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RESUMO

Este trabalho descreve a sintese, andlise estrutural e espectrade@picgplexomeédi-
tosde cobre(ll) com ligantes polidentados derivadas vitamina Be Kz, tendo como
foco principalo desenvolvimento deompostos com atividadentitumoral. Através da
obtencéo de produtos cristalinos adequados para 0 método de digagims X de mo-
nocristalforam analisadg®s angulos e comprimentos de ligacfoliedros de coorde-
nacao parametros de cela unitaria, sistemas cristalinos e grupos esgamiameluci-
dados agstrutura de sete compostos, sendo eles, os complexas (@widoxalalilodi-
tiocarbazatoobre(ll) monohidratade [Cu(HLY) CH2D @), brono(piridoxakalilodi-
tiocarbazato)cobre(lnonohidratade [Cu(HLY)B r H2G\(2), cloro(piridoxakfeniltiose-
micarbazona)cobre(ll)- [Cu(HL?)C | dmfA (3), bromo(piridoxakfeniltiosemicarba-
zona)cobre(lmonohidratadé [Cu(HL?)Br)] A0 BMF (4), brometo de brow(pirido-
xal-tiossemicarbazona)cobre(ll) monohidratf@a(H2L3) B r H.B (5)Aalém dos com-
postos menadiorsemicarbazonistz e menadiondsoniaida Ksiz. Nos complexosle
cobre(ll) os liganteencontrarrsetridentadoscoordenandaeatravés dos atomatoa-
doresoxigéniq nitrogénio e enxofre (ONSYTontudo, deacordo comas medidas ab
angulos de ligacadmbservase queos complexos de boe(ll) estédotetracoordenadoe
apresentam geometii@adado planadistorcida A citotoxicidade dos complexos meta-
licos paradois tipos de células cancerigenas (cél@adich e S180) foram avaliadas
por um ensai@olorimétricocom MTT (brometo de [4,5-dimetiltiazol2-il)-2,5-dife-
niltetrazolio) O complexo(5) foi selecionado para estudar os mecanismos celudares
moleculares subjacentes a sua promissaaoxicidadeem células tumorais-$80 e
Ehrlich, com 1Go 33,30 (0,06 e 16,89(x1,02) respectivamenteSendoassim,foram
realizados osnsai® depara observar a via de morte celular gaiporagao dupla Hoechst
33342/ PI, e a analiske expresdogénicacomRT-gPCR em ambas as células Ehrlich e
S180 expost as ,oadedbdresyltddlosdicamquda miorte celular ocorre
por uma via ppgramadaa apoptosejuecausa danos menores ao organisinavaliacao
da atividadeantitumoraldos compestosK3sz e K3iz também foi avaliada por teste de
MTT em linhagens e céluldaamoras MCF-7 e em células mamucleares do sangue
PBMC, sendestaindicada como célula normal para avaliagédo da seletieidas com-
postos avieados.

Palavras chavé/itamina B, Vitamina Kz, Bases de SchiffCobre(ll), Raos X.
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ABSTRACT

The present study repottse synthesiand structuralandspectroscopianalysis ofa new
copper (II) complexes with polydentate binders derived fBarand Kz vitamin deriva-

tives Thefocusis the development of compounds with antitumor actigitg toobtain
crystalline products suitde for the monocrystdbr DRX assayand thus evaluating the
coordination modes presented by the metallic digobtaining suitable crystalline prod-
ucts for theX-ray diffraction method, the angles and bond lengths, coordinate polyhedra,
unit cell paraneters, crystalline systems and spatial groups were analjizedtructure

of seven compounds were studied. The Cu(ll) complereesv@onohydrateyridoxal S-
allyldithiocarbazateopper (ll)chloride[Cu(HLY)CI]-H20 andmonohydratgyridoxalS-
allyldithiocarbazateopper (Il)bromide [Cu(HLY)Br]-H20, pyridoxal N*-pheny3-thio-
semicarbazoneopper (II) chlorile[Cu(HL?)CI]-dmf, monohydratgyridoxalN*-phenyt
3-thiosemicarbazone copper (1)) bromide  [Cu(HL?Br]-H,O-dmf  and
[Cu(H2L%)Br]Br-H20, in addition to the menadiorsemicarbazones K3tz and menadi-
oneisoniazid compounds K3iz were also characterized by spectroscopic and fihysical
chemical analyse3he singlecrystal Xray study revals that in all cases, the Schiff base
coordinated tridentately through the O8nor atoms, resulting in distorted square pla-
nar coordination geometries with the copper atohing cytotoxicity ofthe complexes
toward two kinds of cancerous cells (Ehrlich anii8® cells) was evaluated by an MTT
3-(4,5dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromideassay. The complex
[Cu(HzL®)Br]Br-H20 was selected towsty both the cellular and molecular rhacisms
underlying its promising cytotoxicitin tumorcdl S-180 and EhrlicHCso 33.30 (*+0.06)

and 16.89 (x1.02) respectively The Hoechst 33342/PI1 dusiiaining assay showed the
typical apoptotic morphology of cagiccells, and the RGPCR analysis revealed that the
gere expressionsvere markedly increased in both the Ehrlich arkBS cells exposed to
10eM for 3 h. According to our results, this complex induces cell death through apoptosis
that causes less damage to the bsltywing potential as a future drug against cancer.
The cyotoxic activity of the compounds K3sz and K3iz were also evaluated byt&T,T

in tumor cell MCF7 and blood mononuclear cells PBMC, which is indicated as a normal
cell to evaluate the selectivity of compounds.

Keywords: Vitamin B6, Vitamin K3, Schiff &es, Copper (lII), Xay.
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A Quimica Medicinal, segundo definicdo ldéernational Union of Pure and Ap-
plied ChemistrfIUPAC)}, é uma area da quimica que engloba aspectos das ciéncias bi-
oldgica, médica e farmacéutica, visando o planejamento, a invenc¢ao, a dasa atben-
tificacdo e a preparacdo de compostos biologicamente ativos, bem c@stodo do
metabolismo, a interpretag do mecanismo de acdo a nivel molecular e a construcdo de
relacdes entre a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica desses @@mpost

A Quimica Bioinorganica Medicinal € uma area interdisciplsmam constante
avanco. E uma ciéncia caracterizadagsiudos dos ions metalicos e seus complexos em
sistemadiolégicos. Como consequéncianhv&endo modulado diversos ligangesa a
formacd® de omplexos metélicositilizados notratamentode diversas enfermidades.
Temse observado que a atividade biot@gdos complexos esta relacionada aos metais
utilizados, a atividade de seus ligantesseia geometria conformaciorfa

O desenvolvimento da quinaicle coordenac&apresentamportancia significa-
tiva devidoa suas estruturas e possiaiticacéescom potenial na farmacologia, bio-
quimica, industriaquimica entre outrasO uso de compostos inorganicos como agentes
terapéuticos é relatado desdardiguidade, porém o destaque da area de bidinarg
ocorredesdeo século XX, a partir da descoberta de novos compostos de arsénio pelo
quimico Paul Ehrlicke que se tornaram base tmatamento de sifili$ Um marco na his-
téria da Quimica Bioinorgéanica foi a aplicacéo no tratiatm do cancer do complegis-

di aminodicloropl atina(]1 | ppartidde 19783ando queo mer c i
atualmente outros corlgxos de platina, como a Carboplatina, sdo utilizados como anti-
metastaticoDesde entdojariadoscomplexos metalicosom propriedades biologicas fo-

ram desenvolvidos e sao utilizados na terapia e diagnéstico de diferentes doencas, tais
como, complexos deuoo utilizados no tratamento de artrite reumatoide, complexos de

prata utilizados como agentes antibacteriaatésm de compostos corgadolinio que

atuam como agentes de contraste no imageamento por ressonancia magnéticd’nuclear

O cobre &im elemento traco essencial que é amplamente distribuido em tecidos
animais e vegats Ele também atua como wuafator para um numero de metaloenzimas
como catalase, peroxidase, citocromo oxidase e galactose oxidastmea a funcao
enzimatica A importancia substancial do cobre nos sistemas biol6gicos aumentou o in-
teresse na quimica de coordenacao do catwedenado #gantes @dadores de elétrons

como sistemas biomiméticoBessa formaps complexos de cobre tém sido estudados
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extensivamente comenalogos ddiomoléculas, como por exemplo, metaloenzimas que
mediam a ativacdo de oxigénio no organistnangeréncia de elétrons e processos de
transporte de elétrofis

As bases de Schiff sdo um grupo ressante de compostos organicos, fgue
mam uma gratte dasse de compostagle se caracterizam pela presenca de um grupo
iminico (RC = N Redsfio versateidevido a sa estabilidade, propriedades quelantes e
aplicagBes biologicad Atualmente, as bases 8ehiff derivadas de vitaminaio estu-
dacas como agentapiimioterapicos em diversos tipos doengas. Além disso, os comple-
X0s metélicos com ligantele base de Schiff derivBps de vitaminas aumentam a absor-

cdoem células aseletividade do complexo metalitb

1.1.Cancer: Um breve panorama

Atualmente o cance¥ uma das doencas masnidasna sociedadeodernade-
vido aos altos indicede mortalidadegfeatos colaterais aos tratamentos e danos irrepara-
veis ao organismoA origem da palavra cancerl&ina canceronde osignificandoé
i ¢ ar a nuga refgr&nciao modo de crescimento, que pode ser comparado as pernas
do crustaceo, quesantroduz na aia para se fixacomo modo de defesa, sendo que esta
relacdo poderia ser comparada ao enraizamento das pfantas

A neoplasia é uma referéncialéfinicdo cientifica de cancer sendo uma doenca
caracterizada peldesenvolvimento de células anormdtsn varios sistemas de células
no corpo, gistem quase 200 tippes quais se diferenciam pedaalocalizagcdano orga-
nismo e sua potencialidade em espa#iepor outros tecidos e érgaos.

O Instituto Nacional do Cancefaz o monitoramento dacidénciadamorbidade
hospitalar eda mortalidadeausados por diversos tipos de cancer, e no ano de 2018, fo-
ram obtidos registros que indicam que no Brasil o tipo de cancer primario com maior
incidéncia em homens € o cancermdstata, com 68.220 novos casos registrados e 0
cancer de mama ocorre comiarancidéncia em mulheres com 59.700 casos novos re-
gistradosEstimase, para o Brasifjue de2018a 2019,havera acorréncia de 600 mil
casos novos de cancer, para cadasaoo que ssas estimativas refletem o perfil de um
pais que possui 0s cancee prostata, pulméo, mama feminiodlon e reto entre os

mais incidente$?
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1.2.Tiossemicarbazona® Ditiocarbazatos
Astiossemicarbazonats() eosditiocarbaaibs @dtc) vém sendo investigados por
muitas décadadEstes compostosdo bases de Schiff derivadas de iminas e formadas
através de reacdes de condensacédo entre um aldeido oucoetamaa tiossemicarba-
zidaou derivados de ditiocarbazatosnformerepresertados naigura 1, sendo os gru-
pos R, R?, R®, R*=H, arilas alilasou alquilas

R rR* R

RleN/NHn/ﬁ\RS =2 \N,NHH/S\RS
S S
a) b)
Figura 1. Representacado da estrutura geral das tiossemicarbazonas em (a) e ditiocarbazatos em (b).

Estes compostospresentam alta desldeacédo eletrbnica, principalmente
quando grupos aromaticos encontrsenligados ao carbono azometintéd* Do ponto
de vista bioldgico, atsce osdtc pertertem a uma classe de stirsias bastante conhe-
cidas por suas importantes aplicacdes na pesquisa de novos fadesictisacseu am-
plo espectro de acéo, tais como, aplicagcbes como agentes antitumorais, antimicrobianos,
antivirais, antimalaricos, atiberalose e antiparasitarigg *°

Esta classe deompostossdo objeto de extensas/estigacoes, visto que repre-
sentam duaslasses de agentes quelantes importantge possibilitana formacao de
variadoscomplexos metalicodevido a presenca de &tomos doadores de elétrons, como
nitrogénio e enxofréDentre os modos de coordenacao passdests agentes quelantes,
ocorre principalmentea formacédo desstruturasmonqg bi ou tridentadascoordenadas
através de atomos aétrogénio e enxofrepu &tomos adicionais dos grupakieido ou
cetongprecursoresia sintesé®?!

Podesedestacar que, em alguns casos, miéhcia destas bases de Schifimo
agentes terapéuticp@dem ser otimizadasela formacdo de complexos metalieosio-
dificacbes em suas cetonas e aldeidos precurgtstglogecentesndicamque quando
complexados a ntais de transicaa,omo Cu(l)/(11), Ni(Il), Au()/(lll), dentre outrosegs-
tes compostos podem ser mais ativos do que o ligamta forméivre, uma vez que o
complexo pode iensificar a atuacdo do ligant® enetal pde estar envolvido no meca-
nismo daag# bioldgica ou pode atuar como dransportadodo ligante?? 24

A atividade antitumoral @ sido a maisstudadgara a classeastsc, sendaatri-

buida a capacidade inibidora da enzima ribonucleosideo difosfato redutase, a qual esta
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envolvida na biossintese do DNA das céluRar.exemplg a U l{)-heterociclicas Tria-
pina, que esta atualmente em grande ewam ensaios clinicos como um agente antitu-
moral e demonstra atividade promissora, principalmente em doencas hematoldgicas ma-
lignas?® Conforme reportado na literatura, quando as tiossemicarbaza@ascesrde-
nadas a metais de transigi@ssuem maior seletividade para células tumeraisestudos
comparando os complexos e seus ligantes |iarede hd unaumento da citotoxidadam
células tumoraiguando a tsc esta coordenada a alguns metaislemdiminuir os efei-
tos colateraiglevido ao tipo de morte celular causada pelos complexos metalicos com
esta classe de ligant&?®

As tscpossuem sitios de coordenagfio seugrupos substituintes’®u R, onde
€ observado que predominam a classe de ligantes do&iNBasu NOS por cona de
sua ajustavel taxa de doacéo de elétrons, diversidade estrutural e propriedades quimicas,
bioldgicas e medicinaisA estabilidade dos complexos metalicos formados tsmde-
pendem do ion metalicdp &tomo doador do grupo funcional adiciomial posi¢o edo
tipo de substituintes naadeia datsc. A interacdo désccom varios metajgais como
cobre(l), prata(l), ouro(l), mercuario(ll), paladio(ll), platina(ll), éato(ll) e niquel(ll)
produziram complexos mondali- e tridentados, além de comptexpolinucleare$>29 3!

Estudos realizados por Shao e colaboradbegsesentam a sintesmracteriza-
cao e atividade biolégica de estruturas dsmderivadas do (Zp-(amino(piridin2-
illmetileno}N-metilhidrazinocarbotioamida (xm4M) coordenadas aos metais Cu(ll) e

Zn(ll), representadas riagura 2.

" . } )
¢ | o
v O3 ./'.\“\ . y
A Y ¥ &
v U‘\»/ \ - “\‘ - )“
\ i Zn
‘\ [ ) )
¢ v
L 2| oy
a) b)

Figura 2. Estutura cristalina dos complexos: a) [Cu(Am4M)(OAc)] e b) [Zn(HAmM4AM)CI

Atraves da elucidacao das estruturas cristalinas e moleculares por difracédo de raios
X dos complexos [Cu(Am4M)(OAc)] e [Zn(HAmAM)CI], observese que eles
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cristalizam nosistemas crislinos, monoclinico e triclinicayos gupocs espacie P2i/c
e P1, respetivamente.

Na unidade assimétriade [Cu(Am4M)(OAc)], o atomo de cobrencontrase na
forma tetracoordenadayado aosatomosNNS datsc e a um ion acetato, constituindo
assim umaeometria quadradlanar.

No complexo[Zn(HAM4M)CI2] é observado que sualaunitéria € constituida
por dois atomos de zinco independentes,@nientacoordenad aoiganteHAmM4M e
doisionscloretos Em cada centro de zinco peske confirmar atravédos parametros de
Addisor?® uma geometria piramide quadeadistorcidaO ligante HAm4Mencontrase
coordenado @ forma tridentada através de seus &tomos de nitrogépindiico e N
azomeinico, eao atomo desnxofre

Os complexos apresentam grupos labeisya@acetato e cloretos, o que aumentam
a possibilidde de interacdo com biomoléculas. &oalisada atividade antitumotales-
sescompostogpor métodos colorimétricosamalisemorfoldégica,em célula tumoraide
diversas linhagens, como HelLacélula tumeal humana (cancer cervicablepG2 i
célula tumorbhumana (cancer niigadg e SGG7901i célulatumoral humana (cancer
gastrico) onde verificouse que principalmente o composto de cobre apresenta citotoxi-
dade elevada em baixas dosagens e alta sé&terem relacdo a células humanas nor-
mais. Neste ¢égdo também é apresentado a interacdo dos coogpiatsccom o DNA,
onde observae a efetividade cinética destes compostos no meio intracelular, indicando
assimuma alta eficiéncia como agente antitwal@ baixa toxicidade.

Em diversos estudos é obsto que varios complexos metalicos com ligantes
derivados deltc, contendo nitrogénjcenxofre e/ou oxignio como atomosloadores de
elétrons apresentam umgrandevariedade de propriedades farmacoléagi®or isso
seus estudos tém recebido atencdo gia@esos tipos de tratamentos quimioterapicos.

