm™. Foi observado também uma
banda préxima em 3228 cm™, caracteristica da amina secundaria. Esta, como no
caso anterior, ndo foi observada no espectro do ligante HLs, provavelmente devido a

moléculas de hidratagdo presentes neste ultimo (ver Tabela 33).
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Figura 43. Espectro de infravermelho para o complexo [Zn(HLs)(Cl),] (5), obtido em pastilha de KBr.

Tabela 33. Principais niumeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo
[Zn(HL5)(CI),] (5), com suas respectivas atribuicdes.

Numero de onda Atribuicgo Numero de onda Atribuicio
(cm™) (cm™)
3410 v OH 2893 v<CH,
3228 v NH 1970, 7200 1402y c=c;veaN
3070 v CHaromatico 779, 737 y-CH?; B-anel’
2931 vas CH,

a= deformacgao C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformagao do anel heteroaromatico.
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O espectro de infravermelho para o complexo [Zn(HzLg)(CI)]CI.H,O (6) (Figura
44) apresenta as bandas caracteristicas do ligante HoLs. Em 1500, 1458 e 1423 cm™
sdo observadas bandas caracteristicas de deformagao axial do anel aromatico (C=C
e C=N). As bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico séo
observadas em 759 e 725 cm™ e uma banda larga atribuida & deformaco axial de
O-H na faixa de 3250 a 3500 cm™. Foram observados também duas bandas, em
1770 e 1701 cm™, caracteristicas do grupo carbonila indicando a presencga do ligante
HoLs na estrutura deste complexo. O deslocamento das bandas referente as
carbonila em relagédo ao espectro de infravermelho do ligante H,Lg mostra que houve
mudanga na geometria da molécula, confirmando a formagdo de um composto

distinto do mesmo (ver Tabela 34).
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Figura 44. Espectro de infravermelho para o complexo [Zn(H,Lg)(CI)]CI.H,O (6), obtido em pastilha de
KBr.
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Tabela 34. Principais numeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo
[Zn(H,Le)(CNICI.H,O (6), com suas respectivas atribuigdes.

Numero de onda Atribuigo Numero de onda Atribuico
(cm™) (cm™)
3250-3500 v OH 1770, 1701 vC=0
3066; 3035 v CHaromatico 1500, 1458, 1423 v C=C; v C=N
2939; 2924 vCH, 759, 725 y-CH?; B-anel®

a= deformacao C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformagao do anel heteroaromatico.

4.2.3 Analise elementar

A andlise elementar (C, H e N) revela que o complexo [Zn(L1)(Cl);] (1)
apresenta em sua constituicdo um atomo de zinco, uma molécula do ligante L e
dois ions cloreto coordenados, resultando em um peso molecular de 335,54 g.mol 5

e em um composto neutro.

Tabela 35. Dados de analise de CHN para o complexo [Zn(L,)(CI),] (1).

C12H13CI2N32n %C %H %N
Experimental 42,86 3,95 12,56
Calculado 42,96 3,91 12,52

O complexo [Zn(HL2)(Cl).] (2) apresentou dados de analise elementar (C, H e
N), que concordam com a presenca de um atomo de zinco, uma molécula do ligante
HL, e dois ions cloreto, resultando em um peso molecular de 350,55g.mol”' e em um

complexo neutro.

Tabela 36. Dados de analise de CHN para o complexo [Zn(HL,)(Cl).] (2).
C13H14CIoN>OZn %C %H %N

Experimental 44 57 4,03 8,24
Calculado 44,54 4,03 7,99
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A analise elementar (C, H e N), revela que o complexo [Zn(HL3)(CI)] (3)
apresenta em sua constituicdo um atomo de zinco, uma molécula do ligante Hjls,
com o fenol desprotonado, e um ion cloreto coordenados ao centro metalico. O

complexo é neutro com peso molecular de 406,61 g.mol T

Tabela 37. Dados de analise de CHN para o complexo [Zn(HL3)(CI)] (3).

C16H1gCI2NZOZZn %C %H %N
Experimental 47,29 4,21 7,02
Calculado 47,26 4,46 6,89

A analise elementar (C, H e N), para o complexo [Zn(HL4)(Cl)2] (4) indica a
presenga em sua composi¢do de um atomo de zinco, uma molécula do ligante HL4 e
dois ions cloreto, resultando em um complexo neutro com peso molecular de
302,55g.mol .

Tabela 38. Dados de analise de CHN para o complexo [Zn(HL,)(Cl),] (4).

C9H14CI2NQOZn %C %H %N
Experimental 35,40 4,89 9,16
Calculado 35,73 4,66 9,26

A analise elementar (C, H e N), revela que o complexo [Zn(HLs)(Cl)2] (5)
apresenta em sua constituicdo um atomo de zinco, uma molécula do ligante HLs e
dois ions cloreto, resultando em um complexo neutro com peso molecular de 288,48

g.mol ™.

Tabela 39. Dados de analise de CHN para o complexo [Zn(HLs)(Cl),] (5).
CgH42CIoN,OZn %C %H %N

Experimental 33,47 4,21 9,98
Calculado 33,31 419 9,71
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O complexo [Zn(H2Lg)(CI)]CIL.H2O (6) apresentou dados de analise elementar
(C, H e N), que concordam com a presenca de um atomo de zinco, uma molécula do
ligante HoLs € um ion cloreto coordenados ao centro metalico, além de um ion cloreto
como contra-ion e uma molécula de agua como solvente de cristalizagao, resultando
em um complexo que em solugdo apresenta-se como eletrélito 1:1 com peso

molecular de 571,77 g.mol ™.

Tabela 40. Dados de analise de CHN para o complexo [Zn(H,Lg)(CI)]CI.H,O (6).

C24H250I2N305Zn %C %H %N
Experimental 50,56 410 7,72
Calculado 50,42 4,41 7,35

4.2.4. Condutivimetria

As medidas de condutividade foram realizadas em solu¢cbes de acetonitrila
para todos os complexos sintetizados, com exceg¢ao do complexo (6), para o qual a
medida de condutividade foi realizada em metanol devido a solubilidade do mesmo.
Empregou-se para todas as medidas a concentragdo de 1,0.10° M para os

complexos sob investigacdo. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 41.

Tabela 41. Dados da analise de condutivimetria para os complexos sintetizados.

Complexo Condutividade (uS/cm) Espécie de Solventes
eletrolito®

[Zn(L4)(Cl),] (1) 5,57 ndo-eletrélito acetonitrila

[Zn(HL)(CI)7] (2) 17,31 nao-eletrélito acetonitrila

[Zn(HL4)(CI),] (4) 16,86 ndo-eletrdlito acetonitrila

[Zn(HLs)(Cl),] (5) 3,85 ndo-eletrdlito acetonitrila

[Zn(H,L6)(CI)]CI.H,0 (6) 111,1 1:1 metanol

@ Atribuicdo conforme Geary (1971).

De acordo com a literatura, em acetonitrila, para eletrdlitos 2:1 a

condutividade varia de 220-300 puS/cm, para eletrolitos 1:1 a faixa é de 120-160
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uS/cm e para os nao eletrdlitos a condutividade encontrada deve estar abaixo de
120 uS/cm. Em metanol é possivel verificar as seguintes variagdes nos valores de
condutividade molar: os valores entre 80 e 115 uS/cm correspondem a eletrolitos
1:1, valores entre 160-220 uS/cm correspondem a eletrdlitos 2:1 e valores entre 290
e 350 uS/cm correspondem a eletrolitos 3:1 (Geary, 1971).

Com base nos valores obtidos de condutividade para os complexos
sintetizados, conclui-se que em solugao de acetonitrila, os complexos [Zn(L1)(Cl)2]
(1), [Zn(HL2)(Cl)2] (2), [Zn(HL4)(CI)2] (4) e [Zn(HLs)(CI)2] (5) apresentam-se como
nao eletrolito, ou seja originam um composto neutro em solugdo. Estes resultados
confirmam as estruturas propostas para os complexos com base nos dados de raios
X e anadlise elementar (C, H e N), as quais apresentam dois ions cloretos
coordenados ao centro metalico de zinco. O resultado de condutividade para o
complexo [Zn(HLe)(CH]CI.H2O (6) também confirmou a estrutura proposta. Este
complexo apresenta-se como eletrdlito 1:1, pois possui um ion cloreto como contra-

ion em sua estrutura.

