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Resultados e discussao — parte 2:
Caracterizagao dos complexos de Cu(ll) com HL7 e HL2

5.1
Métodos de caracterizagdo dos complexos de cobre(ll)
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Figura 36. Complexos de cobre(ll) com os ligantes HL1 (1, esquerda) e HL2 (2, direita).

Os complexos [Cux(z-L1)2(HL1)(ClO4)2(OH2)]-2H,0 (1) e [CuCly(L2),] (2)
foram caracterizados por meio de técnicas como andlise elementar de CHN,
espectroscopia vibracional nas regides do infravermelho médio e afastado e
ressonancia paramagnética eletrdnica, aliadas a ensaios de condutividade,
testes de solubilidade e, para o complexo 2, também analise termogravimétrica,
0 que nao foi possivel para o complexo 1 dado o carater fortemente oxidante do
perclorato. O composto 1 teve ainda a sua estrutura determinada por difracéo de
raios X em monocristal. Os resultados obtidos sao discutidos na sequéncia, com
excecao dos dados de CHN, ja reportados na parte experimental deste trabalho.

Testes hioldgicos com as linhagens tumorais leucémicas U937 e THP-1 e
também em células sadias do tipo PBMC foram realizados a fim de verificar uma
possivel atividade antitumoral.

O complexo 1 mostrou-se solivel em metanol, a quente, e
dimetilsulfoxido e dimetilformamida, & temperatura ambiente. O complexo 2, por
sua vez, apresentou gama de solubilidade ainda mais restrita, sendo apenas

solavel em dimetilsulfoxido e dimetilformamida, também a temperatura ambiente.
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Para sintese do complexo 1, foi utilizado perclorato de cobre(ll)
hexaidratado como sal de partida, tendo sido isolado um monocristal. J4 o
ligante HL2 mostrou-se inerte frente a este sal de cobre, de modo que 0 mesmo
foi substituido por cloreto de cobre(ll) diidratado, dando origem a um sélido
policristalino.

511
Estrutura cristalina de [Cu2(u-L1)2(HL1)(ClO4)2(OH2)]-2H.0

Na Figura 37, é apresentada a estrutura cristalina do complexo de
cobre(ll) do ligante HL1, [Cux(u-L1)2(HL1)(ClO,)2(OH,)]-2H,0 (1). Em seguida,
sdo apresentados, na Tabela 7, alguns dados do cristal utilizado e outros
relacionados com a coleta e o refinamento da estrutura. Algumas distancias e

angulos de ligagéo selecionados séo descritos nas Tabelas 8 e 9.

Figura 37. ORTEP do complexo binuclear de cobre [Cu,(u-L1)>(HL1)(ClO,)2(OH,)]-2H,0
(1). Todos os atomos de hidrogénio foram omitidos por motivos de simplificac&o.
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Tabela 7. Dados do cristal e refinamento da estrutura para o complexo binuclear de

cobre(ll), 1

Formula empirica
Massa formula
Temperatura de coleta
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensodes de cela unitaria

Volume da cela
Z
Densidade (calculada)
Tamanho do cristal utilizado
Coeficiente de absorcéo
F(000)

Reflexdes coletadas
Reflexbes independentes
Dados/ restric6es / parametros
“Goodness-of-fit on F?
“Theta range”
Variacao dos indices

“Completeness to theta = 31,00°”
Transmissdes max. e min.
indices R finais [I>20(1)]

indices R (todos os dados)

C27 Hazg O14 N2 Cl; Cusy
942,59 g mol™*
173(2) K
Monoclinico
P 2./n
a=15,6216(6) A
b =12,4812(5) A
¢ =19,3780(8) A
3685,3(3) A°
4
1,699 g cm®
0,24 x 0,16 x 0,04 mm?®
1,382 mm™
1.912
44.460
11.722 [R(int) = 0,0515]
11.722/0/514
1,059
1,96 a 31,00°
-22<=h<=18, -15<=k<=18,
—23<=|<=28
99,9%

0,9468 e 0,7327
R1 =0,0634, wR2 = 0,1410
R1 =0,1249, wR2 = 0,1667

0=90°
B=102,732(2)°
y = 90°

A estrutura cristalina de 1 mostra um complexo binuclear, neutro, com 0s

dois centros cupricos exibindo ambientes de coordenacdo completamente

distintos, e trés moléculas do ligante, dentre as quais duas na forma

desprotonada L1". Os ligantes exibem modos de coordenacgéo diversos, sendo

que aqueles que perderam o préton se comportam como pontes entre 0os metais.