Recentemente, foram relatados estudomideacdo com ®NA de células en-
saics de citotoxidadeparacomplexos de Cu(ll), Ni(ll), Zn(ll) e Cdj derivadosde diti-
ocarbazatos -Substitido, mascuriosamente apenas 0os complexos d@lCapresenta-
ram dividades biologicas promissorasst&afinidade com o DNAdos complexos de
Cu(ll) foi confirmadadevido a capacidadeegsesomplexos bloquearl&ggacdo enzima-
tica entre abasesitrogenadasie DNA ou RNA das célulasumorais®*34

Em estudos realizados pdokhtaruddine cdaboradore®, foi realizado a sintese
e caracterizagdo de complexos ondmpostoS-2-metilbenzilditiocarbazatconden-

sado ao Acetl-4-meilpiridina (S2aph foi complexada um sacarinato (sac) de Q(l
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Na figura 3a podemos observar a unidade assimétrinanccomplexale Cyll) centros-
simétrico dinuclearfigura 3b, onde cada centro metalico € complexado atravékedos
adores dé&-tiolato, N-azometimco e N-piridil do anionS2AP, e completando a est @&
coordenacao uma ligacdo com &bkt e unatomo deD-carbonildo um aniorsac rela-

cionando-se porsimetria.
«Q\) A "1\3 Q
Q\“(o .:::\V ¢ o= ng| _b
v b ’ A ﬁ“o

N - _N/ s

—
HyC M4<

5

n W
HyG

a) b)

Figura 3. Representacdo da estrutura cristalina do complexo [Cu(sac)(S2AP)] em (a) e representacao do
complexo [Cu(sa¢S2AP)L em (b).

Estecomplexocristalizou nosisema cristalino tridhico e grupo espaci&l. O
centro metélico de Cu(llde apresentpentacoordenadoom geometria piramide qua-
drada distorcidaNo ligante S3@p € observado duas regides planaresw@edas entre o
atomo de enxofre ddtc, onde o ael encontrese quase perpendiar ao plano basah
planaridade da ligagéo entre o metal @toconsiste naleslocalizagéo da densidadie
el ®t r o n ssquelete dobigarge. 0 e

A atividade citotoxica destes compostos foi realizada frente aginmae células
tumoraisMDA-MB-2311 célula tumoral humanadenocarcinoma mamayie MCF-7
i célula tumoral humana@enocarcinoma mamaéyjcomparandee a efetividade dos
ligantes na forma livre e do complexo sintetizdgkias células sammumenteltilizadas
parainvestigar ocancer de mama em estagio avangealo opc¢des limitadas de trata-
mentq poisapresentanem seugperfis de genomaum agrupanentocom o subtipo basal
deste tipo de canceverificou-se que altc na forma livre é inativo frentesdinhagens
de células analisada, porém os seu complexo de Cu(ll) mestreficiente, com os va-

lores de G inferiores ao contde positivoapresentado na figura 4,fidamaifenoo ,

22



1. Introducdo

farmaco atualmente utilizado no tratamento do cancer de maenafelizmentepossui

uma forte resposta hepatocarcinogéeicalongos tratamentéfs
(0]
/

Figura 4. Representacao estrutural do Tamoxifeno.

Podese indicar que a efetividade antitumoral deste complexo ocorre devido a va-
rios fatorescomoa planaridade doomplexoe devido @s ionsmetélicosestarem coor-
denadosa ligantesquelantegjue formamcomplexosmais lipofilicos, permitindo assim
um acess mais facil as célulasimoraisao auxiliar na permeabilidadstravésda mem-
branacelulare posteriormente atingbs alvos bioldgicos seaofrer alteracdes estruturais

profundas queesultem na sua inatividade.

1.2Vitaminas Bs e Ks e seus derivados
A vitamina B é um termo genérico para um grupo de seis vitaminas hidrossolu-
veis, do complexo Bgue ocorrem naturalmée comoa piridoxina,a piridoxal ea piri-

doxamina, além de seus dexilos fosforilados;onforme estruturagpresentaas na k

gurab.
OH NH, o
OH OH OH =
OH OH OH
X N AN
=
N CH, N/ CH, N/ CH,
Piridoxina Piridoxamina Piridoxal
OH i OH
OH HO
0 \P/ [0} \P/\ NH;
0// g 4 0// 0
OH
OH OH
=
o i e N/ CHs N/ CH,
Plrld.oxal Piridoxal-5-fosfato Piridoxamina-5-fosfato
Hemiacetal

Figura 5. Representacao das estruturas derivadas da vitargina B
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Uma das formas biologicante ativas da vitaminasB o piridoxal5-fosfato
(PLP), que atua em varias reacdes enzimaticas, tais, eotramsaminaca@ descarbo-
xilagd, a racemizacio, a biossintese do DNA e de compostos antibféticos.

A vitamina Bs desempenha um importante papel como um féqgorotecdo em
varios tipos decancerno organismo, onde os seus derivados atuam na diminuicdo da
proliferagéo ckular tumoral, inibindo @rescimento de alguns tumores. No organismo a
vitamina B6 pode ser transportada para as célpitacipalmente podifuséo facilitada
atravégle transportadores especificos da membrana celular. Dado que as células tumorais
cres@m rapidamente, elas téma maior procura por vitaminas B6, pois contendo estas
moléculas, podem ser absorvidas pelos transportadores eggeeiih células tumo-
rais2839Com issgobservase o interessene utilizar a vitamina Bna obtenc&o deotn-
plexos metalicos, pois seriam mais seletivas para células tumorais devido ao seu compor-
tamento no manismd*® Além disso, ha evidéncias de que esta vitamina possui valor
terapéutico contra algumas doengasnoa artrite reumatoide, e quesua deficiéncia no
organismo pode aumentar o risco de doenca de Parkihson.

A piridoxina exibe difeentes sitios de coorder@;com metais de carater duro
ou macig onde é comumente observado que em sua forma de zwittetioseja
um composto quimico eletricamente neutro, mas que possui CpOgFitiva e negativa
em diferentes atompsendo qua ligacao ocorre via atomo de oxigénio do grupo fenolato
e do grupo hidroximetil adjacente desprotonado, porém gumstomplexosé obser-
vado tamiéma coordenacio vi@omo denitrogénio da piridind’

A vitamina Kz, também conhecida usualmente comenadiona2-metil-1,4-
natoquinona possui a estrutura molecular apresentad&igara 6 Ela € um membro
sintéticolipossoluvel do grupala Vitamina K que possui atividade anticoagulante no
organismece ®us derivados sao soluveis em agapmresentam diversas atividades bio-
l6gicas?t42

0
CH,

O

Figura 6. Representagida estrutura molecular da vitamina K3 (menadiona).
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As menadionas sao precursoras na obtencdo/desas bases de Schiff, como as
tiossemicarbazonas e ditiocarbazatos. Estes agentes complexantes e seus complexos me-
talicos apresentam ampla aplicacao fayohdgica, como por exemplo, sdo utilizados no
tratamato de diversoipos de cancer, além de outras atividades bioldgicas cubio
dores da influenzavariolg etambém podem ser utilizados em pesticidas e fungit¢idas.

49

Recentemente, varias pesquisas foram publicatiamedo a sintese e atividade
biologica dos complexos de metaisttinsicdo contiossemicarbazonasditiocarbaza-
tos derivadas dpiridoxal.3’>° Conforme reportado esses compostos sdo de grande inte-
ressedevidos suas formaseutra, mono eidnidnica em solugdes, predominando seu
modo de coordenacdo com os grupesnia, Ofenol e Stiol.

Em 2014 Manikandare colaboradore®, apresentaram a sintese, caracterizagao
estrutural e analise biolégica tiederivados do piridoxal e seus respectivasnpi@xos
de Co(lll). O compostopiridoxal-N-fenil-tiosemicarbazona hidroclowd(HsL2Cl), foi
sintetzadb através de reacao de condensacéo entre o piridoxal e-tidesdimicarbazida.

Foi sintetizado um complexo a partir deste ligante em uma mistura@gqucom o com-
posto [CoCl(PPh)2]. A estrutura cristalina e molecular do complexo

[Co(HsL2&I)(HsL#H20)] encontrase na representada Figura?.

-
5 o
s ¢ @
™ v
\ \
\ \

»

J L

ci

Figura 7. Representagéo da estrutura cristalina e moleculaomplexo [Co(HLZAI)(HaL ?Ad20)].

O complexo [Co(HL2.Cl)(HsL2.H,0)] cristalizou m sistemamonoclinicoe com
grupo espacial B/c. Na unidade assimétrica o @i¢) encontrase coodenadoa duas
moléculas do ligante atuando de forma tridendattayés dos atomos-isina, Stiol, e

O-fenil, e apresentando uma geometria octaédrica distoEmaaora os atomasoadores
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e 0s modos de ligacdo das duas molécultigalatesejam iguaisglesndo séo de natureza
idéntica,poisumligante esta coordenadometalde formadianidnicae o outrade forma
monoanionica.

Estes compostderam submetidosas estudos das sagotenciais propriedades
bioldgicas taiscomaq ligacdo e/owclivagem @ DNA, ligacdo conproteinasatividade
antioxidante e citotoxicidadA interacdo do compleX&o(HsL2AI)(HsL2A20)] com o
DNA foi avaliada por espectroscopia de fluorescérsgadoobservado a possibilidade
deinteracdacomo DNA via intercalacadevido ao hipocromismoom cerca de 202%
apresentado nas ldas deemissdo especificas em 428 e 414 Atnavés da analise
quantitdiva de monitoramentdas badas de emissao especificas que indicameaacao
do complexacom o DN, foi determinad@ condante de interacdo de ligaci@édrinseca
pelaequacdo de Scatchard.alto valor de constante determinado para 0 compjexo
1,76x 10° mol?, sugeriram questa ligacdo pode ocorrfartementedevido a substituicdo
do grupofenil datsc sendo que mteracaodestegrupocom o DNA é favorecida pela
presencalo grupocaromatio°2. As propriedades dateracdo do complexo copnoteinas
foram tambénexaminadaporespectroscopide fluorescéncia analisada por constante
de ligacdo monitorando decréscimalas bandas de emissao esjfficas sendo que o
valor de constante encontrado &/27 x10° mol sugereque aafinidade de ligagéo au-
menta na substituicdo grupafenil ligado aonitrogénioterminal datsc promovendo a
interacio com o DNZ.

O comportamento doomplexo de C@Il) frentealinhagem decélulas tumorais
MCF-7 (ademcarcinoma mamarje HelLa(cancer cervicalioi comparado comtscna
forma livre.Os valores de I§indicam que #sclivre € inativa frent@scélulas estudadas
porém o complexdCo(HsL2AI)(HsL?M.0)] apresenta alta citotoxidagauma inibic&o
celular maior do que o controtésplatina Este comportamento pode sedicativoda
forte interacdo do grupo fenil dac presente no complexo, com o DNA das células e
proteinas

Mesmo com pocos compostos relatados na literatura, em 20@6iryae cola-
boradores? apresentaram um trabalbomcompostos de coordenacédigantesdtc de-
rivados do piridoxal, complexados axiiwanadi@lV). Estes compostos foram sintetiza-
dos emmetanola partir dos ligantegiridoxalS-benzilditiocarbazatop{bdtc) ou pirido-
xal-S-metilditiocarbazato glMedtc), em proporcbes equimolares coifivO(acac)].

Como resultados famobtidos dois complexos, sendo um mononude@x(plbdtcH)]
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e outro binucleaf(pIMedtc-2H)(VO)(u-O)(VO)(pIMedtc-2H)]-2CH;OH, apresentados

naFiguras8.

Figura 8. Representagcdo estrutural dos compostos [@IMedtc-2H)(VO)(u-O)(VO)(pIMedte
2H)]-2CH:zOH e (b) [VO(plbdtcH)].

O complexo mononuclear cristalizou em um sistema cristalino triclengripo
espaciaPl e o complexo ishuclear em um sistema monoclinie@rupo espaciaP2i/c.
A formacdo do complexdinuclearestarelacionadgela perda dprétonlocalizado no
atomo denitrogénio da piridinano liganteplMedct, enquanto este efeito ndo é observado
no complexo mononucledPara os doisomplexos, o ion metél estapentacoordenado
comuma geometrigpiramide de base quadradstorcida, com osatomos Nimina, O
fenolato e Siolato do ligantee um atomo dexigénio do grupo dioxo fornmalo a base
da piramide

Foi realizado o ensaio antiamebianwitro dos ligantes e seus respectivos com-
plexos de oxovanad{®V), frente a linhagerhilM1:IMSS deEntamoeba histolyticajueé
uma espécie darotozodariocausador ddisenteriagraves com sangue e mucodgudo
progredir parabscessamebiano do figado,amebiaseObsernou-se que para os ligan-
tesplbdtc pIMedtc epara o complexo binuclear, nhouveresultado efetivo para inibi-
cdo deste tipo de ameba. Por@ara o complexpvO2(plbdtc-H)] foi observado inibigdo
efetiva com uma concentragédo menor do que o comrelnidaol (CsHoN303), medi-
cacao comumente utilizada na amehiapeesentado na figuralma possivel gica-
céo é que nos complex@spolaridade dos ligantesdo ion metaliccé reduzidalevido
ao equilibrio de carga, o que favoreadransportedos complexos através da camada

lipidica da membrana celular
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N

OH
Figura 9. Representagéo estrutural do Metronidazol.

Mesmo com poucas publicaces sobre o assunto, Caskberadores? publi-
carama caracterizacao estrutural e atividade antitumoral de um novo complexo de ouro(l)
com o ligante tiossemicarbazonaderivada da menadiona biftd de soi, [Au-

PE&(Kstsd], conforme representado na Figlfta

Figura 10. Representacdo da estrutura cristalina do composto [AuPEt3(K3tsc)].

O composto cristalizou emsséma cristalino triclinico e grupo espadil, onde
o centro metalico Au(l) esta coordenado a um atomo de enxofre deligast e ao
atomo de fésforo da fosfina, apresentando gammetria linear distorcida.

A atividade biolégica do ligante tiossemibazona derivado da vitamina K3 e do
complexo de Au(l) obtido, foi avaliada frente a linhagem de células tumorais A2780, e
A2780cis, que saresistenteao medicamentaisplatina Foi observado que o ligante
livre é inativo frenteascélulas analisadas, porém o complexo de Au(l) foi efetivo, com
atividade biologica superior ao medicamecigplatina Estes resultados indicamega
centro metalico proporciona a formagdo de um complexo neuttimga o transporte
do ligante bioativo ® meio intracelular para que o mesatmjaseu alvo.
1.3.Compostos de Cobrél)

A quimica de coordenacéo dobre(ll) € bastante estudada e estaerida na

formacdo de diversos poliedros coordenativos. Normalmente possui numero de
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coordenacdao entre 4 gj@e resulta na formacdo de compostos com geometria quadrado
planar, tetraédrica, piramide de base quadrada, bipiramidal trigonal ou octaédnica. O
teresse em compostos de cobre ocorre devido sua acessibilidade, disponibilidade e baixo
custo. Além dissazomplexos de cob(i) sdo candidatos promissores para o tratamento
do céancer, onde € observado na literatura variados estudos sobre a siiggksles
citotdéxicas de complexos com cofite Alguns complexos deste metsdio eficazede-
vido a algunas propriedades especificas commgducdo do tamanho do tumardimi-
nuicéo ¢ metastase @aumend significativo da sobrevida dogacientes:>°

Estudos de complexos de cofphecom ligantes piridoxatiossemicarbazonas
(pltso e piridoxatsemi@rbazonasp|sc estdo sendo desenvolvidos para aplicagdes em
diversas doencagerrarie colaboradorés®’ publicaram na década de 90 uma grande
guantidade destes compostos. Um exemplo € a sintese e caracterizacdo dos compostos de
Cu(ll) com piridoxal tiossemicarbazonande, ondea reacdo ocorre em 15 minutos em

aguecmento, conforme representadmfgurall.
NH,

s:<

0
OH NH _NH HO N
i = + HN” T .
- S 7 N\
N CH, OH

Piridoxal tiossemicarbazona
CHs

pltsc

NH,

S y
:< HCl
» 2a [Cu(pltsc)(H20)CI]C1

1a Cu(CH3CO2)2

/N
HO N/
N H t H 2b [Cu(pltsc)(H20)]SO
2b [Cu(pltsc)(H2
CH; 1b CuSOs4 - SH20 p 4

Figura 11. Representacéo da sintese para obtencéo do ligante pltsc e formacédo de seus complexos de Cu

).

Observase que oatomo de cobi#) se encontrgpentacoordenado, atravées
atomosO-fendlico, Nimina eenxofredo ligantepltsc além deduas moléculas de agua
guecompletam a poliedro de coordenacdo na forma depirfwide de base quadrada
distorcidarepresentado neigural2.
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Figura 12. Projecéo estrutural do composto [Cu(pltsc)ihb]SOs.

O complexo [Cupltsg)(H20)2]SO;, cristaliza no sistema triclinico e grupo espa-
cial P1, apresentando duas moléculas em sua unidade assim@tigervase 0os com-
primentos deifjacdoCui O de Cui O(1) 1,888J, CiO( 3) 1eCli@o@44y 2,262 U,
gue devido a forma de zwitterion do piridoxal ocasiona carga negativa no oxigénio des-
protonado do grupo fendlico proporcionando o encurtamento da ligacao.

O estudo da atidade bioldgica deste compodm avaliadoonde observouse
gue ndohouveatividadeem testesntiviral e antitumoral devido sua conformagie
possivelmente formam espécies protonada ema&o&upor issaliminuem a reatividade
nainteracéo dos compleg com as célulatestadas.

Com o intuito deotimizar a atividadebiol6gica desta classe de compostos, o
mesmo grupde pesquisalaborowuma série daovoscompostos de Cll) com ligantes
anéalogos, quéoram analisado® Houve aformacdo de complexosrhicleaescom a
incorporacgao ds grupos N1,NidimetiltiossemicarbazonadMéstscl), N1,N2dimetilti-
ossemicarbazonas (Ms2) e NZl-etiltiossemicarbzonas (Ettscao piridoxaJ como re-

presentade nasFigurasl3 e 14.
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a)

Figura 13. Representagdo da estrutura cristalina dos complexos (a) [Cu(Me2tscE)C(p)
[Cu(Me2ts@)Cl]..

Figura 14. Projec® da estrutura cristalina do complexo [Cu(EttscyCH.