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

Foram obtidos espectro de ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS em solugao
agua:metanol (1:1) para todos os complexos sintetizados. Os dados de ESI(+)-MS
para o complexo [Zn(HL3)(CI)] (3), foram previamente publicados (FERNANDES et
al., 2010).

O espectro de ESI-(+)-MS para o complexo [Zn(L¢)(Cl),] (1) (Figura 45)
apresenta trés espécies catibnicas com m/z 200, 322 e 635. O sinal de m/z 200
corresponde ao cation do ligante L apds protonagdo do nitrogénio aminico,
resultando em [HzL4]", no qual os dois atomos de hidrogénio representados
correspondem aos hidrogénios ligados ao atomo de nitrogénio aminico do ligante; o
sinal de m/z 322 corresponde a uma molécula do ligante L1 apds desprotonagéo do
nitrogénio aminico e coordenagdo de um ion cloreto ao centro metalico de zinco,
além de um cation de sédio interagindo com a molécula do ligante resultando em
[Zn(NaL+)(CI)]*; o sinal de m/z 635 corresponde a uma espécie binuclear, na qual

cada centro metalico de zinco encontra-se coordenado a uma molécula do ligante L,
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uma molécula de agua e um ion hidroxido, estes centros estado ligados por uma
ponte cloreto resultando em [(HL1)(OH,)(OH)Zn-(u-Cl)-Zn(HL4)(OH)(H.0)]*. O
espectro de ESI(+)-MS/MS para o ion referente ao sinal de m/z 635 sugeri que a
perda de um molécula neutra [Zn(HL¢)(CI)(OH)(OH)] , resulta na formagao de um
cation mononuclear com m/z 300. Este cation corresponde a um atomo de zinco
coordenado a uma molécula do ligante L4, uma molécula de agua e um ion hidroxido
resultando em [Zn(HL1)(OH)(OH,)]".

.
+TOF MS: 0.100 to 0.483 min from F4009.wiff Q Max. 336.3 counts.
a=3.55612108453241720e-004, t0=4.59763776288091320e+00° N
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Figura 45. ESI(+)-MS/MS em solugéo de dgua:metanol (1:1) para complexo [Zn(L4)(Cl).] (1).
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O espectro de ESI-(+)-MS em solugdo agua:metanol (1:1) para o complexo
[Zn(HL2)(Cl)2] (2) (Figura 46) apresenta doze espécies catidnicas. Todas estas
espécies foram caracterizadas através da analise dos seus perfis isotopicos. O
complexo (2) no estado sélido encontra-se neutro, por isso a sua estrutura nao foi
observada em solugao, porém a presencga de Zn e Cl foram claramente detectadas.
Foram observadas onze espécies contendo Zn e apenas uma espécie referente ao
ligante HL, (m/z 215).

2,1x10°
] 482,3214
1,4x10° -
491,3050
588,9701
7,0x10" 1
334,8870
| 277,1018
555,040
215,1302 385,1846 e71olli  647.4807
313,238 533,848
0.0 [ T .. L
’ T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
m/z

Figura 46. ESI(+)-MS/MS em solucéo de agua:metanol (1:1) para complexo [Zn(HL,)(CI),] (2).

O sinal de m/z 215 corresponde ao cation do ligante HL, apds protonacao do
nitrogénio aminico, resutando em [HslL,]*, no qual os trés atomos de hidrogénio
representados correspondem aos dois hidrogénios ligados ao atomo de nitrogénio
aminico e ao hidrogénio ligado ao atomo de oxigénio do ligante; o sinal de m/z 277
corresponde a uma molécula do ligante HL, apds desprotonagdo do nitrogénio
aminico e coordenag&o ao centro metalico de zinco resultando em [Zn(HL,)]"; o sinal

de m/z 313 corresponde a uma molécula do ligante HL,, com o nitrogénio aminico
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protonado e um ion cloreto coordenados ao centro metalico de zinco resultando em
[Zn(H2L2)CI]"; o sinal de m/z 335 corresponde a uma molécula do ligante HL,, apos
desprotonagao do oxigénio fendlico e um ion cloreto coordenados ao centro metalico
de zinco, além de um cation de sdédio interagindo com a molécula do ligante
resultando em [Zn(NaHL,)CI)]*; o sinal de m/z 385 corresponde a uma molécula do
ligante HL,, um ion cloreto, uma hidroxila e uma molécula de metanol coordenados
ao centro metalico de zinco, além de um cation de sodio interagindo com a molécula
do ligante, resultando em [Zn(NaH.L2)(OH)(CI)(CHsOH)]" (ver Figura 47).
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Figura 47. ESI(+)-MS/MS em solugdo de agua:metanol (1:1) para complexo [Zn(HL;)(CI);] (2), na

regido de m/z 210 a 420.

O sinal de m/z 482 nao apresenta distribuigdo isotdpica de zinco, infelizmente
nao foi possivel realizar nenhuma proposta de estrutura para este sinal. O sinal de
m/z 491 corresponde a uma molécula do ligante HL, com o nitrogénio aminico
protonado e uma molécula do ligante apds desprotonagdo do nitrogénio aminico

ambas coordenadas a um mesmo centro metalico de zinco, [Zn(H.L,)(HL2)]"; o sinal
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de m/z 533 apresenta distribuicdo isotopica tipica de zinco, infelizmente nao foi
possivel realizar nenhuma proposta de estrutura para este sinal; o sinal de m/z 555
corresponde a uma molécula do ligante HL, com o nitrogénio aminico protonado e
uma molécula do ligante apds desprotonagdo do nitrogénio aminico e duas
moléculas de metanol coordenados a um centro metalico de zinco resultando em
[Zn(H2L2)(HL2)(CH3OH)]"; o sinal de m/z 571 corresponde a uma espécie binuclear,
na qual cada centro metalico de zinco encontra-se coordenado a uma molécula do
ligante HL,, apos desprotonagao dos nitrogénios aminicos e um ion hidroxido como
ponte entre os dois centros de zinco, resultando em [(HL2)Zn-(u-OH)-Zn(HL2)]"
(Figura 48).
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Figura 48. ESI(+)-MS/MS em solugcdo de agua:metanol (1:1) para complexo [Zn(HL,)(CI),] (2), na

regido de m/z 450 a 580.
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O sinal de m/z 589 corresponde a uma espécie binuclear, na qual cada centro
metalico de zinco encontra-se coordenado a uma molécula do ligante HL,, apés
desprotonacao dos nitrogénios aminicos e um ion cloreto atua como ponte entre os
dois centros de zinco resultando em [(HL)Zn-(u-Cl)-Zn(HL2)]"; o sinal de m/z 647
corresponde a uma espécie binuclear, na qual cada centro metéalico de zinco
encontra-se coordenado a uma molécula do ligante HL,, apds desprotonagdo do
oxigénio fendlico. Um ion cloreto esta coordenado a apenas um dos centros
metalicos de zinco e um segundo ion cloreto atua como ponte entre os dois atomos
de zinco, além de um cation de sodio interagindo com uma molécula do ligante,
resultando na estrutura [(NaHL,)Zn-(u-Cl)-Zn(HL2)CI]" (Figura 49).
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Figura 49. ESI(+)-MS/MS em solugédo de agua:metanol (1:1) para complexo [Zn(HL,)(CI),] (2), na
regido de m/z 580 a 700.

Em solugdo sao observadas interessantes processos entre as espécies
[(HL2)Zn-(u-OH)-Zn(HLL,)]" (m/z 571); [(HL2)Zn-(u-C)-Zn(HL2)]" (m/z 589) e
[(NaHL2)Zn-(u-Cl)-Zn(HL2)CI]* (m/z 647). Estas espécies sdo resultados da interagéo
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entre duas espécies monoucleares, [Zn(HL,)]" (m/z 277). Estudos de ESI(+)-MS/MS
para o ion referente ao sinal de m/z 571 sugere que este ion foi formado através da
interacdo de duas espécies de m/z 277 por uma ponte hidroxo. O ion que
corresponde a m/z 589 foi formado de maneira semelhante, ou seja, através da
interacdo entre duas espécies de m/z 277 por uma ponte cloreto; o ion com m/z 647
foi formado através da interagdo entre duas espécies de m/z 277 através de uma
ponte cloreto e um ion cloreto coordenado a um dos centros metalicos de zinco.