Um dos nlcleos metalicos (Cul) exibe NC=5 e esta coordenado por dois

jons L1, que atuam como ligantes bidentados, ocupando as posi¢gfes equatoriais

de uma piramide de base quadrada, geometria que foi proposta de acordo com a

definicdo de Addison et al., [114] descrita para compostos pentacoordenados
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(t=0,17). O modo de coordenacdo destes ligantes, porém, € diferente: enquanto

um deles liga-se ao metal através de um sistema N,N constituido pelo nitrogénio
triazolico N23 e o nitrogénio da oxima N27, o outro o faz através do sistema N,O
constituido pelo nitrogénio triazolico N3 e o oxigénio da oxima, O8. No primeiro
caso, um anel quelato de cinco membros é formado; j& no segundo, o anel
formado € menos rigido, possuindo seis membros. Uma molécula de agua,
através do oxigénio O1W, cuja distancia de ligacdo ao centro metalico € mais
alongada que as demais (Cul-O1W = 2,212 A), ocupa a posicéo apical.

O segundo centro metalico (Cu2) é hexacoordenado e interage
covalentemente com todos os trés ligantes. Os dois ligantes desprotonados
ligam-se a Cu2 de maneira monodentada, através dos seus respectivos
oxigénios oximicos, O8 e 028. O plano equatorial é completado pelo terceiro
ligante, protonado, que complexa o metal de forma bidentada pelos nitrogénios
N43 (triazélico) e N47 (da oxima). As distancias e angulos de ligacdo apontam
para uma geometria tetragonal distorcida, em que dois ions perclorato fecham a
esfera de coordenacédo do cobre e conferem neutralidade elétrica a estrutura.

Compdem ainda o arranjo cristalino duas moléculas de agua de

cristalizacdo (ndo mostradas na Figura 37).

Tabela 8. Comprimentos de ligagdo selecionados (A) para [Cu,(u-
L1)2(HL1)(CIO4)2(OH2)]-2H,0

Cul-N3 1,925(3)
Cul-08 1,965(2)
Cul-N27 1,993(3)
Cul-N23 2,011(3)
Cul-01W 2,212(3)
Cu2-028 1,924(3)
Cu2-08 1,941(3)
Cu2-N43 2,002(3)
Cu2-N47 2,051(3)
Cu2-0O1P 2,447(3)

Cul-Cu2 2,447(3)
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N3-Cul-08 91,58(11)
N3-Cul-N27 171,59(14)
08-Cul-N27 86,55(11)
N3-Cul-N23 99,00(13)
08-Cul-N23 161,55(13)
N27-Cul-N23 80,78(13)
N3-Cul-O1W 96,03(13)
08-Cul-01W 97,59(11)

N27-Cul-O1W 92,34(12)
N23-Cul-O1W 96,29(12)
028-Cu2-08 92,28(11)
028-Cu2-N43 88,91(12)
08-Cu2-N43 177,15(13)
028-Cu2-N47 166,77(13)

08-Cu2-N47 100,05(12)

N43—-Cu2-N47 78,99(12)
028-Cu2-01P 92,86(12)
08-Cu2-01P 88,45(12)
N43-Cu2-O1P 88,90(12)
N47-Cu2-O1P 92,25(12)
028-Cu2-05P 96,85(14)
08-Cu2-05P 92,69(15)
N43—-Cu2-O5P 89,74(16)
N47—Cu2-O5P 77,93(14)
01P-Cu2-05P 170,17(12)
Cu2-08-Cul 117,89(12)
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Tabela 9. Angulos (°) de ligac&o selecionados para [Cu,(u-L1),(HL1)(ClO,)2(0OH,)]-2H,0
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Cada cela unitaria € composta por quatro unidades idénticas do
complexo. O empacotamento cristalino estabilizado por ligagdes de hidrogénio
intra e intermoleculares esta representado na Figura 38. A Tabela 10 enumera
todas as interacGes desse tipo presentes na estrutura.

Figura 38. Empacotamento cristalino de [Cu,(u-L1)>(HL1)(ClO4)2(OH2)]-2H,0, mostrando
as interacfes de hidrogénio intra e intermoleculares.