Nos complexos de C(ll) sintetizados observado que eles apresentam forma
dimérica, onde os ligantes coordenseao metade maneira tridentadsraves dos gru-
posO-Fenol, Nimina eS-tiol. Através de medidasespectroscopicas na regido do infra-
vermelhofoi possivel observar para estes costpsduas bandade estiramento T
(em1420 e 1469 cr) que indicam a formac&o de complexos diméricasespectrode
infravermelhodos ligantes livres compattos aos espectros dos complexos irrdina
deslocamentos de bandas especificas, que podeatribaidas aos atomos S, N, -

ordenados ao metal, devido a deslocalizacdo eletronica no ligante coordenado.
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Através das andlises cristalograficas foi possiMetervar que o complexo
[Cu(Mextscl)Cl], cristalizouno sistema cristalino triclinicogrupo espaciaPl. O centro
metalico apresentgeometria quadrado planaha uma fracateracdo entre atomo de
cobre e 0os atomos de carbono do anel benzéngligakdes hidrogénio no grupo fené-
lico com oion cloretocompletam a formac¢éo de uma unidaemelhante a um dimero.
No complexo [Cu(Mg2ts2)CI]-Cl. observase acristalizacdo também com grupepa-
cial P1 e geometria piramide quadrada, onde compodesfeeaade coordenacéao o ligante
tridentadoNOS e oion cloretoocupando o tetraedro distorcido no plano ba3atom-
plexo [Cu(Ettsc)CHCI: cristaliza no sistema cristalino monoclinico e grupo espacial
P2i/c, com geometria piramidde basequadradaO ion Cl- atuacomo ponte entre dois
atomos de cobnea formacéao esedimero

Foi avaliach a atividade citotoxicalos compostoem tréslinhagens decélulas
tumorais,U937 (linfoma Histiocitico difuso) CEM (CélulasEstromais Mesenquimaie
K562 (leucemia mielmle crénicg Observouse quehouve a inibicdo dorescimento de
células tumorais em altas dosagens, porém nao apresentaram citotoxidade significativa
dos compostos [Cu(Mescl)Cllz e [Cu(EttsQCl]2Cl.. Porém o composto
[Cu(Mexts2)ClI]oCl, apresentou alteitotoxidade em células tumorais camesmalo-
sagengdos compostos nao efetivos. Isto indgee os substituinte no grupo N-imina
diminuemfortemente a atividade biol6gica de complexos de cobreestaclassee
tiossemicarbazonaQuanto a atividade citotéxica, o seu efeit@ progressao do ciclo
celularconfirmou que o composto indazmorte celular programada, ou sejapaptose

das células tumorais avaliadas apds periodo d&€2 horas.
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2. Objetivos

O presente trabalho objetiva a sintesacterizacdo e estudo biologicontra

células tumoraisle compostos derivados das vitaminag Bz. A caracteriza¢do estru-

tural serdatravés da técnica de difracao rd@s X de monocristale complexos de co-

breg(ll) com ditiocarbazatos e tiossemicarbazoi@@stras técnicas de analidesam uti-

lizadascom o objetivo de confirmar a estrutura, tais coegmectroscopiaa regido do

ultravioletavisivel (UV-VIS), infravermelho médioRT-IR) e ressonancia magnética nu-

clear'H e3C. A atividade boldgica destes compostfs avaliada frente a células tumo-

rais S-180, Hilich e MCFR7, considerando as células mononucleares do sangue como

normais utilizando técnicasealavaliacdo in vitro para observar o potencial antitumoral

dos compostos sintetizad&@endo assim, téise 0s sagintes objetivos especificos:

VI.

VII.

VIII.

Sintetizar ditiocarbazatastiossemicarbazosaderivadosda vitaminaBe, e

seus respectivos complexos de cqlije

Sintetizar semicarbazosea hidrazons, derivados da vitaminaK

Caracterizans novos compostos sintetdos a partir dos métodos de espec-
troscopia vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia eletronica na
regido do ultravioletaisivel, condutancia, Ressonancia Magnética Nuclear
'H e 13C, e andise elementar CHN, avaliando os modos de coordenacéo dos
ligantese naformacédo dos complexos;

Utilizar técnicas de cristalizacao dos compostos pegaliza analisesle di-
fracédo de raios X de monocriselucidaras estrutuas cistalinas e molecu-
lares, bem como, os possivarsanjos cristalinoformados

Avaliar estruturalmente os compostos de coordenag#éetizados verifi-

cando os modos de coordenadas ligantes e do centnoetalico;

Analisaros arranjos tridimensiormiformados através das interaceisa e
intermolecularesia formacgéo dsistemas supramoleculares

Avaliar a citotoxidade dos complexos de c¢byeatravés danalise de viabi-
lidade celular pelo método colorimétrico, com o M8 tomparda aos ligan-

tes pecursores em células B0 e Ehrlich

Analisar a morfologia de morte celular do complexo com melhor desempenho
em relacdo a via de morte e expressao génica apos o tratamento

Avaliar a citotoxidade dos compostos derivadositianina K3 em MCF/ e
PBMC.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.MATERIAIS E METODOS
3.1.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados na sinteseRses de Schiff derivadas de vitamif@as
ram:
Piridoxal hidrocleido i (CsHeNOs CHCI)
Menadiona (Ci11HsOy)
Hidrazina monehidratada (N2Hs CH20)
Dissulfeto de carbonb (CS)
Brometo de alild (CszHsBr)
4-Feniltiossemicarbazidia (C7HoN3S)
Tiossemicarbazida (CHsNzO)
Semicarbazida hidroclorad@CHsNsO CHCI)
Izoniazidal (CsH7N30)
Hidréxido de Potassip (KOH)

Todos sses reagentes foram adgos da Sigm&ldrich, assim como os sais de

o Jo o o Do Do I» P o o

cobre(ll) utilizados na sintese dos complexos, sendo eles:
A Cloretode cobréll) i CuCl
A Brometo de cobi#) i CuBr.
Os solventes usados na sintese dos ligantes@uadgdexos, nas recristalizacdes

e nas analises de espectroscopia eletrénica foram obadéetec e encontraree lista-
dos abaixo:
A Metanoli CHsOH
A Etanol 95% CHsCH,OH
A A Ndim¥étilformamidai (CHs):2NCOH DMF)

Os materiais utilizados néo necessita de purificacdo prévia, somente de aza:

namento e manuseio adequados.

3.2SINTESE DOS AGENTES COMPLEXANTES
3.2.1. Sintese do ligante Piridoxal aliloditiocarbbazataqH2L 1)

A sintese do ligantgiridoxal alilditiocarbazatoHL?) foi sintetizadgor meio de
reacaade condensacao equimolar do reageramercial piridoxal hidrocloradgl) com
o alilditiocarbazatoddtq. Este segundo reagente, por sua vez, foi sintetizado atraves da
solubilizacdode 4,8&102mL (50,06 mg,1 mmol)de hidrazina mondidratada em 20
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mL de etanol. O pH da solucéo foi dlnzado por meio da adicdo de 660 (1 mmol)
deKOH para a desprotonagdo da amina prinfariapos 30 minutos de agitacdo em ba-
nhode gelo, foram adicionados7x102 mL (76,14 mg,1 mmol) de disulfeto de car-

bono para formacéao do intermediadic conformeFiguralb.

S S
HN—NH, + CS, —OH g HZN\HJ\SH " Hzc\/\sr —= HZN\H)J\S/\/CHZ
dte aldte
Figura 15. Representacdo do esquemasiigese do ditiocarbazato aldtc.

A solucéo obtida permaneceu sob estas consligbemais uma hora, quando fo-
ram adicionados8,85¢102 mL (120,98 mg,1 mmol) de brometo de alilabtendeseo
produtoadtc. Posteriormente gtirouse o banho de gelo e a solugéo reatitmaolo-
cadaemum sistema de refluxo com agitacao e aquecimem®°C. Foram adicionadas
ao sistema, de caracteristica incolor, 203831 mmol) do piridoxal hidrocloradgre-
viamente solubilizado em 10 mL de etanol onde houve a formacéao de unés sotue:-
rela. Ascondi¢cdes foram mantidas pb/5 horase observotse a formacao de grande
guantidade de precipitado amarelo que foi posteriormente filtEada.segunda etapa de

reacao esta representawarigural6.

H,C

HO \ /

-H20
e \N—NH

OH

aldtc HyL!

CH,
Figura 16. Representacéo do esquema de sintese do ligante H
3.2.2. Sintese dos tiantes pridoxal feniltiossemicarbazma (H2L?) e pridoxal tios-
semicarbazona(HzL 3)
Os ligantes piridoxal feniltiossemicarbazoRial() e piridoxal tiossemicarbazona
(H2oL3), foram sintetizados mediante reacdo de condensacéo direta do aldeido com sua

respetiva tiossemicarazida, representaslaa Figural?.
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g HO \ /
HN.__ /lk 20y,
N NHR OH
H \
N——N
H
S
RHN
R=Fenil ou H pl R = Fenil (H2L%)

ouH (H2L3)

Figura 17. Representacdo do esquema de sintese dos ligaftes HL 2.

Foram utilizados 203,63 n{@ mmol)do piridoxal hidroclordo em ambas as sin-
teses, sendo que para famo liganteH.L?, foram adiciondos 167,01 mgl mmol)de
feniltiossemicarbazida e para o ligaktg 3, foram utilizados 91,12 mg@ mmol)de ti-
ossemicarbazida ao meio reacional. As condi¢cdes aplicadas forameaguainbass
sinteses, refluxo sob aqueentode 78 °C e agitacdo magnéd por 2 horas, utilizando
alcool etilico como solventende apos o resfriamento da solucao foi observado a forma-

céo de um precipitadamareloque foi separado por filtracdo.

3.2.3. Sintese dos ligantes menadiona semicarbazofissz)e menadiona isoniazida
(K3iz)
Os ligantesnenadiona semicarbazonas$l e menadion&soniazida(Ksiz) fo-

ram sintetizadoatravés daieacao de condensacéo direta do aldeido com sua reapecti

tiossemicarbazidaonformerepresentanl na Figural8.
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0 o)
CHs CH;
o H;O
_|_ =r2 )
HoN
Sy NH,
" |
o}
N
S NH
Ks Hsz Kssz
o) NH»
0 0
CH,
0 N
SNH
NH,
K; Hiz Ksiz © / |
\ N

Figura 18. Representacao do esquema de sintese dos ligantes K3sz e K3iz.

Foramutilizados 203,63 mg da menadiona 172,2(thgmol)de K3 em ambas
as sinteses, sendo que para formKesy, foram adicionados 111,53 nily mmd) de
semicarbazida hidroclmfa e para o ligant&siz foramadicionadosl37,2 mg(1 mmol)
de isoniaia ao meio reacional. As condi¢des aplicadas fammelhanteem ambass
sinteses, com sistema de refluxo sob aquecimeB@®Cae agitacdo magnética por 2 ho-
ras, utilizandesealcool etilico como solvent&pdstrés semanagoram obtid® cristais
de cor amarela por evaporacéo lenta do solvente da solugdo mae, em temperatura ambi-
ente, 25 °CPara ocompostoKssz (229,24 g/mol) = Rendimento: 210,32 mg 1%).
Ponto de Fusao: 212°@nnalise Elementar %edrica (Yexperimental): C62,33(63,12);

H 5,67 (4,8); N, 1817 (17,40). Para ocompostoKziz (291,10 g/mol) = Rendimento:
268,36 mg (92%). Ponto de Fusédo: 231 Adalise Elementar %eorica (Yoexperimen-
tal): C, 69,61(69,12); H, 5,15(4,99); N, 14,33(13,97.
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3.3SINTESE DOS COMPLEXOS

3.3.1. Sintese dos complexacloro(piridoxal -aliloditiocarbazato)cobre(ll) monohi-
drato, [Cu(HLY) C HzPD Al) e brono(piridoxal -aliloditiocarbazato) cobre(ll)
monohidrato, [Cu(HLY) B HJOA2).

Dissolveuse o liganteH2L! 29,7mg(0,1 mmol) em 5 mL de metanel13,45mg
(0,2mmol) de CuC} ou22,34mg (0,1 mmol) dEuBr,, ambossolubilizades em5mL de
metanole foram adicionados a um bakd® fundo redodo (25 mL) A mistura pemane-
ceu sob refluxo durante 3 horas. Houve a formacéo de precipitado escgem meio
uma solucédo verde, que foi resfriada em temperatura ambiente para maior péecipita
do praduto. O precipitado foi separado por filtracdpds trés semanasdram obtidos
cristaisverdes a partir da evaporacgao lenta de solvente da solucdo mée.

3.3.2. Sintese dos complexcloro(piridoxal -feniltiossemicarbazona)cobre() mo-
nohidrato, [Cu(HL?) C1 ] f)denbfomo(piridoxal-feniltiossemicarbazona)
cobre(Il) monohidrato, [Cu(HL?)B r H2@ A d (Y.

Dissolveuse o liganteH2L? 31,65mg(0,1 mmol) em 5 mL de metan@m um
baldoe a esta solucaa@ionousel3,45 0,1 mmol) de CuCt ou22,34mg (1 mmoljile
CuBr, solubilizado em 5mL de metanol, onde a mistura permaneceu sob refluxo durante
3 horas. Houve a formacéo de precipitadaleescuroem meio uma solucao verde, que
foi resfriada em temperatura ambiente para maior precipitacaodotp.Apos o esfri-
amento o precipitado foi filtrad® produto foi recristalizado em DMF e apgbsemanas
houve a formacéao de cristais verdes.

3.3.3. Sintese do complexadbrometo de bromdpiridoxal -tiossemicarbazona)co-
bre(ll) monohidratado, [Cu(H2L3)Br]Br Al20 (5).

Dissolveuse o liganteH2L3 24,05mg(0,1 mmol) em 5 mL de metan@m um
baldoe a esta solucao i@tbnouse22,34mg 0,1 mmol) CuBr solubilizado em 5mL de
metanol, onde a mista permaneceu sob refluxo durante 3 horas. Houve a formacéo de
predpitado verdeescuro em meio uma solucao verde, que foi resfriada em temperatura
ambiente para maior precipitacdo do produto. Ap&ssemanas foram obtidos cristais

verdes a parir da evaporacao lenta de solvente da solugéo mée.

3.4Difracao de Raios X

A determinacéo das estruturas cristalinas e molecular dos compostos sintetizados
foi realizada a partir dnétodo de difracdo de raios X de monocristal, utilizameho
difratbmetro SMART APEX Il CCD (Charge Coupled Device Detector Bruker) com
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monocromador de gfite e que possui fonte de radiacdodekid) (0, 71073 ) a
madamente 296 K. Esse equipamentogoeg ao Instituto de Quimica da Universidade
de BrasiliglQ-UnB).

Os parametros de celas unitarias dos compostos foram determinados a partir da
coleta ddrés matrizes, cada uma com doze imagens, as quais foram analisadas e refinadas
para que os dados dala unitéria de cada analise fossem obtidos.

A solucaodas estruturas foi realizada por meio dos métodos diretos, utilizando a
opcao de refinamento SHEISQ7, e finalizadas pela op¢cao SHEL2014 no programa
WinGX. A opcéo de refinamento basesel nos qudrados dos fatores estruturais)(&
na técnica de matrcompleta por minimos quadrad§<$?!

A determinacéo das posi¢des dos &tomos nao hidrogendides foi realizada a partir
de sucessas diferencas de Fourier, enquanto o refinamento foi realizado com parametros
anisotropicos. O refinamento dos atomos de hidrogénio foi realizado isotnepiana
forma de grupos vinculados geometricamente aos respectivos a&tomos com os quais fa-
ziam ligagao.

As ilustracfes representando as estruturas cristalinas e as celassuhogdgam-
postos foram feitas utilizando os programas DIAMOND, ORBEPPOVRay.2¢20s
esquemas graficos foram feitos programa Chel@rawf”.

As informacdes da coleta de dados e refinamento das estruturas cristalinas dos
compostos sdo apresentadasTabelas 12 e 3.As tabelasomosvalores de compri-

mentos e angulos de ligacdo encontsenao longo da discussao dos resultados.

42



3. Parte Experimental

Tabela 1. Dados da coleta de intensidades e do refinamento das estruturas cristalinas dos compostos (1) e

@).

Composto
Formula molecular
Massa molecular (g-md)
Sistema Cristalino
Grupo espacial
Parametros de cela

a(A)

b (A)

c(A)

b (%)

V (A3

Z
Densidade (mg/c
Coeficiente
Regi «o de
indices de varredura k, |

Numero de reflex6es Coletadas
Independentes

Completeness (%)

Método de solucao destrutura

Método de refinamento

Programa de refinamento
Critério de observacdo

Numero de parametros
Correcgéo de absorgéo

F(000)
Goodnessf-fit (F?)
indices de discordancia finais

Densidade eletronica resida-A?)

Il i ndar
varredur

1)

C12H16CICUN: O3S,
413,39
Monoclinico

P 21/n

6,759(3)
18,464(8)
13,319(6)
100,353(2)
163496(13)

4

1,679

1,768

1,917 27,10

8 O h Os8
-17 O k O
-17 O 1 O
16509

3613/ 0/ 206
99,9

Métodos Diretos
Full-matrix least
squares on¥
SHELXL-2014 (Shel-
drick, 2008)

[1 > 204a(1)
201

Multi-scan

Tmin= 059

Tmax= 0,81

844

1,040

R;= 00785
WR2=0,1612
1,321(0,481 A

de CI1)

(2)
C1oH16BroCuNsOsS,
457,85
Monoclinico

P 21/”

6,790(5)
18,567(13)
13,331(10)
100,842(4)
1650,7(2)

4

1,842

4,010

1,907 26,60

7 O h O ¢

23 O k O

-16 O I O
15031
3442/01/213
99,7
MétodosDiretos
Full-matrix  least
squares on¥
SHELXL-2014
(Sheldrick, 2008)
[>206 (1) ]
208

Multi-scan

Tmin= 040

Tmax= 0,68

1056

1,032

Ri= 0,0469
wR,=0,1131
0,530(0,898 A

de 0O3)
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Tabela 2. Dados da coleta de intensidades e do refinamento das estruturas cristalinas dos compostos (3),
(4) e (5).