Espectros de ESI(+)-MS/MS nao foram obtidos com sucesso para as demais
espécies, em virtude da baixa inensidade dos sinais obtidos. Espectros de ESI(+)-
MS/MS para as espécies com m/z 277, 482 e 491 indicam somente a presenga do
ligante HL, em seus fragmentos.

O espectro de ESI-(+)-MS em solugdo agua:metanol (1:1) para o complexo
[Zn(HL4)(Cl)2] (4) (Figura 50) apresenta cinco espécies catidnicas (m/z 189, 287 e
395, m/z 480 e 495). O sinal de m/z 189 corresponde a uma molécula do ligante HL4
a qual apresenta um cation de sodio interagindo com o atomo de oxigénio do ligante,
[(NaH.L4)]", no qual os dois atomos de hidrogénios representados correspondem
aos atomos de hidrogénio ligados ao atomo de nitrogénio aminico oxigénio do
ligante; o sinal de m/z 287 corresponde a uma molécula do ligante HL4, apds
desprotonagéo do alcool e com um atomo de sodio ligado ao oxigénio do mesmo e
um ion cloreto coordenados ao centro metalico de zinco, [Zn(NaHL4)CI)]*; o sinal de
m/z 395 corresponde a uma molécula do ligante HL4, com o nitrogénio aminico e o
alcool protonados, uma molécula do ligante com o alcool desprotonado coordenados
a um Unico atomo de zinco, resultando em [Zn(H.L4)(HL4)]"; o sinal de m/z 480
corresponde a uma espécie binuclear na qual um centro metalico de zinco encontra-
se coordenado a uma molécula do ligante HL, com o nitrogénio aminico e o oxigénio
do alcool desprotonados, além de um atomo de sddio interagindo com a molécula do
ligante, o segundo centro metalico de zinco encontra-se coordenado apenas a uma
molécula do ligante HL4 apds desprotonagdo do nitrogénio aminico e do alcool, os
centros de zinco estdo unidos através de um das moléculas do ligante, resultando
em [Zn-(u-NaL,)-Zn(L4)]" ; o sinal de m/z 495 corresponde a uma espécie binuclear
na qual cada centro metalico de zinco encontra-se coordenado a uma molécula do
ligante HL4, apds desprotonacdo do alcool, e estdo unidos por uma ponte cloreto,
resultando em [(HL4)Zn-(u-Cl)-Zn(HL4)]". Infelizmente estudos de ESI(+)-MS/MS

para estas espécies indicam somente a presencga do ligante HL4 nos fragmentos.
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Figura 50. ESI(+)-MS/MS em solu¢éo de agua:metanol (1:1) para complexo [Zn(HL4)(CI),] (4).

O espectro de ESI(+)-MS para o complexo [Zn(HLs)(Cl);] (5) (Figura 51)
apresenta seis espécies catidbnicas com m/z 153, 215, 403, 505 e 541. O sinal de
m/z 153 corresponde ao cation do ligante HLs apds protonagcdo do nitrogénio
aminico, [HsLs]", no qual os trés atomos de hidrogénios representados
correspondem aos atomos de hidrogénio ligados ao atomo de nitrogénio aminico e
ao atomo de oxigénio da fungao alcool do ligante; o sinal de m/z 215 corresponde ao
cation contendo o ligante HL5 apds desprotonagao do nitrogénio aminico coordenado
ao centro metalico de zinco, resultando em [Zn(HLs)]"; o sinal de m/z 403
corresponde a duas moléculas do ligante HLs, com os seus nitrogénios aminicos
protonados e um ion cloreto, coordenados a um unico centro metalico de zinco,

resultando em [Zn(H.Ls)2(CI)]*; o sinal m/z 541 corresponde ao cation binuclear de
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zinco, no qual cada centro metalico encontra-se coordenado a uma molécula do
ligante HLs, no qual o nitrogénio aminico e a hidroxilas estdo protonados e um ion
cloreto, além de um terceiro ion cloreto estar presente na forma de ponte entre os
dois centros de zinco, resultando em [(HzLs)(Cl)Zn- (u-Cl)-Zn(HLs)(CN]".

O ESI(+)-MS/MS para o ion com m/z 541, discutido acima, indica que a perda
de um molécula de HCI resulta na formagdo da espécie binuclear [(HLs)Zn-(p-Cl)-
Zn(H2Ls)CI]" com m/z 505; a perda de duas moléculas de HCI resulta na formagao
do cation binuclear [(HLs5)Zn-(u-Cl)-Zn(HLs)]" de m/z 469 ; a perda de uma molécula
neutra [Zn(H2Ls)(Cl)2] (m/z 288) forma a espécie mononuclear [Zn(H2Ls)CI]" com m/z
253, a qual corresponde a uma molécula do ligante HLs, com o nitrogénio aminico e
0 atomo de oxigénio protonados e um ion cloreto coordenados ao centro metalico de

zinco.
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Figura 51. ESI(+)-MS/MS em solugéo de agua:metanol (1:1) para complexo [Zn(HLs)(Cl),] (5).

O espectro de ESI(+)-MS para o complexo [Zn(H.Le)(CI)]CI.H20 (6) (Figura

52) apresenta duas espécies catibnicas (m/z 418 e 516). O sinal de m/z 418

corresponde ao cation do ligante HyLg apés a protonagdo do nitrogénio aminico,
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[HsLe]" , no qual os trés atomos de hidrogénio representados correspondem ao
hidrogénio ligado ao atomo de nitrogénio aminico e aos hidrogénios ligados as dois
atomos de oxigénio do ligante; o sinal de m/z 516 corresponde ao cation do
complexo, [Zn(H.Lg)CI]*. O espectro de ESI(+)-MS/MS para o ion referente ao sinal
de m/z 418 indica que a fragmentagcdo da molécula do ligante H;Ls resulta na
formacgao do ion com m/z 312. O espectro de ESI(+)-MS/MS para o ion com m/z 516
indica que a perda de uma molécula de HCI gera o ion com sinal de m/z 480, o qual
corresponde a uma molécula do ligante H,Ls apds desprotonagdo do fenol

coordenado a um centro metalico de zinco, resultando em [Zn(HLg)]".
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Figura 52. ESI(+)-MS/MS em solugdo de agua:metanol (1:1) para complexo [Zn(H,Le)(CH]CI.H,O (6).
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5. ESTUDOS DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

ApoOs a sintese e completa caracterizagdo dos complexos e dos ligantes,
descritos anteriormente, foram realizados os estudos das atividades antitumorais
destes frente a células leucémicas humanas. Foram estudadas duas linhagens:
THP-1 de linhagem mieldide e U937 de linhagem linfoide. Estes estudos foram
realizados no Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB/UENF) com a
colaboragcdo do Prof. Milton M. Kanashiro. Para a realizagdo destes estudos, as

seguintes etapas foram seguidas:

5.1. Avaliagao das atividades biolégicas dos compostos frente as células em

cultura

5.1.1. Descongelamento de células leucémicas humanas

Colocou-se 5 mL de meio D-MEM/F12 (Gibco BRL, EUA) suplementado com
0,1% de gentamicina (Gibco BRL, EUA) e 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL,
EUA) em 1 tubo de 15 mL. Retirou-se a célula desejada do nitrogénio liquido. As
células foram descongeladas de maneira rapida (banho-maria a 45°C), colocando-se
o criotubo que contém as células em contato com a agua, sob agitacdo. No fluxo
laminar, transferiu-se as células do criotubo para o tubo com 5 mL de meio D-
MEM/F12. Centrifugou-se por 3 minutos na velocidade de 1200 rpm. Ressuspendeu-

se em 3 mL de meio, passando este para uma garrafa de cultura.

5.1.2. Cultura de linhagens de células leucémicas humanas

Células de origem leucémicas humanas THP-1 (linhagem mieldide) e U937
(linhagem linféide) foram cultivadas em meio D-MEM F12 (Gibco, BRL)
suplementado com 0,1% de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal bovino
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(Gibco, BRL). As culturas foram replicadas a cada dois dias e mantidas em estufa a

37°C (Forma Scientific Inc., modelo 3159), com 5% de CO, e umidade controlada.

5.1.3. Congelamento de células leucémicas humanas

Quando as células cultivadas atingem um crescimento superior a 25 ml,
separa-se o conteudo de 4 garrafas, e as células passam pelo processo de
congelamento para reposi¢cao das células descongeladas.