Tabela 10. LigacBes de H presentes no cristal de [Cuy(u-L1),(HL1)(ClO,4)2(OH,)]-2H,0

D—H.--A d(D—H) d(H---A) d(D---A) <(DHA)
[A] [°]
O1W-H(1WA)---O2W 0,74 1,97 2,677(4) 159
O1W-H(1WB)---O4P 0,78 2,19 2,923(4) 157
048-H(48)---N7 0,85 1,83 2,627(4) 155
O2W-H(WA)---O(7P)** 0,91 2,06 2,971(6) 176
O2W-H(2WB)---O3W 0,90 1,99 2,762(5) 143
O3W-H(3WA)---O(28)"* 0,91 2,14 3,029(5) 165
O3W-H(3WB)---O(6P)** 0,88 2,34 2,998(5) 132

Transformacdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes:
#1 x+1/2,-y+3/2,z+1/2  #2 -x+1,-y+2,-z
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5.1.2
Espectroscopia vibracional

Os espectros vibracionais obtidos na regido do infravermelho médio dos
compostos 1 e 2 encontram-se representados nas Figuras 39 e 40. Um
comparativo entre o0s espectros vibracionais dos dois compostos e seus
respectivos ligantes livres, na regido do infravermelho afastado, pode ser
observado nas Figuras 41 e 42. As caracteristicas espectrais dos complexos sdo
similares aquelas observadas para os respectivos ligantes livres, indicando a
presenca destes nos compostos. Entretanto, algumas bandas desapareceram ou
foram deslocadas em funcao da coordenacdo ao metal. No caso de 1, também
podem ser observadas absorcfes caracteristicas do ion perclorato coordenado.
As bandas associadas aos modos vibracionais da esfera de coordenacdo do
cobre podem ser observadas na regido do infravermelho afastado. Na
sequéncia, é apresentada a lista completa de todas as absorcfes referentes a
esses compostos de coordenacdo. As Tabelas 11 e 12 trazem um comparativo
entre as principais bandas observadas no espectro dos complexos 1 e 2 do seus
respectivos ligantes livres, seguidas por uma breve discussao sobre as principais
mudancas espectrais observadas.

(F) banda forte; (m) banda média; (f) banda fraca; (0) ombro

Infravermelho médio

Complexo 1 (KBr, cm™): 3427 (m), 3280 (0), 3123 (m), 3068 (m), 2918 (0),
1616 (0), 1596 (m), 1523 (m), 1498 (m), 1468 (m), 1421 (f), 1345 (f), 1275 (m),
1223 (f), 1196 (m), 1142 (F), 1110 (F), 1090 (F), 992 (m), 919 (f), 880 (m), 845
(m), 764 (m), 730 (f), 688 (m), 627 (m), 557 (m), 508 (f), 465 (f).

Complexo 2 (KBr, cm™): 3206 (F), 3160 (F), 3096 (m), 3051 (m), 2995 (0), 2924
(f), 2849 (m), 2768 (f), 1667 (m), 1595 (m), 1491 (F), 1465 (m), 1436 (F), 1419
(f), 1373 (m), 1339 (m), 1290 (m), 1233 (m), 1203 (f), 1070 (m), 1037 (F), 985
(F), 974 (F), 910 (m), 885 (m), 847 (F), 808 (0), 753 (F), 712 (m), 696 (m), 672
(F), 628 (0), 583 (m), 531 (m), 507 (m), 485 (m), 459 (f), 434 (f), 409 (f).
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Figura 39. Espectro na regido do IV médio do complexo 1 (amostragem: pastilha de
KBfr).

Tabela 11. Comparacao entre as bandas do espectro de HL1 livre e seu respectivo
complexo 1

Atribuicao HL1 (cm™) Complexo 1 (cm™)
V(O-H)agua - 3427
V(O-H)oxima 3215 3280
V(C=N)oxima 1650 1616
V(C=C)yiazo + V(N=C—-C) 1542 1523
v(C-N) + v(N=N) 1426 1421
v(N=N) 1251 1223

V(C-O)perciorato - 1110, 1090
5(C—N=N) 1053 ;

Observa-se 0 deslocamento, para maiores frequéncias, da banda

referente ao modo de estiramento v(O—H).ima, O qual aparece, no espectro do
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complexo, como um ombro centrado em 3280 cm™. Esta banda se refere a
hidroxila do Unico ligante que permanece protonado ap0s a complexagdo. Ao
lado deste ombro, aparece uma nova absorcdo de média intensidade em 3427
cm™, referente aos estiramentos O—H das moléculas de agua de coordenacéo e
hidratagédo presentes na estrutura de 1.

O modo relacionado ao estiramento v(C=N) das oximas também
encontra-se deslocado; neste caso, para menores frequéncias, 0 que sugere 0
envolvimento deste nitrogénio na coordenacdo. A banda correspondente ao
estiramento v(N=N) do triazol é igualmente afetada, sendo observada, no
espectro do complexo, em 1223 cm™, o que indica que a coordenacéo também
envolve o anel triazélico.