Composto 3) (4) (5)
Formula molecular C18H22CICUNsOsS C18H24BrCuNsOsS CoH14BroCuNsOsS
Massa molecular (g-md) 487,58 549,93 481,66
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial C2lc C2/c P 21/n
Parémetros de cela
a(h) 25.157(13) 24.889(16) 8,234(7)
b (A) 8.438(6) 10.579(7) 21,183(3)
c(A) 20.063(11) 16.991(11) 9,094(7)
b(°) 93.178(4) 93.648(3) 113,133(3)
V (A3 4252,3(4) 4252,3(4) 1458,9(3)
Z 8 8 4
Densidade (mg/ci 1,523 1,636 2,193
Coeficiente | i 1,280 2,896 7,129
(mn?)
Regido de varredura 1,62- 26,40 1,64- 26,40 1,921 27,13
angul ar d (A)
indices de varredura h, k, | 31 O h 03 31 O h 02:-10 O h O
-10 O k O 12 O k O 27 O k O
24 O1 O 21 Ol O 112 O I O
Numero de reflexdes Coletadas 18874 19488 13913
Independentes 4366 42570 3235
Completeness (%) 99,9 99,9 99,9
Método de solugdo da estrutura Métodos Diretos Métodos Diretos Métodos Diretos
Método de refinamento Full-matrix least Full-matrix least Full-matrix least
squares on¥ squares on¥ squaresn P
Programa de refinamento SHELXL-2014 (Shel- SHELXL-2014 SHELXL-2014
drick, 2008) (Sheldrick, 2008) (Sheldrick, 2008)
Critério de observagéo [ > 2a(¢Ct)Y[1 > 2a¢1t)Y[1r > 20a¢(!I
NuUmero de parametros 282 284 191
Correcao de absorgéo Multi-scan Multi-scan Multi-scan
Tmin=082 Tmin=0,3972 Tmin=0,1685
Tmax= 0,8 Tmax= 0,7972 Tmax=0,4530
F(000) 2008 2232 940
Goodnessf-fit (F?) 1,027 1,024 1,052
indices de discordancia finais  R;= 0,0515 R:= 0,048 R;= 0,0560
wR2= 0,1067 WR2= 0,224 WR>= 0,1615
Densidade eletronica residu 0,518(0,961 A 1,424 (0,354 0,950(0,755 A
(e-A3) de C8) deCul) de Br2)
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Tabela 3. Dados da coleta de intensidades e do refinamento das estruturas cristalinas dos compostos K3sz
e KS3siz.

Composto Kssz Kssiz
Férmula molecular C12H11N302 C17H13N302
Massa molecular (g-md) 229,24 291,31
Sistema Cristalino Triclinico Triclinico
Grupo espacial P1 P1
Paradmetros de cela
a(A) 10,081(5) 6,861(5)
b (A) 10,615(5) 12,580(8)
c(A) 12,323(6) 18,117(13
U() 106,995(3) 79,369(4)
b(°) 95,48@3) 85,299(4)
2(°) 113,831(2) 76,837(4)
V (A3 1118,69(9 1495,24(18)
Z 2 2
Densidade (mg/ci 1,361 1,294
Coeficiente |indar 0,096 0,088
Regi «o de varredur al78i 2641 1,147 25,68
indices de varredura h, k, | -120 K2 O 80 B O
-130 K3 O -150 KI5 O
-150 15 O 220 121 O
Numero de reflex6es Coletadas 20067 23629
Independentes 4579 5661
Completeness (%) 99,5 99,5
Método de solucao da estrutura Métodos Diretos Métodos Diretos
Método de refinamento Full-matrix least Full-matrix least
squares on¥ squares on¥
Programa de refinamento SHELXL-2014 SHELXL-2014(Shel-
(Sheldrick, 2008) drick, 2008)
Critério de observagéo [ > 2a(¢1) [ > 204(1)
Numero de parametros 310 501
Correcao de absor¢éo Multi-scan Multi-scan
Tmin=0,9401 Tmin=0,9634
Tmax= 09883 Tmax= 09920
F(000) 480 608
Goodnessf-fit (F?) 1,051 0,898
indices de discordancia finais R:1= 0,622 R:1= 0,615
wR2= 0,1240 wR2= 0,1267
Densidade eletronica residual (€)A 0,251 (0,653A 0,148 (1,114
de H53 de O)
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3.5Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos em um es-
pectrofotdmetro FAIR VarianCary640 na regido de 400800 cmi! comresoluciale4
cmt, pertencente @entral Analitica d&JnB (CAIQ-1Q), utilizando pastilhas de brometo
de potassio (KBr) preparadas na propor¢ao aproximada de 1 mg de composto para 100
mg de KBr. As linhas de base dogestros obtidos foram corrigidas no programaWin
Bomem Easy de modoraelhorar a visualizagédos espectros.

3.6 Espectroscopia na Regido do Ultraviolet¥/isivel e Condutancia

Os espectros de absorcdo molecular na regido do ultrawaétal dos ligantes
e dos complexos foram obtidos em um espectrofotdmetro Agilent HP 8453, utilizando
solucdes cm concentragdes de aproximadamente 20l L't e 1x10° mol L', pre-
paradagem dois solventes: dtanol e N,Ndimetilformamida.

A condutancia molatlos complexos foram medidas a partiudea solucadx10®
mol.L"! de cada complexo metalico em Me@hhtemperatura ambiente (25 °C) usando
um medidor de condutividade por microprocessador lon DDS 12DW e uma célula tipo
dip com um eletrdode platinaAs analise$oram realizadas na Central Analitica da UnB

(CAIQ-IQ).

3.7 Ressonancia Magnética NucleatH e 13C

Osespectros de RMN dél e 13C para osiganteslivres foram obtidos a partir de
solucbes de DMS@6 a temperatura ambieme equipament@ruker Avance Ill HD
600 MHz.Os espectros foram processados com o0 softivapSpin 3.2Uma fungao
exponencial (LB = (15 Hz) foi aplicada previamente a transfodaale Fourier com
aproximadamente 64 mil pontam preenchimento (1x Zefiling). Ajustou-se auto-
maticamente o parametro de fase de ordem zero e a linha dmbeiecédo polinomial

de quinta ordemAs anaisesforam realizadas na Central AnaliticaldiaB (CAIQ-IQ).

3.8 Ponto de Fuséao (p.f.)

A determinacdo do ponto de fusdo dos complexetglicos e do ligante foi rea-
lizada em um aparelho digital MQAF3D2 da MicrdQuimica, peiencente ao laboratério
LASIC da UnB.
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3.9 Atividade biologica

Os ensaios foram realizades GoianiaGO noLaboradrio de Genética Molecu-
lar e Citogenéticasituado no Instituto de Ciéncias Biologicas (ICBIR) Universidade
Federal de Gés (UFG) para realizacdo dos ensailesatividade bioloégicaem parceria
comProfa. Dra. Elisdngela Pereira Silveira Lacerda. Tamfm¥am realizados ensaios
em Barra do Garcael T, no Laboratériade Imunomodulagéo $aude Materndnfantil
no Instituto de Ciéncias Biolégicas e da &da Universidade Federal de Mato $3m

em parceria com a Profa. Dradenilda CristinHonorio-Franca

3.9.1 Linhagens celulares e cultura de células

Célulasde tumoais demurino Sarcomd80 (S180)da American Type Culture
Collection(ATCC®# TIB-66)etumorde carcinoma de mamaurinho,Ehrlich (ATCC®#
TIB-66), foram cultivadas em meite culturaRPMI 1640(Gibco®, Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FE3bco®, Life
Technologies), 108g.mL* de penicilinael 0 0 k' ‘gde estreptomicina. As culturas
foram incubadas em incubadora umidificada (Thermo Scientific) a 37 °C com 5% de
CO,, de acordo com os métodos descritos por Lima%tAa.célulasde controk foram
expostas e tratadas a uma conceétréinal de 0,1% de DMSh@ocitotoxica.

Cdulas de cancer deadenocarcinoma mamarigMCF-7) foram obtidas da
(ATCC, EUA). As células foram mantidas em culturas de monocamada em frascos de
cultura pléastica de 75 éem meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Sigma, St. Louis, Missiri, EUA), penicilina (20 U/ml) e estreptomicirf20
pug/ml; Sigma) a 37 ° C numa atmosfera himida contendo 5% deAS@é€lulas foram
subcultivadas a cada 5 + 2 dias.

Para a células mononucleares do sangue periférico (PBMC) faaetadas
amostra de 9mL de sangue de 24 homens clinicamente saudasiando de 18 a 35
anos de idade€ls voluntarios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
antes de entrarem no estudo, que foi aprovado pelo comité de ética local do Campus Ara-
guaia da Univesidade Federal de Mato Grosso [Protocolo NUME&BAE:
62417016.6.000.5587]. As amostras de sangue foram coletadas e heparinizadas em ali-
qguotasde 25 U/mL e fracionadas por gradiente de densidade FRradjue densidade
1,077 g/ L; centrifugacdo 160g; 8in (Pharmacia, Upsala, Suécia). Este procedionent
resultounaprepargdode fagdcitos mononucleares puros (MN), analisados morfologica-

mente por microscopia de luz. Os fagécitos MN purificados foram ressuspensos
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independentemente em mele cultural99 iseto de soro a uma concentracao final de

2.1¢ células mLt.

3.9.2 Avaliacao da viabilidade celular pelo ensaio de MTT

Os efeitos citotoxicos doscompostos foram avaliados usando o enealori-
métrico com o brometo d&(4,5 dimetltiazol) - 2,5 difeniltetrazd (MTT) com células
Ehrlich e $180 para os compostos derivados da vitamina B6, e os composto derivados
da vitamina K3 foram avaliados frente as células MG&PBMC Inicialmente, 1,0 x
10° de células EhrlichS-180, MCF7 e PBMCforam colocadas separadante em pla-
cas de uma placa de turia de 96 pocos e tratadas com diferentes concentrdgées
compostog0,22 00 & M) op(@2 0 G4 8 M) . Apds este Batamento, 10 pl de
MTT (5 mgmL™) foram adicionados a cada poeoas placas foram incubadag7 °C
por mais 3 horas. Oscrest s de f ormazan pY¥Yr pur eomfaor am
seguintesolucad40% (v/v) de dimetilformamida (DMF), 2% (Y de acido acético gla-
cial e 16% in/v) de dodecil sulfato de sodio (SD&yh pH = 4,7]. Depois disso, @sor-
bancia foi determinada em 54B usando um leitor de microplacas Stat Fax 2100 (Awa-
reness Technology, Palm City, FL, EUA). A viabilidade celular foi calculada de acordo

com a seguinte equacao:

onde V, Abse Abs sdo, respectivamente, porcentagem de viabilidade celular (%) obtida

de trés experimentos independentes, cada um feito em triplicatas, absorbancia dos pocos
tratados e absorbancia dos pocos de controle. A determinacéo da (h@¥yiga con-
centracao inibdria maxima (IGo) foi obtida a partir de curvas desesposta usando o
software GraphPad Prism 4.02 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). Os valores Igyobtidos a partir do ensaio MTT foram utilizados como referéncia

para testes adiciorgi

3.9.3 Avaliacdo de apoptose e/ou necrogevaliacdo de apoptose e necroger Co-
loracdo com Hoechst/PI
As células tumorais dehidich e S180foram tratadas com complex®) has con-
centracOes de Hg comparando com um grupo controle sem tratamento. Apos 24h, as
células forantoletadas lavadas com PBSara a densidade de céluas0® célulasmL

1 As células foram suspensas em solucdo de Hoechst 33342 (@D iodeto de
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propidio (2,5 pgnL™) ondeforam incubadas a 37 °C por 10 minaséncia de luZAs

laminas foram observadas usando um microscoépio de fluorescéncia (Leica, Wetzlar, Ale-
manha). Pelo menos 300 células foqumantificadagm caddaminae cada experimento

foi feito emduplicata As porcentagens de células apoptoticas (apoptose precodmg tar

e necroticas foram determinadas a partir do numero total de ¢é&efra observadas

com os seguintes aspectaycromatina azul viavel com estrutura organizada, b) apoptose
precoce cromatina azul brilhante altamente condensada ou fragmentadeadia)apop-

tose- cromatina rosa brilhante altamente condensada ou fragmentada, e d) cromatina rosa

- necrose com estrutura organiz&4&2

3.9.4 Avaliacao da expresséo Genica
As células Ehrlich e -880foram tratadas respectivamente com o complexo (5)
durante 3 hnuma concentracdo deB¥F células (concentracd@Cso). A extracao total
do RNA, fi realizada utilizando kit PureLin® RNA Mini Kit (Applied Biosystems,
EUA), seguindo o protocolo do fabricanfe guantidade e a pureza &NA foram me-
didas utilizandanedidas espectroscopicas contspectrofotetro Nanbrop ND-1000
UV-Vis (Nanodrop Tehnology, Wilmington, DE). Além disso, o RNéom densidade
Otica (D0O)260/280 e 260/238 1,8 conrelacdo ajuantidade e qualidaderam analisa-
dosusando o bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e o
RNA 6000 Nano Kit, seguindas instrucdes do fabricante. Apewd3NA de alta quali-
dade (RIN O 7) foi usado para as etapas sub
O RNA (2 eg) f oi samenteem cDNA asandocorkit de@ltar e v er
capacidade RNAo-cDNA (Applied Biosystems, EUA) em unsalucéo reoldgade re-
acdocom2 0 eL de acordo com €anoielatadem 2014poe s do f ¢
Lima et al’® foi realizado m sistema de PCR de transcri¢do reversa quantitativa em
tempo real d fluorescéncia (RGPCR) com corante verde SYBR (LGC Biotechnology,
UK) por método comparativo Ct para os geBes, Casp3 Casp9e TP53 Todas as
amplificacdes foram realizadas em triplicata em um sistema de PCR em tempo real Ste-
pOnePl usE (Aens).i ed Biosys
O RNA ribossémico 18S (QiagerCatalog Number PPM72041A) e agua ultra-
pura foram utilizados, respectivamente, como gene de referéncia @eoriyativo em

todas as reagfes. As sequéncias de primers sdo mostradas nd.Tabela
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Tabela4. Sequéncias de primers utilizados para o ensaio real tinrgPRR.

Gene Sequéncia d€rimer Comprimento amplificad¢bp)

F5SE 06 GCTACAGGGTTTGRAGCCA
Bax 113
R56 GGAGACACTCGCTZEXAGCT

F56 GGAGCTTGGAACGBDBAAG
Casp3 112
R56 GTCCACT GACCCATREB®T

F56 AGGTACTCGGCCMRB®BAGGT
Casp8 137
R56 TGGGATGTAGTCGCRAAGCA

FS5 06 TAGCTGGAACACTGGGCAT"™
Casp9 146
R56 AACATACCCATCGGT&S®BAT"

P53 F-5TGGAAGACTCCAGTGGGAAG3'
R-5TCTTCTGTACGGCGGTCTCHR! 87

3.9.5 Analise da ativacao decaspase 3

A medicéo direta da atividade @aspase ¥oi realizada utilizando o Ensaio de
Protease ApoTargetCaspase 3 (Invitrogen) de acordo com as recomendacgdes do fabri-
cante. Apos tratamento com complg€gdcom a concentracdo referente ao valor de IC
durante 24 has células foram lisadas com tampadiskecelular gelado. A concentracéo
de proteina foi entdo medida usando o BSA Protein Assay Kit (BioRad). Uma aliquota
do extrato de proteina (2@®) foi misturada com 56 Lde tampdo 2X suplementado
comditiotreitol (DTT) 10 mM e os substratos de DENINA (caspase 3). As misturas
foram entdo incubadas durante 2 h a 37 °C. Subsequentemente, a formagitoode p
nilida nas amostras foi medida utdizdo um leitor de microplacas ELIS# compri-
mento de onda referentd@5 nm. O aumento nas atividades aspase@ foi determinado

pela comparacéo dos resultados com o controle.

3.9.6 Analise Estatistica
Os resultados estatisticos foram expressos como a tnédsvio padrao das mé-
dias obtidas a partir dexperimentos independentes #iplicatas. Os gréaficos forage-
rados com o software Prism (GraphPad). Testes de correlacéo foram realizados para de-

terminar os efeitos da concentracdo do complexo na linhaacetid tumor. A
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significancia estatistica das diferen{as0,05), em comparacdo com as células néo tra-
tadas utilizadas como controjdoi avaliada pela andlise de variancia (ANO\&&guido

de poés testele Tukey ou Dunnett, quando aplicavel, Teste T pRaralPCR e Mann
Teste U de Whitney para Medic&o da atividade da CaSpaseoncentracado que produz
um efeto inibitério de 50% no parametro avaliad@dp) foi obtida graficamente a partir

das curvasledoseresposta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdapresentados os resultados obtidos das analises estruturais e
por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia de absorcao
molecular na regido do ultravioletésivel realizada para sete compostagie tiveram
suas estruturas cr&inas e moleculares inéditas determinadas por difracéo de raios X de
monocristal, sendo cinco complexos de cobre(IjCu(HzLY) CHD A(1),
[CuHzLY) BHDA(2), [Cu(HLACNAME (3), [CuHL®) BHPAdD m#) e
[Cu(H2L®)Br]BrM.0 (5), além de duabases de Schifferivadas da vitaminadKssze
Kssiz. Também serdapresentadaas caracterizacoespectroscopicgpor Ressonancia
Magnética Nuclear dos compostos organicos precursores dos complexos, além da carac-
terizacdo espectrométriddara aavaliacdo dos compostos em meio biatdgdioi reali-
zado o teste de viabilidade celularsdCem células tumrais Sarcomal80, Ehrlich e
MCF7.Contudo, também foranealizadass analisemorfolégicagpara o composto (5),
para avaliar as possiveis vias de morte das células, com os testes de apXpi@ssa0

génica

4.4 Caracterizagao dos ligante®erivadosda Vitamina B6

Os compostos derivados da molécula do piridoxalepoexistirem duas possi-
bilidades tautoméricas, sendo a estrutnéca, considerada um oxwitterion onde o
nitrogénio da piridina € protonado eorigéniodo fenol € desprotonade a estrura
neutra, como representadoskigura 193”. O produto da reacdo de condensac&o entre o
piridoxal (3-hidroxi-5-hidroximeti2-metilpiridina-4-carbaldeido) com ditiocarbazato ou

tiossemicarbazida produziu os ligantes tridentados que comes@ntelatados nas for-

mas neutra e idnicd'

H,L!: R = S-alil

H,L?: R=NH-Ph
. AN . H,1% R=NH,

OH

Figura 19. Formas zwiteribnicas (esquerda) e tautoméricas neutras (direita) para os ligantes de derivados
depiridoxal.