Inicialmente, desprendeu-se os 20 ml de células contidos nas garrafas de
cultura, transferiu-se para um tubo de 15 mL. Centrifugou-se por aproximadamente 4
minutos na velocidade de 1200 rpm e descartou-se o sobrenadante. Em seguida o
“‘pellet” foi ressuspendido, com 900 pL de SFB (Soro Fetal Bovino),
preferencialmente, ou com 900 pL de meio complementado e 10 yL de DMSO. As
células foram entdo transferidas para um criotubo devidamente identificado.
Revestiu-se o criotubo com “plastico de bolhas” e colocou-o a -70°C, no freezer.

ApOs 24 h, transferiu-se o criotubo contendo as células para o nitrogénio liquido.

5.1.4. Avaliagcdo da atividade anitumoral dos compostos frente as células
leucémicas humanas em cultura através da microscopia de

fluorescéncia.

Foram utilizadas cerca de 4 garrafas de cultura de um tipo celular. Foram
transferidos 4 mL do meio de cultura de cada garrafa para um tubo de 15 mL e
homogeneizou-se. Misturou-se 50 uL das células e 50 yL de corante Tripan Blue,
homogeneizou-se e, a seguir, as células foram contadas numa camara de Neubauer
(4 quadrantes). Foi necessario ajustar o numero de células para a concentragao de
1x10° para posterior uso no experimento, diluindo ou concentrando as células
conforme o necessario.

Os complexos de zinco e os respectivos ligantes foram solubilizados em
pequenas quantidades de solvente (100-200 pL), de acordo com a solubidade dos
mesmos. A seguir as solugbes foram completadas com agua ultra-pura estéril

adicionada até volume final de 1,5 mL conferindo a todas as solugcbes a
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concentracdo de 2.10% mol/L. A partir desta solucéo inicial foi feito diluicio seriada
com os compostos em meio de cultura, D-MEM F12 (Gibco, BRL) suplementado
com 0,1% de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL),
para atingir as respectivas concentragdes finais dos compostos, 400, 200, 100 e 50
MM.

As células leucémicas foram plaqueadas em um volume de 100 uL/poco
(1x1060élulas/mL) em placas de 96 pocos, tratadas com os complexos de zinco nas
concentragdes finais de 50, 100, 200 e 400 yM. O volume total de cada pocgo foi de
200 uL e os mesmos foram mantidos na estufa a 37°C, com 5% de CO, e umidade
controlada. As atividades antitumorais dos ligantes, frente ambas as linhagens
celulares também foram investigadas na maior concentracao testada (400 uM). Nos
experimentos também foram avaliadas as porcentagem de morte celular induzidas
pelo solvente utilizado no preparo das solu¢gdes dos complexos, de acordo com as
concentragbes usadas do mesmo. Além dos tratamentos com os ligantes e os
complexos de zinco foram realizados em todos os experimentos um controle nos
quais as células leucémicas foram investigadas na auséncia de ligantes ou
complexos, com o intuito de avaliar a porcentagem de morte celular que ocorre de
maneira natural e permitir posterior comparacéao.

Os experimentos foram avaliados nos intervalos de 12, 24, 36 e 48 h, nos
quais foram avaliadas a proliferagcao celular e indugdo de morte celular (apoptose
e/ou necrose), pelos compostos testados. Os experimentos foram realizados em

duplicata, sendo utilizados dois pogos para cada concentracio.

5.1.5. Avaliacao da porcentagem de apoptose e/ou necrose de células

leucémicas humanas em cultura por microscopia de fluorescéncia

As células cultivadas na presenca dos compostos foram coradas com uma
solugcao de 1 yg/mL de laranja de acridina e 1 uyg/mL de brometo de etidio. Apds a
montagem em lamina e laminulas, as células foram levadas ao microscopio de
fluorescéncia, sendo contadas aproximadamente 300 células em varios campos
escolhidos aleatoriamente, sendo contabilizadas as células apoptéticas, necréticas e

normais.
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A viabilidade celular foi analisada utilizando-se o método de coloracdo de
células com corantes de DNA, laranja de acridina e brometo de etidio. Laranja de
acridina, um corante vital, entra nas células através da membrana intacta e intercala
no DNA, resultando em uma coloragado verde. Ao contrario, o brometo de etidio &
capaz de penetrar apenas em células com membrana rompida, corando o nucleo de
vermelho (COLIGAN et al., 1992).

Foram adotados padrbes convencionais com relacdo a morfologia e coloragao
das células:

- Células normais: possuem morfologia do nucleo intacta e apresentam coloragéo

verde;

- Células apoptdticas: apresentam reducdo do volume celular, condensagao da

cromatina nuclear, fragmentacdo do nucleo e formagdo de corpos apoptéticos.
Caracterizam-se pela coloracao verde;

- Células necroticas: As células necréticas primarias apresentam aumento do volume

citoplasmatico e perda rapida da integridade da membrana celular, enquanto que as
necroticas secundarias apresentam condensagao da cromatina e fragmentacéo do
nucleo. Apresentam na coloragéo vermelha (Pulido e Parrish, 2003);

Foi calculada a porcentagem de cada populagao celular — células normais,
apoptaticas e necréticas — em relagdo ao total. Foram consideradas neste calculo de
porcentagem, as ceélulas apoptdticas bem como as células que apresentavam

necrose secundaria.

5.2. Estudo das alteragdoes morfolégicas nas células tumorais promovidas
pelos compostos de coordenacao através da microscopia eletrénica de

transmissao (M. E. T.)

Para verificar alteragdes morfolégicas nas células tumorais tratadas com os
complexos de zinco, as mesmas foram processadas para analise por M.E.T.
(Microscopia eletrénica de transmisséo). Este estudo foi realizado no Centro de
Biociéncias e Biotecnologia (CBB/UENF) com a colaboragéo do Prof. Jodo Carlos de
Aquino Almeida do Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microorganismos/
UENF.
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Foram preparadas amostras para M.E.T. das células U937 e THP-1 apds
incubagdo com o complexo [Zn(HL4)(Cl2)] (4), devido aos resultados das atividades
antitumorais apresentados pelos compostos de coordenacao.

As linhagens celulares U937 e THP-1 foram replicadas e deixadas em
repouso para que ocorra o crescimento das mesmas, por 24 h. Em seguida foi
realizado o calculo da concentragdo celular nas garrafas, resultando em uma
concentracdo aproximada de 1,5x10° células por garrafa. Os complexos foram
diretamente adicionados as garrafas contendo 5 mL de células, obtendo as
concentragbes de 50, 100 e 200 pM. As células foram mantidas em estufa a 37°C,
com 5% de CO, e umidade controlada por 6 e 12 h. Apds o periodo de incubagao
com os complexos, as células foram centrifugadas por 10 min a 1200 rpm e lavadas
3 vezes com Tampao Salino Fosfato (PBS, pH 7,2).

Nesta etapa do preparo das amostras as células U937 e THP-1 que foram
tratadas com o complexo [Zn(HL4)(Cl,)] (4), tiveram o “pellet” fixado por 90 minutos
com apenas Glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato 0,1M. Apds a etapa de
fixagao todas as células passaram pelo mesmo procedimento.

As células apés fixagdo foram lavadas 3 vezes em uma solugcdo de 5%
sacarose e 0,1M de tampéo cacodilato e pds-fixadas por 20 min protegido da luz
em solucdo 1:1 de 6smio e ferrocianeto de potassio. Apds o periodo de pds-
fixagdo as células foram lavadas trés vezes com solugao de 5% sacarose e 0,1M de
tampao cacodilato, desidratadas sequencialmente em solugcdes de acetona (30, 50,
70, 90 e 100%) e deixadas por uma noite em uma solugéo 1:1 de acetona e resina
epoxi (EPON). A solucédo foi entdo trocada por resina epdxi pura e os tubos
colocados em estufa para polimerizacdo da resina durante 48 h. Os blocos
polimerizados foram seccionados em ultramicrotomo e as sec¢des ultrafinas
colocadas em grades de cobre. As micrografias das células foram obtidas no

Microscopio Eletrénico de Transmissdo modelo TEM-900 (Zeiss, Alemanha).
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6. RESULTADOS DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

6.1. Resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia

As atividades antitumorais dos complexos, dos respectivos ligantes e dos
solventes foram avaliadas frente as duas linhagens de células leucémicas humanas,
U937 e THP-1. Em todos os experimentos foi realizado um controle negativo, no
qual as células ndao receberam nenhuma espécie de tratamento com nenhum
composto. Este controle é de extrema utilidade, pois serve para certificar a
confiabilidade do experimento e também para se comparar os valores de
porcentagem de morte celular obtidos apés o tratamento das células com os
compostos.

O complexo [Zn(L1)(Cl)2] (1) foi solubilizado apenas em agua ultra-pura estéril,
por isso ndo houve necessidade de testar nenhum solvente frente as linhagens de
células leucémicas. A Figura 53 apresenta o resultado de porcentagem de morte
celular obtido para este complexo frente a linhagem celular U937, para o qual nao foi
obsevado nenhuma atividade antitumoral em nenhuma das concentrag¢des testadas.
Porém o ligante L1 (Figura 53) foi capaz de induzir uma alta taxa de morte celular por
apoptose na concentracdo de 400 uM. Apds o periodo de 36 h de incubacao foi
observado aproximadamente 80% de morte celular por apoptose e apds 48 h
observou-se morte de 100% das células por apoptose. Assim, verificou-se neste
experimento, que a taxa de apoptose induzida pelo ligante L1 € dependende do
tempo de incubacdo do mesmo. Nao foram observadas taxas significativas de morte
por necrose para o complexo de zinco e para o seu respectivo ligante. Através do
resultado deste experimento é possivel verificar que ndo houve potencializacdo da
atividade antitumoral do ligante frente a linhagem U937, ap6s complexagdo com sal

metalico de zinco.
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Figura 53. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram
tratadas com diferentes concentragbes do complexo [Zn(L4)(Cl),] (1) e do ligante L, nos tempos de
12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubagéo.
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Figura 54. Avaliacdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram

tratadas com diferentes concentra¢cdes do complexo [Zn(L4)(Cl);] (1), nos tempos de: A) 12, B) 24, C)

36 e D) 48 h, sendo dois pocos para cada intervalo de incubagao.
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Na Figura 55 sdo apresentados os resultados de porcentagem de morte
celular obtido para o complexo [Zn(L1)(Cl)2] (1) frente a linhagem celular THP-1. Foi
obsevado baixa atividade antitumoral. Apos 24 h de incubagdo foi observado
aproximadamente 40% de morte celular por apoptose na concentragéo de 200 uM e
50% na concentracado de 400 uM. Apos este periodo de tempo ndo houve mudancga
significativa na atividade antitumoral. Nas concentrag¢des inferiores a 200 uM nao foi
observado atividade antitumoral significativa para este complexo. O ligante L;
(Figura 55) foi capaz de induzir taxa de morte celular por apoptose de cerca de 50%
na concentracao de 400 yM, apdés 48 h de incubacdo. No intervalo de 36 h de
incubacao foi observado aproximadamente 20% de morte celular por apoptose e nos
periodos de 12 e 24 h de incubagao observou-se 10% de morte celular por apoptose
ap6s a incubagdao com o ligante L4. Assim verificou-se que a taxa de apoptose
induzida pelo ligante Lq frente a linhagem THP-1, é dependende do tempo de
incubagdo do mesmo. N&o foram observadas taxas significativas de morte por
necrose para o complexo de zinco e para o ligante Ly. Apesar da baixa atividade
apresentada pelo complexo [Zn(L1)(Cl)2] (1) , o resultado indica potencializagdo da

atividade antitumoral do ligante apos complexagao com sal metalico de zinco.
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Figura 55. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragdes do complexo [Zn(L4)(Cl);] (1) e do ligante L4, nos
tempos de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacéo.
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Figura 56. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragbes do complexo [Zn(L)(Cl).] (1), nos tempos de: A) 12, B)

24, C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubagéo.

O complexo [Zn(HL2)(Cl);] (2) foi solubilizado em 100 pL de dimetilformamida
e agua ultra-pura estéril, por isso o solvente dimetilformamida foi testado frente as
duas linhagens, THP-1 e U937, entretanto ndo apresentou atividade antitumoral
mensuravel. A Figura 57 apresenta a morte celular promovida pelo complexo (2) e
pelo ligante HL;, frente a linhagem celular U937. Nao foram obsevadas atividades
antitumorais mensuraveis em nenhuma das concentragdes testadas para ambos.
Também nao foram observadas taxas significativas de morte por necrose para o
complexo de zinco e para o seu respectivo ligante. O resultado indica que ndo houve
potencializagdo da atividade antitumoral do ligante apés complexagdo com sal

metalico de zinco.
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Figura 57. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram
tratadas com diferentes concentragdes do complexo [Zn(HL,)(Cl);] (2) e do ligante HL,, nos tempos
de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubagéo.
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Figura 58. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram
tratadas com diferentes concentragées do complexo [Zn(HL,)(CI),] (2), nos tempos de: A) 12, B) 24,

C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubagéo.
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A Figura 59 apresenta os resultados de porcentagem de morte celular
promovidos pelo complexo [Zn(HL)(Cl),] (2), frente a linhagem celular THP-1. Foi
obsevado baixa atividade antitumoral. Nas concentragdes inferiores a 200 uM nao foi
observado nenhuma atividade antitumoral significativa. Apés 48 h de incubacgao foi
observado aproximadamente 35% de morte celular por apoptose na concentragao
de 200 uM e 40% na concentracdo de 400 uM. Nos intervalos de tempo inferiores a
48 h foi verificada porcentagem de morte celular de cerca de 30% para ambas as
concentracdes, indicando uma baixa variagao das atividades com relagdo ao tempo
e as concentragdes de 200 e 400 uM. O ligante HL, n&do apresentou atividade
antitumoral frente a linhagem THP-1, empregando-se a concentragcdo de 400 uM.
Neste experimento ndo foram evidenciadas taxas significativas de morte por necrose
para ambos os tratamentos (ligante HL, e complexo (2)). Apesar da baixa atividade
apresentada pelo complexo (2), o resultado indica potencializagdo da atividade

antitumoral do ligante apés complexagcdo com sal metalico de zinco.
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Figura 59. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragées do complexo [Zn(HL,)(Cl),] (2) e do ligante HL,, nos

tempos de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacéo.
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Figura 60. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragbes do complexo [Zn(HL,)(Cl),] (2), nos tempos de: A) 12,

B) 24, C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacgao.

O complexo [Zn(HL3)(CI)] (3) foi solubilizado em 200 pL de dimetilsulfoxido e
agua ultra-pura estéril, por isso o solvente dimetilsulféxido foi testado frente as duas
linhagens, THP-1 e U937, mas n&o apresentou atividade antitumoral significativa. O
complexo (3) foi capaz de induzir alta porcentagem de morte celular nas
concentragcdes de 200 e 400 uM (Figura 61). Nas concentragdes inferiores a estas
nao foram observadas atividades antitumorais. Apds 12 h de incubacdo foi
observado 100% de morte celular por apoptose, nas concentracées de 200 e 400
MM para o complexo de zinco (3). O ligante HyLz ndo apresentou atividade
antitumoral consideravel, apos 48 h de incubacgao foi verificada 25% de morte celular
por apoptose na concentracdo de 400 uM. Nao foram observadas taxas
significativas de morte por necrose para o complexo de zinco e para o seu
respectivo ligante. Este resultado indica a potencializagdo da atividade antitumoral

do ligante apés complexagado com sal metalico de zinco.