Contudogem solucace no estado solido, a forma zwitteribnica é pradwnte nos
complexos metalicos com derivados de piridoxal e isso é apoiado por estudos de RMN e

andlise de raios X
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Sao representado® Apéndice 1os esquemas de numeragioditiocarbazato e
tiossenicarbazonaderivados do piridoxagmpregados nas atribuicbes dos sinaiar-
lise decaracterizacdo espectroscopiea ressonancia magnética nucle@s valores de
deslocamento de quimiceferentes abH e'*C, para estes compostos saoacteristicos
de bases de Schiff e indicam o comportamento destes compostos em cmhiginpe-
ratura20 °C. NaTabela5, estdo apresentados os principais sinais de deslocamento qui-
mico referentes aos &tomos de C e H dos compostos analisados.

Tabela5. Sinais de RMNH e C.

Composto 3C NMR, U (pe¢E

-C=S -C=N C-OH -SCH:2 Carbono Arom. -NH
HoL?® 1971 1645 1486 36,2 1420- 1253 9,4
HoL3 1540 1525 1518 ) 1429-1199 11,6
9,5
HoL 3 1545 1518 1487 ) 1426 - 1354 12,7
11,3
9,0
Composb *H NMR, U (pp
-OH -CH=N- -S-CH2 Préton Arom.
HoL?® 8,8 8,3 4,8-4,8 72-71
HoL3 8,4 8,1 T 75-75
73-7.2
HoL 3 8,8 8,5 T 85-82

Com os espectros d&l e 13C, ¢ possivel observar o sinal de deslocamento qui-
mico caracteristico da maioris atomos de carbono e hidrogénio além de suas respec-
tivas conformagOedNao foi realizado a integracdo dos sinais, desithaixa intensidade
e abjumassobreposi¢cdes deslocamentos quimicos mais altos no espectid,d&io
atribuidos aos atomos delfogénio ligados ao nitrogénio, sendo que este se encontra em
um momento de desblindagem favoravel. Entretanto no espec#® ae deslocamentos
quimicos de maior intensidade foram atribuidos ao carbono de tionila, presente nos ligan-
tes dtiocarbazato® tiossemicarbazona®ortanto, todos os sinais atribuidos possuem
aproximactes de dados fundamentais da ressonéancia magnétez,reicambém de
estruturas semelhantes ja reportaddads resultados de rendimento, ponto de fuséo e
andlise elementasbtidospara estes compostimam: (HLY) = Rendimento: 256,3 mg
(86%). Ponto de Fusédo: 184 °C. Andlise Elementta®6ca (Yexperimental): C, 48,46
(49,01); H 5,094,99); N, 14,13 (14,39fH.L?) = Rendimento: 304,3 mg (96%). Ponto
de Fuséo: 132°C. Andlise Elentar %teorica(% experimental): C, 56,95 (57,68); H
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5,10 (4,75); N, 17,70 (18,13)H.L>) = Rendimento: 224,1 mg (93%). Ponto de Fus&o:
150°C Analise Elementar %edrica (Yoexperimental): C, 44,99 (45,62); H 5,04 (4,87);
N, 23,32 (23,40).

4.5 Complexos Derivados da Vitamina B6

Da reacdo de condensacao entp@rmoxal e o alilditiocarbazatéoi possivel a
obtencdo do agente complexante piridoxal ditiocarbakiio') e a partir destéoi pos-
sivel sintetizardois complexos de cobre(ll)sendoeles [Cu(HLY) C1 D Alj e
[Cu(HLY) B rp @RH

A partir da reacdo de condensacéao entre o piridoxal e o feniltiossemicarbazida ou
tiossemicarbazida, obtése os ligantepiridoxal feniltiossemicarbazon#i$L?) e pirido-
xal tiossemicarbazona HfL®). Os canplexos [CudL? CIl ] A@)mfe
[CuHL?B r 1.G\AKd (@)fforam sintetizados a partir da reacédo de complexacio entre ra-
zBes equimolares do ligamgeidoxal feniltiossemicarbazoreeos sais de cobre(ll), CuCl
e CuBg, respectivamente. O complexo [EW(3)Br]Br AQM(5), foi sintetizado a partir
da reacé de complexacao entre razbes equimolares do ligamdexal tiossemicarba-
zona(H2L®) e CuBg. Os valores deondutividade molaencontradgara os complexos
(I-4)est «o ent r elcn®mal’2indieandd Gue sBoamplexos metalicos néo
eletroitos. No entanto, obsers® claramente que o complexo 5 € um compelstnd-
ito, com condut i vi daanemoddvidorao idreoretb® & coin- q
plexo cati6nicd®

Na Figura20 esta representadum esquema reacional dasntese realizadas

para obtencadoscomplexosl-5.
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HO N HO N
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H,C |
Haol! R = Ph HaL2
H HoL3
CuClz CuCh
CuBr2 CuBr2
[CU(HLY)CI)- H20 (1) [Cu(HL")Br]-H20 (2) [CUHL2)CT-Ho0-dmf (3)  [Cu(H2L2)Br]-H20-dmf (5)

[Cu(HL2)Br] -H20-dmf (4)
Figura 20. Esquema da sintese dos complexaS)(1

Osresultados de rendimentopnto de fudo, analise elementar e condidade
molar dos complexos sintetizados fordPara o complex@l) (413,39 g/mol) =Rendi-
mento:260mg (62%). Ponto de Fusao: 24€. Andlise Elementar %edrica(% expei-
mental): C,34,54(34,87; H 3,87(3,96; N, 10,55(10,16). Condutividade molar em so-
lugdo(10 3 mol LY, emMeOH): 836 "ten? mol' . Para o complex(®) (457,85 g/mol)
= Rendimento398mg (87%). Ponto de Fusédo: 253 *@nalise Elementar %eodrica(%
experimental): C31,54(31,48; H 3,87(3,52); N, 9,49(9,18. Condutividade molar em
solucdo(10 2 mol LY, emMeOH): 822 "fcn? mol'. Para o complex@3) (487,45)
g/mol) = Rendimento:385 mg (79%). Ponto de Fusd@77 °C. Analise Elementar %
tedrica(% experimental): C44,27(44,39; H 4,82(4,55); N, 14,46 (14 37). Condutivi-
dade molar em solucga0d ® mol LY, emMeOH): 86,8 'en? mol' L. Para o complexo
(4) (549,93 g/mol) Rendimento445mg B1%). Ponto de Fuséo: 28Z. Analise Ele-
menta % teorica(% experimental): C39,09(39,31); H 4,72(4,40); N, 13,16(12,73.
Condutividade molar em solucbd 2 mol L, emMeOH):884 fcnm? mol'. Para o
complexo(5) (481,66 g/molRendimento380mg (79%). Ponto de Fuséo: 23C. Ana-
lise Elementar %edrica(% experimental): C22,42(22,49; H 2,48 (2,93); N, 11,54
(11,63. Condutividade molar em soluc&®0 3 mol L, em MeOH): 1864 "fcn?

mol' L.
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4.5.1 Andlise estrutural dos complexos [CUAL H)CI]A20 (1), [Cu(HLYHBr] M0

(2), [Cu(HL?) CI ] Ad[@f(HLY B)r OA K mfe [Qu@iL3BrBr ®i-0

©)

Os dados didos na coleta de intensidades e refinamento da estrutura dos com-
plexos(1-2 e 5)indicam que estes compostos cristalizam sesia cristalino monocli-
nico e grupaespacial Ri/n, referéncia nimero 11 diaternational Tables for Crystallo-
graphy’’ e simetria de Laug/m Entretanto a andlise de difracdo de raios X indica que
0s complexo$3) e (4) cristalizamcomo sistema cristalino monoclinico e gruggpacial
C2/c, refeéncia nimero 15 dmternational Tables for Crystallographye simetria de
Laue2/m

As Figuras21, 22 e 23 representam as projecoes ORPTHos composs (1-5)

respectivamenteom a numeracao de todos os &tomos nao hidrogendides.
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Figura 21. Projecdo ORTEP dos compostos CutHIC | .0 & [Bu(HL) B r ;D.Alipsoides térmica-
presentadas a um nivel de probabilidade 30%.
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Figura 22. Projecdo ORTEP dos compostos [CufHIC | | Ad m#),B rppCAM{nHfL  EIl i ps -

representadas a um nivel de praldéde 30%.

Figura 23. Projecdo ORTEP do composto [Cu(})Br]Br H.O. Elipsdides térmicas representadas a um

nivel de probabilidade 30%.

Em solucéo e no estado sélido, a foeawitterioné predominante nos comple-

X0s metalcos conligantesderivados @ piridoxal, sendo quésso éeportadgor estudos
de RMN e andlise de raio&’® Neste trabalho, as bases de Samif§ complexo(1i 5)

atuam como ligantasaconformacaawitteridnica,estandaoordenadasatraves ds ato-

mos doadores deNSnasformas tautoméricas tioladaslém dissogestrutura molecular
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de(1) e (3) mostra a coordenacao do atomacdbre(ll) com umion cloretoe nos com-
plexos(2, 4e5) coordenados amion brometo. Ofigantescomportarase como zwite-
rionscarregados com carga negativa ao grupo feasicomplexo¢l a4) apresentando
complexos neutroporém no complex(b) o ligante estéomconformacéo dewitterion
neutroproduzindoconsequentementam complexo catidnicd complexo (5possui na
estrutura de seu ligante atomo N3 protonado, devidadaslocalizacéo eletrénica pre-
sente n@omplexo pois ndo € observado este comportamento nas estrdéuizedos do
grupo fenil®,

Os compostoq1) e (2) sdo isoestruturais;om a presenca dema molécula de
aguaem suas unidade€ada atomo d€u(ll) encontrase coordenado a uma molécula
do liganteHL! atuando de forma trideaddae ani6nica.

Os complexo$3), (4) e o compostfCuCl(piridoxalNA T phenl|l t i o&@lemi car bze
reportaido porSubarkhan et &P sdo isoestruturais, porémhservase apresencale uma
molécula de N,Ndimetilformamida no reticulo cristalino dos complex®ge (4), entre-
tantoneste ultimo possui ainda uma molécula de agua, onde estas moléculas atuam como
solvente de cristalizagao.

O complexqb) apresenta em sua daide assnétrica o atomo central coordenado
a uma molécula do ligantézL 3 com a conformacéo de ligacao tridentado cameama
sequénciale atomodigadosONS, além de um ion brometo que coetpl a esfa de
coordenacdo. Obsergeaindaa presenca de uma molda de agugue atua como sol-
vente de cristalizacao

Nos complexoss ligacfes dupla€8=N2 e N3=CPodem ser atribuidasoma
configuracacdE, devido aos angulos dieds@ntre 122° e 117° respectivamerife.

Nos conplexas (1-5), o centrometélico encontrge coordenado aoatomos O1,

N2, S1 eCl1 ou Brl, com ogespectivogomprimentos de ligac&uli S1 entre 210(2)

e 2256(2)A, Culi Olentre1,903(5)e 1,931(3) A e CuflN2 de 1,955(3) a 1974(7) A.
Estes complexos apresemtam numero de coordenacéo igual a quatéon dageome-

tria quadradglanar levemente distorcidasa distor¢éo podserobservada atigandc

se osvalores dos angulos de ligacdoi@uli N2, O Culi Cl1 e O1i Culi Brl que estédo
entre 85,15° e 92,69° além dasgulosde ligagdo basai®li Culi S1, CI1i CuliN2 e

Brli Culi N2 que séanferiores al76,5° e que apesar de apresentarem variacdes, ainda
estdo de acordo com outros complexos de ¢bprpie apresentam a mesma geometria

e foram reportados na literatftasendo que dos compostos reportados os angulos de

ligacdo observadgsara um complexo de @U tetracoordenadoseapresentaram entre
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85,77° e 105,22° e em seu plano basadngulosforaminferiores a 145,91A Tabela6
apresenta alguns valores de angulos e comprimentos de ligagéao selecionadxopara 0
plexas (1-5).

Tabela 6. Comprimentos (A) e angulos (fe ligacdo selecionados para os complexés @s desvios
encontrarrse entre parénteses.

Comprimentos de ligacéo (A)

Ligacao (1) (2) ) (4) (5)
Cu(l) O(1) 1,931(3) 1,914(3) 1,907(3) 1,910(6)  1,903(5)
Cu(1) N(2) 1,969(4) 1,964(4) 1,955(3)  1,974(7)  1,966(6)
Cu(l) S(2) 2240(14) 2,232(15) 2,215(13) 2,210(2)  2,256(2)
Cu(1) CI(1) 2,283(12) - 2,275(12) -

Cu(1) Br(1) - 2,360(9) - 2,364(16)  2,363(13)
S(1) C(9) 1,721(5)  1,730(5) 1,735(4)  1,738(8)  1,688(8)
O(1) C(1) 1,275(6) 1,295(6) 1,307(4)  1,320(10)  1,300(8)
N(2) N(3) 1,404(5) 1,403(5) 1,382(4) 1,367(9)  1,370(7)
C(8) N(2) 1,299(6) 1,291(6) 1,290(5)  1,300(10)  1,285(9)
S(2) C(9) 1,745(5)  1,739(5) - -

Angulos de ligacao (°)

Angulo (1) (2) ) (4) (5)
O(1) Cu(1) 176,33(11)

s 17597(11) 17441(10) 16970(2) 17012(17)
N(@) cut) 17657(12) . 172,80(10) -

Cl(1)

N(2) Culd) - 17637(12) - 17070(2)  17465(17)
Br(1)

O(1) Cu(l) 91,47(15)

N2) 90,93(15) 9261(12)  91,80(3) 92,3(2)
N(2) Cu(1) 85,53(12)

s 85,67(12) 8516(10) 8570(2)  86,13(16)
(1) cu(d) 91,58(10) ' 90,89(9) ;

Cl(1)

(1) Cu®) - 9151(10) - 91,33(18)  92,06(14)
Br(1)
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S(1) Cu(l) -
91,90(5) 91,91(5) - -
Cl(2)

S(1) Cu(1) i 9157(4) - 92,69(8) 89,08(6)
Br(1)

Em 2085, Nanjundare colaboradoré$ elucidaram a estrutura cristalina de um
complexo de cobfd) com o ligante derivado do-8ilditiocarbaato, em que anidade
assimétrica deste complexo é semelhante aos comgl&), enretanto o complexo
cristalizouse na conformacadautomeéricaiona, com os atomos dé-azometina dé&-
tionacoordenado ao metad comprimento da ligacdoiS (1,7394) indica queé uma
ligacAosimples e a ligagdo TN (1,287 A) é intermediaria entre uma ligacéo simples e
dupla, indicando a deslocalizagéo eletronica no griyd3Ndo ligante Contulo os an-
gulos de ligacéo entre os ligantes e o metal, estédo proximi@d 88° e 101.98° na esfera
de coordenacamdicando uma geometria quadrado planar, levemente distorcida, assim
como nos complexos (1) e (2) apresentados neste estudo.

No ano de 2015, Mandal e colaborad®tesportaram a estrutura cristalina de
complexos de cob(l) com ligantes piridoxal metiltiossemarbazona que apresenta uma
estrutura semelhante a estrutura cristalinacoosplexos3) e (4). E possivel comparar
os dados estruturais dos complexos e observar que os comprimentos das ligacdes que
formam o poliedro de coordenacgdo para os atomos de cobre apresentam valores similares.

No ano de 201Manikandare colaboradoré$ publicarama estrutura cristalina
de uma série de complexos de c¢lyedentre eles com o ligangaridoxal tiossenicar-
bazona, sendo uma delas muito semelhante a do con{plexmde o que diferencia é
simplesmente a presenca de uma molécula agua de cristlEzaugssivelerificar que
ao compararmos os dados da analise de difracdo de raioscdndpkexosos compri-
mentos das ligagbes que formam o poliedro de coordenagédo para os atomos de cobre
apresentam valoresuito similares Também é evidenciado a caracteristica desta classe
de complexos a reproduzir estruturas semelhante a dimeros, atragasdags @ hidro-
génio intermolecular.

Analisando a estrutura cristalina e molecular dos compl@x®s observaseuma
deslocalizacdo da densidagletronicana cadeiaonde os angulos de ligacao diedral entre
Si C=Ni N=C é observada com discrepancia engeomprimentos das ligacdes dupla e
simples, indicada pelos comprimentos das ligacoedN@%m torno de ,293(6) e

1,337(9) A eo grupotiolato com comprimento de ligac&9i S1estdo entre 1,688) e
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1,738(8)A. A distorc&o no poliedro de coordenacdocdatro metalico pode estar asso-
ciada a rigidez do ditiocarbazato ou tiosemicarbazona, com os ar@iil@ul S1
(175,97° 169,70°)e N2 Culi X (176,57° 170,70°) sendoX = Cl ou Br, entretanto os
valoresestao proximos do esperagioe éespeadq ou sejacom18C°. Contudq especi-
ficamente no complex(b) observase a presenca de atomos de hidrogénio ligados aos
atomos N1, N3 e O2, indicando a conformacédo catidnica para este lgadtgndo
assimum anion complexcsendo contrabalanceapela presenca do ion brometo

As distanciagntreCLui Cl e Cu Br s&o aproximadamente 2,28 e 2,35 A, respec
vamente, 0 que é tipico pagate tipo de ligaca@bservaseessa distorcdo tambéem
relabsde compkxos de cob(#l) com geometriae ligantes similare8*®°

O empacotamento deistalino revelado por andlise de difracdo de raios X de
monocristal mostrou que todos os compostsalbre sdo estabilizados por ligacdo de
hidrogénio intra e intermoleculdEstas interacdes sao apresentaddsabalay.

Tabela 7. Ligacoes de hidrogénidos complexos-5, com os respestds comprimentos (A) e anguld®)
deligacda Os desvios encontrage entre parénteses.

Complexo D-HAAAA d(D-H) d(HAA d(DAA (D-HAA,

1 N1 H( 1LA) AAAO( 0,86 1,87 2,699(7) 162,44
O@ByH( 3B) AAAO( 1,06 1,75 2,784(6)  160,7
O@RyH( 2) AIAACI (0,82 2,43 3,215(4)  159,5

2 N(L)-H( 1) AIAAO( :0,826)  1,90(6) 2,709(7)  167,0(6)
O@BYH( 3 A)2KA A O( 0,99 1,87 2,813(7)  157,6
OR2rH( 2) AAABr (0,67(5) 2,66(5) 3,303(5)  161,0(6)

3 N(L)-H( 1) AAAO(:0753)  1,95(3) 2,695(5)  173,0
N@4}H( 4) ARAACI (081(4)  285(4) 3,646(4)  170,0
O@RyH( 2) AMAAO( : 0,82 2,31 2,930(5) 132,4
ORyH( 2)(RAACI 0,82 2,56 3,281(3)  146,9

4 N(@4)}-H( 4) AAAO( « 0,86 2,24 3,097(11) 1737
N(1)H( 1A) AAAO( 0,86 1,82 2,682(10) 177,1
O@RyH( 2) AAAO( : 0,82 1,99 2,772(8)  159,9
O@yH( 4 A) AXAAB 1,08 2,53 3,602(8)  171,0

5 NL)-H( 1) AAABr (0,86 2,36 3,216(6)  177,2
N@)}H( 4 A) AAAO( 0,86 2,56 3,231(9) 135,8
N@)}H( 4 A) AAAB 0,86 2,64 3,363(7) 1421
N@4)H( 4 B) ARAB 0,86 2,65 3,480(7)  163,1
N@3)}-H( 3A) AAAO( 0,86 1,88 2,717(8) 1645
O@ByH( 3B) AAAO( 0,79 2,11 2,892(9) 168,44
O@3)}H( 3 C) AAAO( 0,93 2,28 3,200(8)  168,8
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ORyH( 2 (AAAB 0,82 2,38 3,199(6) 176,8
Simetria: (i)-x+3/2, y1/2,-z+1/2; (ii) -x+2, -y, -z+1; (iii) x-1/2,-y+3/2, z+1/2; (iV}-x+1, -y+1,-z+1; (v)-
X, -y+2,-z+1; (Vi) X, y+1, z+1; (vii}-x+1/2, y1/2,-z+3/2; (viii) -x+1/2,-y+5/2,-z+2; (ix) X, y+1, 21; (X)
-X+3/2,-y+3/2,-z+1; (xi) X, y, 21; (xii) X, y, z+1; (xiii) x1/2,-y+1/2, z+1/2; (xiv) X1, Y, Z.

Nos complexogl) e (2) podese destacar dgjacdes hidrogénio intermolecular
entreo atomo de oxjénio da molécula de agua conatomode hidrogénio ligado ao
nitrogénio do anel da piridina e ao atomaohirogénioligado ao atomo de oxigénio do
grupo fenol As ligagdeshidrogénio intermoleculaentre o atomo el hidrogénio OR
H(2a) e os ion€l" e Br noscomplexos(1) e (2) respectivamentegformam um arranjo
supramoleculade moléculaem paralelacom um desenvolvimento semelhante a dime-
ros. Podese destacar o desenvolviment® umarranjo supramolecular tridimensional
atravédlas ligagbesidrogéniointermolecularegntre o atomo de hidrogénio N4(1a)

e 0 atomo de oxigénio O3 Figura 24 estarepresentdo o arranjo supramolecular do
complexo[Cu(HLY)CI]®120.

Figura 24. Representagdo das ligacoéadrogénio do complexo (1). As linegontilhadas indicam as
ligacbes hidrogénio intermoleculares existentes na estrutura.

Entretanto na@omplexo(5), formase uma redéridimensionalligando ocation
complexo, oion brometo e a moléculde agia. Curiosamente, a ligacado de hidoig
intra e intermolecular conectou o Br2 com dodgionscomplexos,ondeBr(2)---O(2)
comdistancia de 399(6)A e Br2---N(1)de 3216(6)A(i: 2-x, 1-y, 2- z). Essas inte-
racdes sao importantes para a cristgivado composto e na formacgao de @stautura

supramolecularapresentada rfagura25.
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Figura 25. Representagdo das ligacoéadrogénio do complexo (5). As linhas pontilhadas indicam as
ligacdes hidrogénio intermoleculares existentes na estrutura.

A cela uriitaria doscomplexog1), (2) e (5) cristalizamno sistema cristalinono-
noclinicoe grupo eespacial Ri/n, apresentandé unidadesassimétricas em seu interior.
AsFigura26 e 27 representa respectivamente a cela unitaria destampostgs ao longo
do dano cristalogréficab e a representacao graficadda de referéncia de nUmekré
daInternational Tables foCrystallography’ indicandoos operadores de sitnia pre-
sentes na cela. Obsersa que acelas unitarias apresenta eixo helicoidal 2, planos de
reflexdo, planale deslizamento ao longim eixocristalograficod, e centro de inversao

como operadores de simetria.
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Figura 26. Cela unitaria do composto (1) em édlocomposto (2) em (b), segundo o plano cristalogréfico
cb. Em (c) o diagrama extraido tiaternational Tables for Crystallographyreferente ao grupo espacial
P21/n.

Figura 27. Cda unitaria do complexo (5) em (a), vista através do plano cristaloghéfico

A estrutura cristalina e molecularsicomplexos(3) e (4) pertencen ao sistema

cristalino monoclinico e grupo espact@®/c, onde acela unitaria de complex® e a
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representacao grafica refereateela de referéncia de nimeroekraida ddnternatio-

nal Tables forCrystallography’ encontranse representadas respectivamenseFigu-

ras28. Observase que a cela unitaria € composta pelos operadores de simetria centro de
inversao, plano de deslizamento @lato ao eixo cristalograficac com deslocamento na

direcdo de e eixo helicoidal 2em dire¢d@o eixab.

a) b)

)

Figura 28. Cela unitaria dos complexos (3) em (a) e (4) em (b) segundo o plano cristalogcakeco (c)
o diagrana extraido ddnternational Tables for Crystallographyreferente ao grupo espaci#/€.

4.5.2 Analise de espectroscopia vibracional na regido dofravermelho para os
compostos 15.
Os espectros vibracionais na regido do infravermelho médio-4mmomt) dos
ligantes HL?!, HoL2 e HL3, alémdos complexo$l-5) foram analisados comparande
as vibracdes observadas no espectro do liganferme livre com as observadas nos
espectros dos complexos e assim avaliar a coordenacdo do atomo de cobreédjamol

do ligante nos complexabtidos
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Os valores em numero de onda das bandas referentesrexgsas modos nor-
mais de vibracdo presentessiigante e em seugspectivosomplexos de cob(H) en-
contramse listados na Tabet Os modos vibracionais envolvendo o atomo de cobre
néo foram listados, visto que geralmente sdo observados abaixd det4® que esta
fora da faixa espectral utilizada no equipamento paraesmc¢dd dos espectros vibracio-
nais.

Tabela 8. Frequénciagcnt?) de estiramento e deformac&o angular dos modos normais de vibragdo seleci-
onados para os opostos HL!, HoL? HL3 e (1:5).

Composto 3(C=N) |3 (-NN3 (CH3(GS)| 3 (%
HoL? 1539 1260 863 1015 o}
(1) 1719 1201 o} 847 813
() 1767 1218 o} 836 873
HoL? 1550 1204 845 0 o}
(3) 1705 1207 o} 0 850
4) 1780 | 1232 8 R} 839
Hal 2 1571 | 1256 | 879 d d
(5) 1671 1204 o} 0 813

As bases de SchiffidentadagH2L?, H.L? e HL®) podem sofrer tautomerizag&o
entretiona-tiolato, entretantosespectros danfravermelho(IV) dos poligantes exibem
apresenca de bandas caracteristica dar ma ti ona com bandas de
879845 cm. Nos espectros de IV dosmplexog1-5), observamoasbandas na regido
de &3-813 cm' que sdo caderisticaslas (-%), indicando uma forma tidiano estado
solido. Nos complexos metélicas3 ( C=N) ® eotiel0170%cui’'oe 1569
1573 cmt, porém nos ligantes livres as bandas observadas sEt68m720cmte 1571
1539 cm', evidenciando a coordenacéo de os atomos de nitrogénio azomedim 0s
atomos de darepois devido ao aumento destas bandas no complexo indicéioEacia
do metal sobreste grupo funcional, atingindo menoeeergias de vibrac& As bandas
observadas em torno de 288055 cm' podem seatribuidas @3 (-Mpy), 0 nitrogénio
protonado do anel de piridina.

Em todos o0os compostos, ON) nedasxpdeda6b os de |
1201 cm?, em que ocorreram os deslocamentos de bandas caracteristicas dos ligantes em

relacdo aos seus complexodréquénciad e e st i r (€3%¢ no tiganted larre em
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torno de 101837 cm?) diminuiu nos complexos (em 8486 cmt), indicando a com-

plexacdo através do atomo de enxofre tidtato

4.5.3 Espectroscopia eletrénica de absorcéo na regido do ultravioleta e do visivel.

Os espectros de absor¢cdo molecular na regiatirdeialetavisivel, ou espectros
eletronicos, dogomplexos(1l) a (5), foram determinados utilizando concentracdes de
1x10° mol L nos solventes metanol e N-gimetilformamida(dmf). O objetivo de es-
tudar os espectros eletronickms de analisarpossiveis transicdes eletrbnicas presentes
nos compostos sintetizados e verificar o efeito do solvente sobre as bandas de absorcéao.
Na Figura29 encontrarrse representados os espestde absorcdo obtidos no ultravio-
leta-visivel doscomplexogq1) a(5), nafaixa de 200 a 600 nm.
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Figura 29. Espectros eletrdnicos dos complexos (1) a (5) nos solventes Me@i (eahcentragcédo de
1x105mol LY.

Os resultados obtidos na analise de espectroscopia eletronica enemtistian
dos na Tabel&.

Tabela9. Andlise de espectroscopia eletiéa dodigantes HL?, HyL2, H,L® e os complexos ¢5). Bandas
de transicdo eletrénicas em nm, por espectroscopi’y/ I3V

Composto Solvente ~ Y “~*l ogU n Y ~*l ogU LMCT l ogU
DMF 290 4.77 317 4.84 - -
Hal?!
MeOH 295 4.43 330 4.42 - -
DMF 301 491 332 4.66 - -
Hal 2
MeOH 234 5.30 304 5.16 - -
DMF 293 4.73 324 4.60 - -
Hol 3
MeOH 239 5.41 310 5.37 - -
1) DMF2 - - 332 4.49 422 4.35
MeOH 224 4.98 338 4.74 434 461
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DMF2 - - 329 4.77 427 4.47
@) MeOH 228 4.37 314 4.12 423 3.73
DMF2 - - 339 4.75 426 4.65
®) MeOH 262 4.89 336 4.56 429 4.94
DMF2 - - 340 481 426 4.72
) MeOH 260 4.78 367 4.44 430 4.82
DMF2 - - 332 4.56 412 4.48
®) MeOH 241 4.16 337 4.15 416 3.94
(@Valores de compri mento de onda e logU dos compl exos

do solvente(b) Valores de absortividade molaj ém L mof* cn.

Nos espectrosinalisados podse destacar que ogjantes, possuembandas de
absorcdma fadade 34i332nm com val or BX ed66 sehdo gudssasnt r e
bandas corresponderstéansigesd o t i p ®@nY “YNos espectros dos comple-

X0s, as bandas de absorcdo sdo deslocadampamesandas de absorcamdicando
coordenacdo doligantes acatomo de cobi#). Observase também o surgimento de
bandas do tipo TCLMtransicdo dearga ligntemetal)nos espectis dos complexos na
regido det12 434nm, o que também indica a formac&o dos compostos deerEmao.
A transica3oTCLM SY Cu(ll) foi atribuidaembandas proximage 420 nm nos comple-
xos de cobre (1), com valores similares relatados na litefatura

Transi¢cdes do tipo-d ocorrem na regido do visivel, explicana® coloracdes
observadas nos complexosatire(ll) com ligantes ditiocarbazatos e tiossemicarbazo-
nas sintetizados. Essas transicdes séo proibidas por Laporte, pois envolvem transicoes
entre estados com mesma simétriasionando baixos valores de absortividade molar
para as absorcdes nos espectros que amdiransicdes-d. Devido a baixa concentra-
cdo em que foram obtidos os espectros apresentados anteriormente, nao foi possivel ob-
servar bandas de absorcao referentes as transigbes br esta razao, foi realizad
analise dos espectros eletronicos domplexos utilizando solucbes de concentracao
1x10°% molL! em metanolA TabelalO e a Figura30 apresentam respectivamente 0s
val ores de comprimento de o n ddobservadosmol og U

espectros dos complexos.
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Figura 30. Espectros eletrénico dos complexos (1) em preto, (2) em vermelho, €un@) em roxo e
(5) em rosa, com concentracdo de IxaIL? preparadas em metanol.

As bandas de absorcdoerdntes a transicaedinos complexos sdo observadas

na faixa entre 625 e 750 nm e coixosv al ores de | ogU 7W&ri ando

resultados condizentes com o esperado para complexos semelhantes

Tabela 10. Andlise de espectroscopia eletrdnica dos complexos de cobre ({giéio do visivel com
concentragdo de 1x£0nolL'. Bandas de transicéo eletrénica em nm.

> tr anad(m)«c | o @ fdol* cm)
1) 625 2,36
(2) 750 1,76
(3 735 2,01
4) 723 2,03
(5) 648 1,99

4.6 Analises Biologicas.
4.6.1 Avaliacdo da atividadecitotdxicain vitro

Os complexos de Q) (1-5) e os ligantes ditiocarbazatosi@ssemicarbazonas
derivados do piridoxal foram t'geant@akseus nas
potenciais antitumorais através da avaliacdo de suas capacidades de inibirem a viabilidade
de células tumoraig-oram avaliadas #ishagens celulares de tumores mur8arcoma
180 e Ehrlich.
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A avaliacaode atividade citotoxican vitro dos complexos utilizando ensaios de

MTT, indicaramque o complex@b) inibiu o crescimento tumoral das linhagens celulares

Sarcomal80 e Ehrlich de mnera dependente. O complexo 5 apresentou citotoxicidade

significativa em comparacdo com a doxorrubicina, com um valor de IC50 de 33,30 (x
0,06) &M conshdea 89m 1v8al (oN 2 ,C3180) O meSmogode c ®1 u | a

ser observado na linhagem celudigr Enrlich, com um valor de 1§ de 16,89 (x 1,02)
eM, compar ando ecodel43)8M(+12a70)para addexordulditelos

em um experimento simultaneo

A atividade citotdxica da doxorrubicina, medicamento de referéncia), os ligantes

livres eos omplexos de cob(#) (1i5), assim como a concentracdo de inibicdo que

causa uma diminuicdo de 50% no crescimento celulas)(I€stdo apresentados Ta-

belall.

Tabela 11. Atividade citotoxica (IGg)a, dosligantes livres KLY, HoL? e HL3, dos complexos ¢5) e da
4 8'! has linleagensccalun

doxorrubicina, tratados
lares $S180 e Ehrlich.

dur ant e

EHRLICH

Compostos 5180
HoL? 25,3 (+3.52)
Hol 2 *

HoL 3 *

1) 37,49 (+230)

2) 25,20 (+1,46)

) 53,40 (+1,80)

(4) 36,69 (073)

(5) 33,30 (+0086)
Doxorubicina 89,18 (£230)

*

55,90 (+2,20)

*

89,85 (+144)
16,89 (+102)

1438 (+1270)

2Atividade citotxica expressa como valorédio + erro padrédo da media (md.1 ) de pdo menos trés

experimentos independentes com interval de confianca a 95% A€ determinado devido a inibigdo

ser inferior a 50%.

A Figura31 mostra os gréaficos de viabilidade celular para as linbksares Sar-

comal80 e Ehrlich dos compostosbl
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1- 8180 1-Ehrlich 2-8-180 3-8-180

Viabilidade %
Viabilidade %
Viabilidade %
Viabilidade %

4-8-180 4 -Ehrlich

Viabilidade %

Viabilidade %
Viabilidade %

Figura 31. Efeito dos complexos (&) sobre a viabilidade de células murinak8® e Ehrlich tratadas com
diferentes concentracdes (220 uM) e apds 48 h de tratamento abilidade celular foi avaliada por

ensaio colorimtgico MTT. Os asteriscos (fepresentam uma diminui¢cdo da viabilidade celular estatisti-
camente significativa quando comparados com células ndo estimuladas pelo teste de anélise de variancia
ANOVA one-way. Os valors de significancia estatistica sadicacbspor asteriscos, representando valo-

res de p (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

Oscomplexa (1) e (4) apresentaram valores mais elevados ded@htra as li-
nhagens tumorais, consequentemente obsavanaatividade antitumoral menor do do
gue o complexo (5Portanto podee indicar que concentragcdes menores deste composto
Sa0 necessarias para inibicescimento de células cancerigenas, contudo melhores re-
sultados comparadosiaxorrubicingonde medicamento avaliado nas mesmas condigdes
e apresentae concentracbes maiores para atingir a mesma inibicdo. N&o foi possivel
determinar o g para a linha celular de Ehrlich dosmplexog2) e (3). Portanto, devido
o melhor desempenho em ensaid@s/s, o0 complexo 5 foi selecionado para os seguintes
ensaios.