Apoptose (%)

Apoptose(%)

100+
90+
80+
Cl 70+

60+

N—_ | _OH

/ \CI

(3)

N——2Z
3
Apoptose (%)

30+

20+

10

0=

0.00 50.00

Concentragao (LM)

133

E=12h
24 n
E=336 h
E=48 h

100.00 200.00 400.00 400 (H,Ls)

Figura 61. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram

tratadas com diferentes concentragdes do complexo [Zn(HL3)(Cl)] (3) e do ligante H,L3, nos tempos

de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacgao.
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Figura 62. Avaliacdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram

tratadas com diferentes concentragdes do complexo [Zn(HL;3)(Cl)] (3), nos tempos de: A) 12, B) 24,

C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacao.
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O complexo [Zn(HL3)(CI)] (3) apresentou consideravel taxa de morte celular
por apoptose frente a linhagem celular THP-1, na concentracdo de 400 uM (Figura
63). Na concentracéo de 400 uM foi verificada cerca de 40% de morte celular por
apoptose apos 12 h de incubagdo. Houve aumento na atividade antitumoral para os
demais periodos de incubagao; apds 24 h, foi observado 100% de morte celular por
apoptose. Para o complexo (3), na concentragdo de 200 uM, foi observada baixa
atividade antitumoral, 15 e 30% de morte celular nos periodos de 12 e 24 h de
incubacao respectivamente, e 40% nos intervalos de 36 e 48 h de incubacgéo. As
concentragcbes de 50 e 100 uM do complexo (3) ndo foram eficientes frente esta
linhagem celular. O ligante HoLs ndo apresentou atividade antitumoral frente a
linhagem THP-1, na concentracéo testada (400 uM). Neste experimento ndo foram
evidenciadas taxas significativas de morte por necrose para ambos os tratamentos
(complexo (3) e ligante H,Ls3). Estes resultados apresentados nas Figuras 63 e 64
indicam potencializagdo da atividade antitumoral do ligante apés complexagdo com

sal metalico de zinco.
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Figura 63. Avaliagido da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragées do complexo [Zn(HL3)(CI)] (3) e do ligante H,L3;, nos

tempos de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubagéo.
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Figura 64. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragées do complexo [Zn(HL3)(CI)] (3), nos tempos de: A) 12, B)

24, C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacao.

O complexo [Zn(HL4)(CI)2] (4) foi solubilizado apenas em &agua ultra-pura
estéril, por isso ndo houve necessidade de testar nenhum solvente frente as
linhagens de células leucémicas para este experimento. Na concentragao de 400 uM
o complexo apresentou alta atividade antitumoral frente a linhagem U937 (Figura
65), sendo observado 100% de morte celular por apoptose, ja apés 12 h de
incubacdo. Para este composto, na concentracdo de 200 pM, foi observado
crescimento gradativo da porcentagem de morte celular com os periodos de
incubagao: 30% para 12 h, 50% para 24 h, 80% para 36 h e 100 para 48 h. As
concentracdes de 50 e 100 uM nao foram eficientes frente esta linhagem celular. O
ligante HL4 ndo apresentou atividade antitumoral frente a linhagem U937. Neste
experimento ndo foram evidenciadas taxas significativas de morte por necrose para
ambos os tratamentos (ligante HL, e complexo (4)). Estes resultados indicam
potencializagao das atividades antitumorais do ligante apdés complexagcédo com sal

metalico de zinco.
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Figura 65. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram
tratadas com diferentes concentragdes do complexo [Zn(HL,)(Cl),] (4) e do ligante HL,4, nos tempos

de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacgao.
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Figura 66. Avaliacdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram
tratadas com diferentes concentracées do complexo [Zn(HL4)(CI),] (4), nos tempos de: A) 12, B) 24,

C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacao.
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O complexo [Zn(HL4)(Cl)2] (4) apresentou alta taxa de morte celular por
apoptose nas concentragdes de 200 e 400 uM, frente a linhagem THP-1 (Figura 67).
Na concentragao de 200 uM, apés 12 h de incubagédo o complexo promoveu 70% de
morte celular por apoptose, nos demais intervalos de tempo verificou-se 100% de
morte celular. Este complexo na concentracdo de 400 uM, promoveu 100% de morte
celular por apoptose, ja apds 12 h de incubagéo. As concentragdes de 50 e 100 yM
para este complexo nao foram eficientes e o ligante HL4 ndo apresentou atividade
antitumoral frente esta linhagem. Neste experimento ndo foram evidenciadas taxas
significativas de morte por necrose para ambos os tratamentos testados (ligante HL4
e complexo (4)). Estes resultados indicam potencializagdo da atividade antitumoral

do ligante apds complexagdao com sal metalico de zinco.
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Figura 67. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragbes do complexo [Zn(HL4)(CI),] (4) e do ligante HL4, nos

tempos de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubagéo.
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Figura 68. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragées do complexo [Zn(HL,)(Cl),] (4), nos tempos de: A) 12,

B) 24, C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacao.

O complexo [Zn(HLs)(Cl);] (5) apresentou alta taxa de morte celular por
apoptose nas concentracdes de 200 e 400 uM, frente a linhagem U937 (Figura 69).
Na concentracdo de 200 pM, o complexo promoveu 70% de morte celular por
apoptose, apos um periodo de 12 h de incubagdo. Nos demais intervalos de tempo
(24, 36 e 48 h) verificou-se morte de 100% das células tumorais. Na concentracao
de 400 uM, verificou-se a morte de 100% das células por apoptose apds o periodo
de 12 h de incubagdo. As concentracbes de 50 e 100 uM para o complexo (5) n&o
foram eficientes e o ligante HLs n&o apresentou atividade antitumoral, frente esta
linhagem celular na concentragao testada (400 uM). Neste experimento ndao foram
evidenciadas taxas significativas de morte por necrose para ambos os tratamentos
(ligante HLs e complexo (5)). Este resultado indica potencializacdo da atividade

antitumoral do ligante ap6s complexagdo com sal metalico de zinco.
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Figura 69. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram

tratadas com diferentes concentragdes do complexo [Zn(HL5)(Cl),] (5) e do ligante HLs, nos tempos

de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubagéo.
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Figura 70. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram

tratadas com diferentes concentragdes do complexo [Zn(HL5)(Cl),] (5), nos tempos de: A) 12, B) 24,

C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacgao.
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O complexo [Zn(HLs)(CI)2] (5) promoveu elevada taxa de morte celular por
apoptose, frente a linhagem celular THP-1, na concentragéo de 400 uyM (Figura 71).
Nesta concentracao de 400 uM promoveu 90% de morte celular por apoptose apos o
periodo de 12 h de incubacédo. Nos demais periodos de incubagao (24, 36 e 48 h)
foram observados 100% de morte celular por apoptose. Na concentragcao de 200
MM, foi observado uma baixa atividade antitumoral, aproximadamente de 20 a 30%
de morte celular por apoptose apdés os periodos de 12 a 48 h de incubagédo. As
concentragbes de 50 e 100 uM para este complexo ndao foram eficientes para
promover efeito frente esta linnhagem de células leucémicas. O ligante HLs ndo
apresentou atividade antitumoral significativa. Neste experimento ndo foram
evidenciadas taxas significativas de morte por necrose para ambos os tratamentos
(ligante HLs e complexo (5)). Este resultado indica potencializagdo da atividade

antitumoral do ligante apés complexagcéo com sal metalico de zinco.
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Figura 71. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragées do complexo [Zn(HLs)(Cl),] (5) e do ligante HLs, nos

tempos de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacéo.
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Figura 72. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentragées do complexo [Zn(HL5s)(Cl).] (5), nos tempos de: A) 12,

B) 24, C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacao.

O complexo [Zn(H2Ls)(CH]CI (6) foi solubilizado em 100 uL de dimetilsulfoxido
e agua ultra-pura estéril, por isso o solvente dimetilsulféxido foi testado frente as
duas linhagens, THP-1 e U937, entretanto ndo apresentou atividade antitumoral. A
Figura 73 apresenta o resultado de porcentagem de morte celular promovido pelo
complexo (6) frente a linhagem celular U937. Nao foram observadas atividades
antitumorais significativas em nenhuma das concentragdes testadas. O ligante HjlLs
na concentracdo de 400 uM promoveu baixa atividade antitumoral, 27% de morte
celular por apoptose apdés o periodo de 36 e 48 h de incubagdo. Nao foram
observadas taxas significativas de morte por necrose para o complexo de zinco e
para o0 seu respectivo ligante. Este experimento indicou que nao houve
potencializagdo da atividade antitumoral do ligante apds complexagdo com o sal de

zinco.
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Figura 73. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram
tratadas com diferentes concentragdes do complexo [Zn(H,Lg)(CH]CI (6) e do ligante H,Lg, nos tempos

de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubagéo.
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Figura 74. Avaliagado da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células U937 foram
tratadas com diferentes concentragées do complexo [Zn(H,L)(CI)ICI (6), nos tempos de: A) 12, B)