Na Tabelall, observase que o Unico valor de dedeterminado para os ligantes
foi o ditiocarbazatd.L! em células S180, entretanto os complexos deste ligante ndo
aumentaram a eficaciama esta linha celular, salvo o compl€tdgue exibe citotoxi-
cidade moderada em células de Ehrlich.

Devido algimas tendéncias para esta classe de compostos, € evidenciado que a
atividade citotoxica dos complexos apresentados € atribuida as propriedadésica
dos ligantes, no entanto, obsesgaque os complex@2-5) apresentam citotoxicidade e
que ndo sdo dectados ligantes livres. Essa caracteristica ndo € uma excec¢ao e esta rela-
cionada a alguns fatores presentes nos complexos formados. Nius gathlicados por

Dobrov&® e em nosso grupo de pesqfiisas experimentos de citotoxicidade em células
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tumorais, obseou-se que o composto de coffetem citotoxicidadeaté8 vezesmaior
do que o ligante livreTambém em estudsapresentados por Lé% indicam que o li-
gante livre € inativo contra a linhagem de células tumorais, mas o complexo da cobre
citotoxicidadeaumenta significativamente
Com o aprofundamento neste tipo de pesqpisdese afirmar que eficiéncia
dos complexos metalicos em relacdo aos ligantes livressgesenelhor interacdo com
as células. Em geral, € possivel atribuir aos complexos formados uma mudanca significa-
tiva em varias propriedades fisigaimicas, taicomo peso molecular, geometria espa-

cial e propriedades redox, em particular, os complexos de(tdpBte

4.6.2 Confirmacédo da inducdo de apoptose por dupla coloracdo com Hoechst

33342 e iodetale propidio

O kit de deteccao de apoptqser coloracaaupla (Hoechst 33342 / PI) fornece
um ensaio rapido e conveniente pavalia a apoptosecom base na deteccao de fluo-
rescéncia para o estado compactado da cromatina em eglafasticasEstes dois co-
rantes atuam interagindo com o DNA das células. O corbintechst 33342)ossuifluo-
rescéncia azudomemissao maximantre350-461 nm, quando ligado doNA), corando
a cromatina condensada em células apoptéticas de uma formaterasdo que a cro-
matina em células normais. O iodeto de propidio €RIn corante de fluorescéncia ver-
melhacomemissdo maximantre535-617 nm, quado ligado ao DNAporémé perme-
ante apenas as células mortas. O padréo de coloracédo resultantsidwlidneo desses
corantes torna possivel distingeiquantificapopulacdes de células normais, apoptoticas
e mortas por aiimetiia de fluxoou microscia de fluorescéncia.

Este testgermitiu observargue as élulas apopdticas fossem distinguidas das
células neabticas por altergbesmorfolégicasem @&lulas Sarcomd80 e Ehrlich tratadas

com complexd5), apresentados negtira32.

Complexo (5) - S-180 Complexo (5) - Ehrlich
1009 [ Viavel 1009 _ [ Vivel
80 [ Apoptose Precoce n 80 ol B8 Apoptose Precoce
@ Bl Apoptose Tardia & Il Apoptose Tardia
= 607 [0 Necrose 5 60+ [0 Necrose
T °
v 404 T 404
= °
° &
S 201 - 20+ o
oL L1, = . oLl Lem ml_
Controle ICso Controle ICso0

Figura 32 Porcentagem de células1B0 e Ehrlich em apoptose e necrosea@®mundongos apos trata-
mento com o complexo 5, por dupla coloragdo com HO / Pl. Os dados mostram a média =+ DP de quatro
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animais por tratamento. A diferenca de significarestatistica com controle, sem tratamentséoindi-
cadas por asteriscos represadtavalores de p (** p <0,01; *** p <0,001).

Verificou-se que células com cromatina fragmentada e azataddrilho intenso
eque estdo em fase de apoptose recentepaimabundantes em comparacdo com células
com cromatina altamente condensada e fratpdarrosa ou vermelha, que estdo em apo-
ptose tardia, que representam a baixa taxa de necrose das®¢lulas
De acordo com os valores observados, galafirmar que nos achados morfolo-
gicos o compostdb) induz a apoptose no Carcinomamiama de Murino Ehrlich e no
Tumor de Sarcoma-830. Nas células do Sarcofh@80, o conplexo induz uma porcen-
tagem maior de apoptose precoce do que a apoptose tardia, e 0 oposto pode ser observado
na linhagem celular de Ehrlichepresentados riagura33.

Viavel

Apoptose

Necrose

Figura 33. Alteracdes morfoldgicas das célud80 e Ehrlich detectadas por coloracéo dupla de Hoechst
33342 / Pl apés o tratamentos com o complexonde as alteragdes séo indicadas pelas seguintes infor-
macdes: a viabiliade é indicada pela cromatina azul cestrutura organizada, na necrose olesseva
cromatina vermelha com estrutura organizada, a apoptose precoce (cromatina azul brilhante altamente con-
densada ou fragmentada) e apoptose tardia (cromatina rosa otheesitteehente condensada ou fragmen-

tada).

Também é identificado que o baixo ride necrose do composto pode estar re-
lacionado a via de mortsausada peldo composto, portanto a via principal seria apop-
tética (p> 0,001). Estudos mostram que compostosoematteristicas semelhantes tam-
bém podem induzir essa yieomo nos resultadasportados por Litf, em quequatro

complexos induziram a apoptose de células cancerigammaspalmente na fase inicial
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4.6.3 Analise de expressdo génicpor PCR quartitativo de transcricdo reversa
(RT-gPCR)
A PCR quantitativa deganscricao reversa (RqJPCR) é usada quando o material
de partida é o RNA. Neste método, o RNA é primeiramente transcrito em DNA comple-
mentar (cDNA) pela transcriptase reversa do RNA totdRN& mensageiro (MRNA).
O cDNA é entdo usado como modelo paraa;do gPCRSendo assim, 0 métodRr-
gPCR é usado em uma variedade de aplicacdes, incluindo andlise de expressao génica
Portanto, por fluorescéncia é possivel marcar e quantificar os gpeesfieos que dire-
cionam 0 processo @gpoptose
A Figura34 mostra as expressoes dos transcftaspaseCaspasef8Caspase
Baxe TP53analisadas por RGPCR em célulaseBcomal80 e Ehrlich tratadas com a

concentracdo de M do complexq5) porum periodo de& h.

S-180 Ebhrlich
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Figura 34. Efeitos do tratamento com o complexo (5) na expressao de mRNA em célid@sEhrlich.

E evidente que todos os genes analisatiostraram um nivel muito alto de ex-
pressdo em ambas as linhageatadas conscomplexo(5) em comparagcdo com controle
analisado(sem tratamento). A expressao desses genes induziu eventos relacionados a
apoptose, porque a supmxpressao esta diretamente envolvida no processo de morte ce-
lular. Embora a linhagem Sarcorhi80 tenha apresentado um nivel mais alto de expres-
sdo génica, com excecdos gene8axe TP53 a expressao génica para ambas as linha-
gens mostrou o0 mesmo parametro. No Sareb8ta a expresséo do genB53foi au-
mentada em coparacdo com a linlggmde Ehlich e o oposto ocorreu comBax, uma
expressao importante no Sarcef® do que na linhagem celular Ehrlich. A via intrin-
seca ou extrinseca pode iniciar Apoptdsentretanta via extrinseca pode cruzavia
intrinseca atraveés da clivagem mediadaga@pase&lo BID. Os dados podem ser com-
preendidos pela expreégsdo aumento do ger@aspase@&m3 h, comexpresdominima
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del12,90 e 6,30 vezes, comparativameraeaas linhas deélulasSarcomal80 e Ehrich
naotratadas, respectivamente.

Em vérios estudos com complexos de cobre (I1), foiaestiado que a formacéo
de adutos interagindo com o DNA em proporcatnsagemadministrada esta ampla-
mente envolvida no mecanismo de acdo da citotoxicidade desta deacompostos me-
talicos®* Os niveis mais alt® de todas as Caspases indicam que a apoptose realmente
ocorre junto com os outros resultados

O aumento dos niveis d&P53 promovido r Baxtem sido amplamente docu-
mentado como o tipo de via mitocondrial (intrinseca) de inducéo de apSet@spe-
senca d&aspase livada e ativadapresentada naigura35 comprovam as observa-
¢cOes do presente estudo

" S-180 Ehrlich
' Controle 06 Controle
3 Complexo (5) 3h. E B3 Complexo (5) 3h
8 1.0 '".. vy § b :
; : y
§ 4
x &
w 081 & 021
5
:
0.0- 0.0+

Figura 35. Atividades proteoliticas na caspase 3 ap6s o tratamento com o complexo (5) nas dé0las S
e Ehrlich.

A ativacdo daCaspase & um evento precoce € inicia um dano apoptoético cau-
sando extensa, encolhimento e fragmentacéo do @N4ensadce sua proteinaterage
tantocom Caspase8juanto conCaspase$® Esta ativacipode ser observada nas célu-
las S180, que apresentaram maior quantidéelapoptose precogmrém nagélulas de
Ehrlich a quantidae de células na apoptose tardia foi maior. Os resultados apresentados
nos levam a afirmar que o mecanismo de morte da célula desencadeada pelo complexo
(5) nas linhagens-380 e Ehrlicindicamprovavelmente uma apayse intrinsecantre-
tantondopodeseexcluir a participagdo de outros mecanismos de morte cetwlah

via extrinseca.

4.7 Complexosderivados davitamina K3
A partir da reagéo de condensacao equimolar entre a menadiona e a semicarbazida
ou isoniazida, d@mse os ligantemenadionaemicarbaona Kzs2 e menadionasoni-

azida (Ksiz). De acordo com as suas caracteristicas quelantes, os compostos foram
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sintetizados com o objetivate serem utilizados como precursores na obtencédo de novos

complexos metalicos pagaotimizacao de possiveis aplicasioldgicas.

Os resultados de rendimenpmnto de fusdo e analise elementar, analisados para
0s compo®s derivados da vitaminasforam: Para o composti3sz (229,24 g/mol) =
Rendimento: 210,32 mg1%). Ponto de Fusao: 212°Bnélise Elementar %eorica (%
experimental): C62,33(63,12); H5,67 (4,89); N, 18,17 (17,40). Para o compostiziz
(291,10 g/mol) Rendimento: 268,36 mg (92%). Ponto de Fusédo: 231 °C. Analise Ele-
mentar %tedrica (Yeexperimental): C69,61(69,12); H, 5,15(4,99); N, 14,33(13,97).

4.7.1 Anadlise estrutural doscompostosKssze Kaziz
A andlise de difracdo de raios X indica que os aBtgsKssz e Kasiz cristalizam
no sistema cristalingriclinico e grupo espacidl, referéncia nimero 2 daternational
Tables for Crystallography e simetria de Laué. As Figura36 e 37 representam a pro-
jecdo ORTEP dos compostos com a humeracao dos atomos constituintes da estrutura,

exceto os atomos de hidrogénio.

Figura 36. Projecdo ORTEP do composto K3Efipsoidestérmicas representadas a um nivel de probabi-
lidade 30%.
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Figura 37. Projecdo ORTEP do composto K3&lipsoidestérmicas representadas a um nivel de probabi-
lidade 30%.

No estado solido, compostdK sz apresentase na forma de seu tautdmero cetb-
nico, evidenciado pelo valor de comprimento de ligacao da cari@iti®>2del1,21§3)
A, que possui valor coerente com o valor de 1,2%Berado para ligacdes duplas entre
carbono e oxigénio, e pelo carater idedao simples observaada ligacdaC12 N2 com
comprimento de ligacio de384(2) A. Os comprimentos ddigacdes e angulos de liga-
céoestdo de acordo com o observado na literatura para ligantes semelbsiatetadse
de compostad A Tabelal2 apresenta alguns valores de angulos e comprimentos de li-
gacao selecionados pamammpostKssze Kaiz.

Tabela 12. Comprimentos e angulos de ligacdo selecionadesampostosKssz e Ksiz. Os desvios en-
contramse entre parénteses.

Composto Kssz

Comprimentos de ligacéo (A) Angulos de ligac&o (°)

CLiOl  1,234(2) C12ZN2  1,384(2) CI12ZINLIN2 121,15

Cl202  1,213) C8&N1  1,301(2) NIiN2iC8  119,0(4)
N1-N2 1,351(2) N2i H2a 0,89 N3iC12 02 120,1(5)

Composto Ksiz

Comprimentos de ligacéo (A) Angulos de ligacéo (°)
ClLiOl  1,224(6) C12N2  1,359(5) CI2aNIiN2 118417
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Cl2 02 1,223(5) C8'N1 1,296(5) N1iN2iC8 119,71(17)
N1-N2 1,362(5) N2i H2a 0,86 N3iC1202 127,17(19)

O compostdziz tambémse apresentaa forma de seu tautdmero cetdnico, evi-
denciado pelo valor de comprimento de ligacéo da carbonila@@2lde 1,223(5) A co-
erente com o esperagara ligacbes duplas eatcarbono e oxigénio e pelo carater de
ligac&o simples observada na liga€i? N2 de1,359(2) A. Os comprimentos das liga-
cOese angulos de ligacao estdo de acordo cepbservadsna literaturaee muitoseme-
Ihantesao compostdssz

Os composto&ssz e Ksiz cristalizam nosistema cristalino triclinico e grupo es-
pacialPl, apresentando em ambos, duas unidades assimétricas em sua celaNaitaria.
Figura38 estéo representadas adas unitariss dos composts Kssz e Ksiz, segundm
longo do eixo cristalogffico ¢, e o diagrama referente ao grupo espaiadxtratio da
International Tables for Crystallographcom a representacdo dos operadores de simetria
presengs na cela. E possivel observar que o Unico operador deigipresente na cela

unitaria deste complexo é o centro de inversao.
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Figura 38. Projecdo da cela unitaria dos compostos (a) K3sz e (b) K3iz, vista através do stahm- cri
gréfico ab. Em (c) o diagrama extraidoldternational Tables for Crystallograpfyeferente ao grupo
espaciaPl.

4.7.2 Andlise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Com os espectros d®MN *H e 3C dos conpostos K3sz e K3iem solucéo de
ds-DMSO, foi possivel observar todos os hidrogéreéasarbonogresentes na estrutura.
Para atribuir os sinais encontradosHgura4l, estacapresentadags estruturas e g8
respectivos sinaiatribuidos aos deslocanmtes quimicosavaliados. Os espectros estao

apresentados no apéndice
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Figura 39. Representacéo estrutural dos compostsz € Kiz e os valores de deslocamento quimico de
HeC.

Os valores d deslocamento quimico para atribuidos aos atomdd,dsstéo se-
melhantes aosncontradosa literatura* Podese indicar os dubletos e multipletos rela-
cionados ao deslocamentaimico entre7,00 e 9,00 ppm aos protons presentes nos anéis
aromaticoS’ Destacasetambémos singletos comaalores entre 10 e 11 ppm, indicando
que tanto no estado solido, quanto em solucéo, obseragresenca do protigado ao
atomo N2. No composto kiz, ndo é observado sinais relacionados a presenca do proton
no atomo de nitrogéaianel piridnico. Contudo nhaomposto Kiz, é observadam sinal
com o deslocamento quimico em 8,16 ppm, correggate ao grupo amina desproto-
nado.

Aosnucleosde*C, podese destacar os valores entre 161 e 164ippinando a
presenca do grupo cartia nos dois compostos. Entretanto os valelesadosle des-
locamento quimico referente aos carbonos C=0 no compestcéikie 189,50 ppm e no
composto kiz em184,31 ppm, uma variacao de 5,19 ppm. Esta variacdo ocorre devido
ao grupo amina favorecer um ambiente mais desblina@s valores de deslocamento
guimico observados no espectro entre 150 e 130 ppm séo atribuidos aos nucleos de car-
bono presentes em anéis aromaticos sendo estes com deslocamen&levados no

anel nitrogenado.

4.8 Andlises biolbgicas
Analisouse opotencial antitumoralos compostos 46z e kiz através da avali-
acao desuas capacidades em inibirem a viabilidade de céhalate a linhagem d&mor

s6lidoMCF-7. O tratamentn vitro foi realizado condoses entre 2 e 2@0/1 no periodo
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de 24 horas de incubacéo, assim comteste realizado em células mononucleares do

sangue (PBMC), para observar o comportamento seletivo para esse tipo de célula tumoral.

4.8.1 Avaliacdo da atividade citototOxican vitro

A viabilidade celular &s células MCF7 e PBMC foranmavaliadasom o teste de
analise colorimétrica com o corante MTT, omdevalores de absor¢cdo maxima da solu-
cdo em 570 nm e os devidos tratamentos estatistidmaramou ndoa morte de 50%
das células, o 1.

Foi avaliadeapenas medida de 1€ (62,15+2,80 €M) para 0 composto 4§z, em
células tumoraisEntretantdrente ao compostodk as células sdo viaveis em 24 horas

de tratamento, como pode ser observado nos graficos apresentainsad?.

K3sz K3iz
Il MCF-7
¥R PBMC
100 1004 I T L *Controle
= = L
(] Q T
T e
3 3
= 504 = 504
K K
5 5
0- 0-
o o N N o
S & & &S

pM
Figura 40. Efeito dos compostos¥z e kiz sobre a viabilidade de células MCFRratadas com diferentes

concentracdes {200 uM) e apds 24 h de tratamento a viabilidade celular foi avaliada por ensaio colori-
métrico MTT.

A viabilidade do composto 3§z é tservavel em células tumorais devido a pre-
senca d umasemicarbazona simples em sua estrytpoégs 0 auranto da solubilidade
em agua favorece o caminho do composto bioativo no orgafishpesar de ndo apre-
sentar citotoxidade em ceélulas normais, psel€onsiderar como um composto setetiv
para células tumorais, devido a grande diferenca entre as viabilidades comi¥aradas.

O composto Kiz ndo apresentou atividade citotoxica em ambas a células analisa-
das, devido a sua estrutura possivelmente ndoas¢quada para iniciar as vias de morte
celular Em alguns relatos, é observado que as cadedés longas de hidrocarbonetos
podem ter contrikiupara o aumento da permeabilidade celtaentretantmo composto
Kziz apresent@m suaestrutua anéis heterociclicos com grande localizacédo de cargas.
Este fatotambémpodeestar relacionadoom a unido entre a menadiona e a isoniazida

guediminui areatividadecommeio bioldgicq poisapesade isoladamenta isoniazida
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e sel analogosapresentam citotoxidade em diversas linhagens de células tumorais

neste composto sua atividade foi reduzfda.

83



5. CONCLUSOES



5. Conclusdes

5 CONCLUSOES

A partir dos objetivos propostosdes resultados obtidos dute a execucado do
presente trabalho sobre a sinteseacterizacdo estudo biolégicale complexos de co-
brg(ll) comderivados dsvitaminasBs e Kz, pddese concluir que:

I. Foram sintetizadoe caracterizadoS complexosnéditosde cobre(ll) com ligantes
ditiocarbazato e tiossemicarbazateivados da vamina B, alémde doidigantessemi-
carbazona e hidrazonderivados da vitamina

Il. Através da analise de difracdo de rafode monocristal, foram elucidadasessrutu-
ras cristalinas inéditas detenovos compostgsendacinco de complexos de colfhg

derivados de piridoxal ditiocarbazatosiedoxaltiossemicarbazonas, alémisicompos-
tos, semicarbazona e hidrazaeivads da menadiona;

lll. As estruturas rigidas apresentadas pelos ligantes utilizados ocasionaram distorcées
nos poliedros de coordenacao nos complexos de(tylsiatetizacs, que foram verifi-
cadospelos valores de angulos e comprimentos de ligagédo obtidos nas analises por difra-

céo de raios X de monocristal;

IV. O método empregado na elucidagdo estrutural dos compostos obtidos mostrou bas-
tante eficacia e boa resolucéo, wigtie os indices de disdéncia encontrados na deter-
minacao das estruturas possuem valoresores do que 0,07,7@ que sdo considerados

valores bons para a determinacdo de estruturas cristalinas;

V. As analises despectroscopide ressonancia magnétide H e °C detalhaam os
atomos de carbono e hidrog&presentes nos ligantes sirzatios As analses de infra-
vermelhoindicaram apresencale gruposfuncionais caracterigsbs dos liganteem que
nos complexos metalicos apresentariacdodos modos vibracionaislevidoa coorde-
nacdo ao centro metalicdinda assimos espectrosletronicosde absagdona regiao do
UV-VIS indicarama coordenacao do bgte ao metal devidis transi¢cdes caracteitss,
mostrandese estaveiem dois solvente®ortanto, asr@lises espetroscopicas corrobo-

ram com & estruturas elucidadas por difracédo de raios x.
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VI. Os testegue avaliam aiabilidade celularrevelaram que ligante HL! e os com-
plexos de cob(d) aumentaram a capacidade de inibir o crescimento didaséumorais
S-180 e Ehrlichexcetas complexos (2) e (3) que ndo apresentaram inibicdo para células
tumorais de Etich, sendo quea@acodo com os testes realizados comomplexo(5),

foi possivel observar a via de morte das células em tratamenfon@ando a morte das

células tumorais por apoptgose

VII. Dos compostos derivados da vitaming B composto Ksz apesentou efeito citotd-

Xico no tratamento em células de adenocarcinoma mamarieM™CF

O presente trabalho possibilitobservar as caracteristicas estruturaisoeple-
x0s de cobre(llzoerentes com a literatyi@ssim compdos possiveis modos de coorde-
nacédo de ligantdsases de Schiff, destacarsi® os ditiocarbazatospssemicarbazonas
semicarbazonas e hidrazonsando que método de difracdo de raios X de monocristal
foi uma analiseessencial para @lucidacdo aleterminacdo das estruturas apresentadas
nesse trabalho

Os compostos inéditos descritosteetrabalho, apds caracterin&, foram anali-
sados em diferentes linhagens de céls¢aslo efetivos no tratameritovitro de células
tumoraisMesmo os tumores-830 e Ehrlich n&o estarem no topo da lista das neoplasias
mais frequentes, os estudosniecem um direcionamento de como submeter novos en-
saios de forma otimizadaaprofundaos estudos sobre o mecanisneagao desta classe
de compostos. Contudo foi possivel analisar e identificar o mecanismo de morte progra-
mada, induzido pela dosagem cotdda do complexo de colflp com o ligante tiose-
micarbazona derivado do piridox&om os resultados obtidos nestgbalho, podese
evidenciar que os nova®mplexos de cobre(ll) com ligantes bases de Schiff degvado
das vitaminas Be Ks, podemse avaliados contrautras linhgensde células tumorais,
inclusive as resistenta®s tratamentos atuasendo assirposteriormente avaliadéam-

bémem ensaios clinicos, para o uso no tratamento de cancer.
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APENDICE A: Espectros d&®MN *H e *C doscompostos bL%, HoL? HaL3, Kssz e
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Abstract

The present study reports the synthesis and crystal structures of Cu(II) complexes with pyridoxal S-allyldithiocarbazate
(H,L") and pyridoxal thiosemicarbazones (H,L? = pyridoxal-N*-phenyl-3-thiosemicarbazone and H,L> = pyridoxal-N*-sem-
icarbazone). The single-crystal X-ray study reveals that in all cases, the Schiff base coordinated tridentately through the
ONS-donor atoms, resulting in distorted square planar coordination geometries with the copper atoms. The Cu(II) complexes
with pyridoxal dithiocarbazate, [Cu(HL')Cl]-Hzo and [Cu(HLl)BrJ~H20, as well as three complexes with pyridoxal thio-
semicarbazone, [Cu(HL?)Cl]-dmf, [Cu(HLz)Br]HzO-dmf and [Cu(H2L3)Br]Br~H20, were also characterized by spectro-
scopic and physical-chemical analyses. The cytotoxicity of the complexes toward two kinds of cancerous cells (Ehrlich and
S-180 cells) was evaluated by an MTT assay. The complex [Cu(H2L3)Br|Br-H20 was selected to study both the cellular and
molecular mechanisms underlying its promising cytotoxicity. The Hoechst 33342/PI dual-staining assay showed the typical
apoptotic morphology of cancer cells, and the RT-qPCR analysis revealed that the expressions of Bax, Casp3, Casp8, Casp9
and TP53 were markedly increased in both the Ehrlich and S-180 cells exposed to 10 pM for 3 h. According to our results,
this complex induces cell death through apoptosis, showing potential as a future drug against cancer.

Introduction ligands is characterized by the presence of an imino group

(R,C=NR’), has several possible modes of coordination with

Schiff bases form metal complexes with different geometries
and coordination numbers and have been developed to opti-
mize the treatment of various diseases [1-4]. This class of
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transition metals and has several biological applications and
interesting physicochemical properties [1, 5, 6]. Schiff bases
formed with the pyridoxal moiety and their metal complexes
have been attracting special attention for many years [7, 8].
Dithiocarbazates and thiosemicarbazones derived from pyri-
doxal can form complexes with a variety of transition metals
through the tridentate coordination of the phenol oxygen,
azomethine nitrogen and thiolate sulfur atoms [9, 10]. Both
varieties of ligands present high electronic delocalization,
especially when aromatic groups are bound to the azome-
thine carbon. They also have very promising biological
applications, and their metal complexes exhibit important
biological properties [11, 12].

Dithiocarbazates (DTC) and thiosemicarbazones (TSC)
are important multidentate ligands with N and S donor atoms
that have been studied over the years due to their pharmaco-
logical applications [13, 14]. Furthermore, copper(II) com-
plexes in this class of compounds appear to be very promis-
ing candidates for pharmacological applications due to the
cytotoxic properties described by a considerable number of
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published papers, showing antifungal, antibacterial and anti-
tumor activities [13—18].

In the present paper, we report the synthesis and the crys-
tal structures of five copper(II) complexes with pyridoxal
dithiocarbazate or thiosemicarbazone ligands, [Cu(HL")
C1]-H,0 (1), [Cu(HL)Br]-H,0 (2), [Cu(HL?)CIl]-dmf (3),
[Cu(HL?)Br]-H,0-dmf (4) and [Cu(H,L?*)Br]Br-H,0 (5)
(ligands are shown in Scheme 1). Spectroscopic and physi-
cal-chemical analyses, such as FTIR, elemental analysis,
molar conductivity and UV-Vis spectroscopy, were used to
confirm the structures. The anticancer activities of the com-
pounds were evaluated against sarcoma S-180 and Ehrlich
tumor cell lines. The complex determined to have the best
ICs values (i.e., the concentration of complex in pM that
results in a 50% reduction in cellular viability) for cancer
cells was selected to analyze the molecular mechanism of
cell death.

Experimental section
Materials, methods and instruments

All reagents and solvents were commercially available.
Pyridoxal-S-allyldithiocarbazate (Hle), pyridoxal-N*-phe-
nyl-3-thiosemicarbazone (H,L?) and pyridoxal-N*-semi-
carbazone (H,L?) were prepared as described in related lit-
erature by condensation reactions of equivalent amounts of
pyridoxal hydrochloride and the corresponding carbazate or
thiosemicarbazide [19, 20]. Elemental analysis was obtained
with a Perkin Elmer/Series II 2400 analyzer. The molar con-
ductance of a 1073 M solution of each metal complex in
MeOH was measured at room temperature (25 °C) using an
Ion DDS 12DW microprocessor conductivity meter and a
dip-type cell with a platinized electrode. FTIR spectra were
obtained in a Perkin Elmer spectrophotometer (model Spec-
trum 100), operating in the range of 4000-600 cm™' with
attenuated reflectance (ATR) Fourier transform. 'H and '*C

OH
NZ S

e

H

OH
H,L!

¥ N\N)J\S/\/

NMR spectra of the free ligands were obtained from DMSO-
dy solutions at room temperature on a Bruker Avance III HD
600 MHz spectrometer. The UV—Vis spectra were collected
on a Varian Cary 500 recording spectrophotometer over the
range of 1000-200 nm.

Synthesis of copper(ll) complexes 1-5
[Cu(HL")CIJ-H,0 (1)

A solution of pyridoxal-S-allyldithiocarbazate (H,L')
(30 mg, 0.1 mmol) in MeOH (5 mL) was added to a stirred
solution of CuCl, (14 mg, 0.1 mmol) in MeOH (5 mL). The
mixture was heated under reflux for 3 h. Dark green crystals
were obtained directly from the resulting solution at room
temperature. Yield: 26 mg (62%). Melting Point: 242 °C.
Elemental analysis calcd. for C,,H,(CICuN;0,S,: C 34.87;
H 3.96; N 10.16%; Found: C 34.54; H 3.87; N 10.55%.
Molar conductivity (10_3 M, MeOH): 83.6 Q! cm? mol ™.
Selected IR bands (KBr, v,,,,/cm™"): 2657, v(NH"); 1629,
v(C=N); 1247, v(NN); 847, v(C-S). UV-Vis (MeOH):
Amax =224, 338 and 434 nm; (DMF): A, =332 and 422 nm.

max

[Cu(HL")Br]-H,0 (2)

Pyridoxal-S-allyldithiocarbazate (H,L') (30 mg, 0.1 mmol)
was dissolved in MeOH (5 mL) and added to a solution of
CuBr, (23 mg, 0.1 mmol). The mixture was heated under
reflux for 3 h. Dark green crystals of (2) were obtained
by slow evaporation of the solvent. Yield: 47 mg (87%).
Melting Point: 253 °C. Elemental analysis calcd. for
C,H,¢Br,CuN;05S,: C 31.48; H 3.52; N 9.18%; Found:
C 31.54; H 3.87; N 9.49%. Molar conductivity (10_3 M,
MeOH): 82.2 Q™' cm® mol ™. Selected IR bands (KBr, v,/
em™1): 2632, uNHY); 1620,u(C=N); 1345, u(NN); 780, v(C-
S). UV-Vis (MeOH): 4,,,, =228, 314 and 423 nm; (DMF):

Amax =329 and 427 nm.
OH
N7 S
N N N/
o

R,
OH
H,L*: R;=H; R,=Ph
H,L3:R;=H;R,=H

Scheme 1 Pyridoxal dithiocarbazate (left) and thiosemicarbazone (right) in their thione form used throughout the experiments
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[Cu(HL)Cl]-dmf (3)

A solution of pyridoxal-N*-phenyl-3-thiosemicarbazone
(HZLZ) (32 mg, 0.1 mmol) in MeOH (5 mL) was reacted with
a solution of CuCl, (14 mg, 0.1 mmol) in the same amount
of solvent (5 mL). The solution was heated under reflux for
3 h. Brown crystals were obtained after recrystallization
from DMF. Yield: 39 mg (79%). Melting Point: 276 °C.
Elemental analysis calcd. for C,gH,,CICuN;O;S: C 44.35;
H 4.55; N 14.37%; Found: C 44.27; H 4.82; N 14.46%.
Molar conductivity (1073 M, MeOH): 86.8 Q' cm? mol™".
Selected IR bands (KB, v, /em™): 3415, (NH-Ph); 2591,
v(NH™); 1629, y(C=N); 1250, v(NN); 758, 1(C=S). UV-Vis
(MeOH): 4,,,, =262, 336 and 429 nm; (DMF): 4,,,, =339
and 426 nm.

max

[Cu(HL2)Br]-H,0-dmf (4)

The synthesis was similar to the one described for (3); how-
ever, the CuCl, was changed to CuBr, (23 mg, 0.1 mmol)
and green crystals were obtained after recrystallization from
DMF. Yield: 44 mg (81%). Melting Point: 282 °C. Elemental
analysis calcd. for CgH,,BrCuN;O,S: C 39.31; H 4.40; N
12.73%; Found: C 39.09; H 4.72; N 13.16%. Molar conduc-
tivity (107> M, MeOH): 88.4 Q™! cm? mol™. Selected IR
bands (KBr, v,,, /Jem™"): 3396, y(NH-Ph); 2401, u(NH");
1625,u(C=N); 1228, (NN); 755, (C=S). UV-Vis (MeOH):
Amax =260, 367 and 430 nm; (DMF): 4,,,, =340 and 426 nm.

[Cu(H,L3)BrIBr-H,0 (5)

A solution of pyridoxal-N*-semicarbazone (HZL3) (24 mg,
0.1 mmol) in MeOH (5 mL) was added to a solution of
CuCl, (14 mg, 0.1 mmol) in MeOH (5 mL). The mix-
ture was heated under reflux for 3 h. Brown crystals were
obtained after some days of slow evaporation. Yield: 38 mg
(79%). Melting Point: 231 °C. Elemental analysis calcd.
forCyH,,Br,CuN;O,S: C 22.44; H 2.93; N 11.63%; Found:
C 22.42; H 2.48, N 11.54%. Molar conductivity (107> M,
MeOH): 186.4 Q! cm? mol~!. Selected IR bands (KBr,
Vpa/em™):3290, v(NH,); 2751, v(NHY); 1644,u(C=N);
1282, ¥(NN); 752, v(C=S). UV-Vis (MeOH): 4, =241,
337 and 416 nm; (DMF): A_. =332 and 412 nm.

max

X-ray crystallographic study

X-ray data collection was accomplished on a Bruker CCD
SMART APEX II single-crystal diffractometer with Mo
Ka radiation (0.71073 A). The data were processed with
SAINT, and SADABS was used to scale it and perform
the multi-scan absorption correction [21]. The structures
were solved by direct methods using SHELXS-97 [22], and
a subsequent Fourier difference map analysis yielded the

positions of the non-hydrogen atoms. The refinements were
performed using SHELXL-2016 [23]. Molecular graph-
ics were generated with the ORTEP [24], POV-Ray and
DIAMOND [25] programs. The crystal data, experimental
details and refinement results are summarized in Table 1.
Crystallographic data for the structural analysis have been
deposited at the Cambridge Crystallographic Data Centre,
with reference numbers 1,582,555-1,582,559. The crystal-
lographic data can be obtained free of charge from the Cam-
bridge Crystallographic Data Centre via http://www.ccdc.
cam.ac.uk/data_request/cif.

Biological activity
Cell culture

Murine Sarcoma-180 tumor cells (S-180) (ATCC®# TIB-
66) and Murine breast carcinoma Ehrlich tumor (ATCC
®4 CCL77™) cells were cultured in RPMI 1640 medium
(Gibco®, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), supplemented
with 10% of fetal bovine serum (FBS) (Gibco®, Life Tech-
nologies), 100 pg mL~" penicillin and 100 pg mL~! strepto-
mycin. The cultures were incubated in a humidified incuba-
tor (Thermo Scientific) at 37 °C with 5% CO,, according to
the methods described by de Lima et al. [26]. Control and
treated cells were exposed to a final concentration of 0.1%
DMSO (no cytotoxicity).

Cell viability assay (MTT assay)

The cytotoxic effects of the five compounds were evaluated
using the MTT assay with Ehrlich and S-180 cells. Initially,
1.0x 10° of Ehrlich and S-180 cells were placed separately
on plaques of a 96-well tissue culture plate and treated with
different concentrations of the five complexes (0.2-200 pM)
for 48 h. After this treatment, 10 pL of MTT (5 mg mL™")
was added to each well, and the plates were incubated at
37 °C for an additional 3 h. The purple formazan crystals
were dissolved in 50 pL of solubilization solution [40%
(vol/vol) dimethylformamide (DMF), 2% (vol/vol) glacial
acetic acid and 16% (wt/vol) sodium dodecyl sulfate (SDS)
at pH=4.7]. After that, the absorbance was determined at
545 nm using a Stat Fax 2100 microplate reader (Awareness
Technology, Palm City, FL, USA). The cell viability was
calculated according to the following equation:

V= i x 100
~ \ Abs,

where V, Abs, and Abs, are, respectively, the percentage of
cell viability (%) obtained from three independent experi-
ments, each done in triplicate, the absorbance of the treated
wells and absorbance of the control wells. The determination
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