24, C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacgao.
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O complexo [Zn(H2Le)(C1)]CI (6) apresentou baixa atividade antitumoral frente
a linhagem THP-1. A Figura 75 apresenta o resultado de porcentagem de morte
celular promovida por este composto. Para as maiores concentragbes (200 e 400
pMM), foram observadas em torno de 35% de morte celular, apés 24 h de incubacéo.
Para os demais periodos de incubagdo n&o houve variagdo da procentagem de
morte celular por apoptose, sendo verificado cerca de 40% de morte celular. Para as
concentragdes de 50 e 100 uM o complexo induziu menos de 25% de apoptose para
todos os periodos de incubagcdo. O ligante H,Ls apresentou baixa atividade
antitumoral, aproximadamente 18% de morte celular por apoptose apds os periodos
de 36 e 48 h de incubagdo. Nao foram observadas taxas significativas de morte por
necrose para o complexo de zinco e para o seu respectivo ligante. Apesar da baixa
atividade apresentada pelo composto (6), os resultados indicam potencializacéo da

atividade antitumoral do ligante apds complexagado com sal metalico de zinco.
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Figura 75. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentra¢cdes do complexo [Zn(H,Le)(CI)]CI (6) e do ligante H,Lg, Nnos

tempos de 12, 24, 36 e 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacéo.
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Figura 76. Avaliagdo da porcentagem de morte celular por apoptose. Culturas de células THP-1
foram tratadas com diferentes concentracbes do complexo [Zn(H,Le)(CI)ICI (6), nos tempos de: A) 12,

B) 24, C) 36 e D) 48 h, sendo dois pogos para cada intervalo de incubacéo.

Para efeito de melhor comparacdo entre as atividades exibidas pelos
complexos e os seus respectivos ligantes frente as duas linhagens de células
investigadas, foi realizado o calculo de ICsp, ou seja, a concentragdo dos compostos

que induzem a morte em 50% das células tratadas (Tabela 42).
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Tabela 42. |C5, (LM) para os compostos de zinco e seus respectivos ligantes apds o periodo de 48 h
de incubagao.

Linhagens Leucémicas

Compostos uog37 THP-1
Testados (UM ts.d.) (MM zs.d.)
[Zn(L4)(CI),] (1) > 400 > 400
L, 297,2+1,0 > 400
[Zn(HL,)(Cl).] (2) > 400 > 400
HL, > 400 > 400
[Zn(HL3)(CI] (3) 127,3 £ 1,1 214,3 + 1,1
H,L; > 400 > 400
[Zn(HL4)(CI)2] (4) 126,4 + 1,1 126,4 + 1,1
HL, > 400 > 400
[Zn(HLs)(Cl)] (5) 118,7 £ 6,1 231,8 £+ 1,1
HLs > 400 > 400
[Zn(H.Le)(CI)ICI (6) > 400 > 400
H,Le > 400 > 400

Analisando os valores de ICsg apresentados na Tabela 45, observou-se que os
complexos (1), (2) e (6) foram pouco ativos frente a ambas as linhagens celulares
testadas, THP-1 e U937. Estes complexos apresentaram valores de ICsy superiores
a maior concentragao testada, 400 uyM. Os seus respectivos ligantes também néo
foram muito ativos, com excec¢ao do ligante L4 que apresentou atividade antitumoral
frente a linhagem U937 (IC50= 297,2 uM).

Os complexos (3), (4) e (5) foram os mais ativos. O complexo (3) apesar da
semelhanga com os complexos (2) e (6), apresentou moderada atividade frente a
linhagem U937 (ICso= 127,3 pM) porém foi menos ativo para a linhagem THP-1
(ICs0= 214,3 uM). Uma das diferengas etruturais entre os complexos (2), (3) e (6), se
deve ao substituinte ligado ao nitrogénio aminico presente nos seus respectivos
ligantes. Outra diferenga encontra-se no numero de ions cloretos observados nas

esferas de coordenacao destes complexos de zinco (Figura 77).
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Figura 77. Estrutura dos omplexos (2), (3) e (6).

Para o complexo (4) observou-se moderada atividade antitumoral frente as
duas linhagens celulares testadas, sendo encontrados valores de 1Csy de 126,4 uM
para ambas apos o periodo de 48 h de incubacgado. Este resultado indica que o
melhor complexo de zinco desta série € o composto (4), pois mostrou-se capaz de
induzir uma consideravel taxa de morte celular por apoptose nas duas linhagens
investigadas, U937 e THP-1.

O complexo (5) apresentou consideravel atividade antitumoral frente a
linhagem U937 (ICs0= 118,7 uM), porém mostrou-se pouco ativo frente a linhagem
THP-1 (IC50= 231,8 uM). As diferengas nas atividades antitumorais promovidas pelos
complexos (4) e (5) podem estar relacionadas a pequena diferenga estrutural
observada entre estes. A diferenga entre eles consiste apenas na presenga de um
metil a mais no ligante do complexo (4) (Figura 78). Os ligantes HjL3, HL4 € HLs ndo
apresentaram atividades antitumorais mensuraveis frente as duas linhagens

celulares investigadas.

Cl

Figura 78. Estrutura dos omplexos (4) e (5).
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Por meio da microscopia de fluorescéncia foi possivel observar que os
complexos de zinco e os ligantes mencionados induzem a morte de células
leucémicas humanas (THP-1 e U937) majoritariamente por apoptose, sendo o
complexo (4) o mais promissor, com ICso de 126,4 uM para ambas as linhagens

investigadas.

6.2. Resultado da microscopia eletrénica de transmissao (M. E. T.)

Foram preparadas amostras para a microscopia eletrénica de transmissao (M.
E. T.) das células U937 e THP-1 apds incubagdo com o complexo [Zn(HL4)(Cly)] (4)
devido aos resultados das atividades antitumorais apresentados por este composto
de coordenacgdo. As células leucémicas U937 foram tratadas previamente com o
composto [Zn(HL4)(Cl2)] (4) nas concentragbes de 50, 100 e 200 uM e foram
incubadas durante os intervalos de 6 h e 12 h. Apds estes periodos de incubacao as
células U937 foram preparadas, conforme descrito no item 5.2, para realizacdo da
avaliacado da morfologia celular através da técnica de microscopia eletronica de
transmissao.

As micrografias obtidas das células U937 utilizadas como controle, as quais
nao receberam nenhum tipo de tratamento, apds 6 h de incubacédo revelaram um
nucleo grande e disforme, com cromatina difusa e nao condensada. As
mitocdndrias e o reticulo endoplasmatico aparecem normais e em grande numero,

indicando um bom estado celular (Figura 79).
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Figura 79. Células U937 visualizadas por microscopia eletrbnica de transmissdo apdés 6 h de

incubacdo. A) e B) Grupo controle. M — mitocdndria, N — nucleo, RE — Reticulo endoplasmatico.

As células U937 tratadas com o composto [Zn(HL4)(Cl,)] (4) na concentragao

de 50 uM e apds 6 h de incubagdo nao apresentaram alteragdes significativas



149

(Figura 80). As organelas, mitocéndrias e reticulo endoplasmatico, continuam com
aspecto normal e presentes em grande quantidade.

A)

B)

Figura 80. A) e B) Células U937, tratadas com o composto [Zn(HL,)(Cl,)] (4) na concentracdo de 50
MM e apés 6 h de incubagdo, visualizadas por microscopia eletrbnica de transmissdo. M —

mitocoéndria, N — nucleo, RE — Reticulo endoplasmatico.
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As micrografias obtidas das células U937, tratadas com o composto
[Zn(HL4)(Cl2)] (4) na concentracdo de 100 pyM e apos 6 h de incubagéo,
apresentaram uma possivel associagdo entre o reticulo endoplasmatico e a
mitocdndria devido a aproximagado destas duas organelas (Figura 81). Esta
aproximacgéao néo foi observada nas micrografias obtidas do controle, indicando uma
possivel alteracdo celular. As mitocondrias e o reticulo endoplasmatico continuam

com aspecto normal e presentes em grande quantidade.
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Figura 81. Células U937, tratadas com o composto [Zn(HL4)(Cl,)] (4) na concentragdo de 100 uM e
apo6s 6 h de incubagéo, visualizadas por microscopia eletrénica de transmiss&o. A) Associacdo M e

RE. B) CG. CG — complexo de Golgi, M — mitocdndria, N — ndcleo, RE — Reticulo endoplasmatico.

As células U937, tratadas com o composto [Zn(HL4)(Cl;)] (4) na concentragao
de 200 uM e apds 6 h de incubagéao, apresentaram alteragdes razoaveis (Figura 82).

Foi possivel observar a fragmentagcdo do nucleo em algumas células, além das
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organelas n&o estarem claramente visiveis, indicando uma menor preservagédo das

mesmas.

Figura 82. Células U937, tratadas com o composto [Zn(HL,4)(Cl,)] (4) na concentracdo de 200 yM e
apoés 6 h de incubacgdo, visualizadas por microscopia eletrébnica de transmissdo. A) Nucleo

fragmentado. B) Auséncia de RE. M — mitocdndria, N — nucleo, RE — Reticulo endoplasmatico.
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As micrografias obtidas das células U937 utilizadas como controle apos 12 h
de incubacgao revelaram um nucleo grande e disforme, com cromatina difusa e n&o
condensada, similar ao observado anteriormente nas células U937 do grupo controle
ap6s 6 h de incubagdo. As mitocondrias e o reticulo endoplasmatico aparecem

normais e em grande numero, indicando um bom estado celular (Figura 83).

A)

Figura 83. Células U937 visualizadas por microscopia eletrbnica de transmissdo apés 12 h de

incubagao. A) e B) Grupo controle. M — mitocdndria, N — nucleo, RE — Reticulo endoplasmatico.



154

As células U937, tratadas com o composto [Zn(HL4)(Cl;)] (4) na concentragao
de 50 uM e apdés 12 h de incubagao, ndo apresentaram alteragdes significativas
(Figura 84). As mitocdéndrias e o reticulo endoplasmatico sido claramente

observados, continuam com aspecto normal e presentes em grande quantidade.

Figura 84. A) e B) Células U937, tratadas com o composto [Zn(HL,)(Cl,)] (4) na concentracao de 50
MM e apdés 12 h de incubagdo, visualizadas por microscopia eletrbnica de transmissdo. M —

mitocoéndria, N — nucleo, RE — Reticulo endoplasmatico.
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As micrografias obtidas das células U937, tratadas com o composto
[Zn(HL4)(Cl2)] (4) na concentragcdo de 100 pyM e apos 12 h de incubacgéo,
apresentaram uma maior aproximagado entre as mitocdndrias e o reticulo
endoplasmatico. Esta aproximagao entre as organelas pode indicar uma associagao
entre o reticulo endoplasmatico e a mitocéndria (Figura 85). As mitocéndrias e o
reticulo endoplasmatico continuam com aspecto normal e presentes em grandes

quantidades.
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A)

Fid

B)

1 um:

Figura 85. A) e B) Células U937, tratadas com o composto [Zn(HL,)(Cl,)] (4) na concentragdo de 100
MM e apds 12 h de incubagdo, visualizadas por microscopia eletrbnica de transmissdo. M —

mitocoéndria, N — nucleo, RE — Reticulo endoplasmatico.

As células U937, tratadas com o composto [Zn(HL4)(Cl;)] (4) na concentragao

de 200 uM e apds 12 h de incubacgao, apresentaram alteragdes significativas (Figura
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86 e 87). Foi possivel observar a fragmentagdo do nucleo, a condensagdo da
cromatina e a presenca de grande quantidade de vacuolos (Figura 86).

A)

B)

[ —=200 nm——

Figura 86. A) e B) Células U937, tratadas com o composto [Zn(HL,)(Cl,)] (4) na concentragdo de 200
MM e apds 12 h de incubagdo, visualizadas por microscopia eletrbnica de transmissdo. M —

mitocondria, N — nucleo, RE — Reticulo endoplasmatico, V — vacuolos.
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Na Figura 87, foi obervado uma possivel dilatagao do reticulo endoplasmatico
além da fragmentagao do nucleo, da condesagado da cromatina e dos vacuolos. Isto

pode estar relacionado a uma possivel associagao entre mitocdndria e reticulo.

—2 um

Figura 87. Células U937, tratadas com o composto [Zn(HL4)(Cl,)] (4) na concentragdo de 200 uM e
apos 12 h de incubagao, visualizadas por microscopia eletronica de transmissao. A) dilatagdo do RE.
B) Condesagéo de cromatina e presencga de vacuolos. M — mitocéndria, N — nucleo, RE — Reticulo

endoplasmatico, V — vacuolos.
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7. CONCLUSOES

Conclui-se que os objetivos deste trabalho foram alcangados, uma vez que
foram realizadas as sinteses, caracterizacbes e estudos das atividades bioldgicas
frente a linhagens de células leucémicas humanas (THP-1 e U937) induzida por seis
complexos mononucleares de zinco, sendo cinco destes inéditos na litaratura.

Todos os seis ligantes foram previamente sintetizados e caracterizados por
espectroscopia de infravermelho e por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
e de carbono, permitindo confirmar suas obtengdes e seu alto grau de pureza. As
propostas de estrutura para os seis complexos de zinco puderam ser confirmadas
através das técnicas de espectroscopia de infravermelho, analise elementar (C,H , e
N), condutivimetria, ponto de fusdo, espectrometria de massas com ionizagéo por
electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS) e difragdo de raios X. Esta ultima analise
foi utilizada para a caracterizagdo dos complexos (1), (2), (3) e (5), sendo que os
dados cristalograficos para o complexo (3) n&o foram apresentados nesta
dissertagdao, pois foram previamente publicados. Os estudos de caracterizagcéo
indicaram a formacdo de complexos mononucleares de zinco tetracordenados e
pentacoordenados, com geometria tetraédrica distorcida e piramidal de base
quadrada distorcida, respectivamente.

A técnica de espectrometria de massas com ionizagao por electrospray e os
dados de condutivimetria, confirmaram a saida de ions cloreto das esferas de
coordenacao dos complexos quando em solugdo. Assim € possivel concluir que os
complexos estudados apresentam como caracteristica a presenga de posi¢des de
coordenacao livres e ligantes labeis. Dessa forma é possivel que suas atividades
biolégicas nao se relacionem diretamente as estruturas encontradas no estado
sélido, sendo essa uma informagao relevante na investigacdo destes complexos
frente a outros sistemas bioldgicos.

Os resultados das atividades antitumorais indicaram que os complexos (3), (4)
e (5) induziram taxas de morte celular por apoptose significativas frente as células
THP-1 e U937. Por outro lado, os complexos (1), (2) e (6) ndo foram ativos na
inducao de morte celular, frente a ambas as linhagens celulares testadas. Todos os
seis ligantes tiveram suas atividades estudadas frente as duas linhagens celulares
na maior concentracao testada (400 uM) e nao apresentaram taxas significativas de
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morte celular por apoptose, com exceg¢ao do ligante L1, o qual apresentou baixa
atividade antitumoral frente a linhagem U937 (ICso= 297,2 pM).

Os resultados obtidos pela microscopia eletrénica de transmisséo (M. E. T.)
indicam alteragdes morfolégicas nas células U937 apds tratamento com o complexo
(4) na concentracdo de 200 uM e 12 h de incubacédo. Estes estudos possuem um
carater inicial na busca de novos farmacos capazes de serem empregados no

tratamento contra o cancer.
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8. PERSPECTIVAS

Este trabalho apresentou a sintese, caracterizacdo e investigacdo das
atividades antitumorais de seis complexos de zinco frente as linhagens leucémicas
humanas, U937 e THP-1. Os complexos (3), (4) e (5) apresentaram atividades
antitumorais razoaveis frente a ambas linhagens cancerigenas testadas. No futuro
estes complexos talvez sejam agentes promissores no combate contra o cancer.
Para isto muitos outros estudos deveréo ser realizados para melhor investigagao do
potencial das atividades antitumorais e dos mecanismos de agao destes complexos
de zinco.

Este estudo foi restrito a duas linhagens de células leucémicas, por isso é
fundamental a ampliagdo desta invesigagao frente a um numero cada vez maior de
linhagens de células tumorais, causadoras de diferentes tipos de cancer.

Outras alternaivas para o desdobramento deste trabalho seriam estudos de
clivagem de DNA plasmidial em diferentes condigdes, avaliagdo da toxicidade destes
complexos de zinco em células normais do sangue periférico humano, estudos
envolvendo caspases e citocromo C, além dos testes in vivo. Todos estes estudos
serao imprescindiveis para a elucidagdao do mecanismo de agao destes complexos

em ceélulas cancerigenas.
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