Uma banda intensa é observada na regido préxima a 1100 cm™, a qual

Y

esta relacionada a vibracdo de estiramento v(Cl-O) do grupo perclorato. O

desdobramento desta banda em duas absorcées, em 1110 e 1090 cm™, é
caracteristico do modo de coordenacdo monodentado ao cobre observado na
estrutura cristalina. A presenca de uma banda média em 627 cm™ é um claro

indicativo da interacdo entre o oxigénio do perclorato e o cation metalico. [115]

transmitancia (%)

v(C=N)

triazol

45

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

comprimento de onda (cm™)

Figura 40. Espectro na regido do IV médio do complexo 2 (amostragem: pastilha de
KBr).
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Tabela 12. Comparacéo entre as bandas do espectro de HL2 livre e seu respectivo
complexo 2

Atribuic&o HL2 (cm™) Complexo 2 (cm™)
v(O-H) 3265 3206
V(C=N)oxma 1663 1667
V(C=N)uiazor 1446 1436
v(N-N-N) 1231 1233
v(N-O) 968 910

A ligacdo C=N do grupamento oxima parece ndo ser afetada pela
presenca do ion metalico em 2, visto que ndo houve deslocamento da absorcéo
correspondente ao modo v(C=N).ma. Contudo, a banda de estiramento v(N-O)
é deslocada de ~60 cm™ para regido de menores frequéncias, o que é um indicio
de que, neste caso, o oxigénio do grupo € o atomo doador. Por outro lado,
apesar de nao ter sido observado um deslocamento da absorcéo de estiramento
v(N—-N-N), os demais modos vibracionais associados ao anel triazélico séo
deslocados para regido de menores frequéncias, sugerindo que o cobre também

estd complexado pelo nitrogénio do heterociclo.

Infravermelho afastado

Complexo 1 (polietileno, cm™): 687 (m), 624 (F), 559 (F), 505 (F), 473 (0), 422
(f), 401 (0), 325 (f), 216 (m) 120 (f), 95 (f), 77 (f) 51 (f).

Complexo 2 (polietileno, cm™): 698 (m), 671 (F), 584 (F), 531 (m), 507 (m), 484
(m), 394 (m), 322 (), 270 (F), 233 (F), 191 (f), 177 (0), 154 (m), 89 (F), 43 (f).
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Figura 41. Comparativo entre os espectros de HL1 e do complexo 1 na regido do IV
afastado (amostragem: polietileno).
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Figura 42. Comparativo entre os espectros de HL2 e do complexo 2 na regido do IV
afastado (amostragem: polietileno).
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No espectro IV afastado de 1, ha o surgimento de novas absor¢fes
associadas aos modos vibracionais envolvendo a esfera de coordenagédo do
metal. Em 624 cm™, é observada uma banda intensa atribuida ao estiramento
v(Cu—O)perciorato- DeVIdO @ diferencas quimicas entre os nitrogénios triazélico e da
oxima, a vibracdo v(Cu—N) d& origem a duas bandas bastante afastadas, em 559
e 505 cm™, associadas aos modos v(Cu—N)eima € V(Cu—N)yiazol, respectivamente.

No espectro do complexo 2 o estiramento v(Cu—Cl) da origem a um par
de bandas observadas em 270 e 233 cm™, associadas, respectivamente, aos
seus modos assimétrico e simétrico. Este padrdo de absorcao é um indicativo de
gue os cloretos estdo coordenados em uma configuracao relativa cis. Em 89 cm’
! é observada outra banda relacionada aos cloretos. Absorcdo em posicéo
semelhante foi descrita por Goldstein e colaboradores, sendo atribuida a um
modo Cu-halogénio de deformacédo angular fora do plano. [116] O modo de
estiramento v(Cu—N)yiazo, POr sua vez, da origem a uma Unica absorcao,
presente em 484 cm™, sugerindo que os nitrogénios estdo em posicdes relativas
trans. A banda v(Cu-0), centrada em 584 cm™, tem a sua base bastante
alargada, o que sugere a sobreposicdo de mais de uma absorcdo. Isto pode
indicar que os oxigénios do ligante HL2, assim como os cloretos, orientam-se em

uma configuracdo relativa cis na esfera de coordenacéo do centro metalico.

5.1.3
Andlise termogravimétrica

A curva termogravimétrica do complexo 2 pode ser vista na Figura 43
abaixo, a partir da qual é possivel afirmar que o complexo ndo possui solvente

de hidratagdo em sua estrutura.
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Figura 43. Curva termogravimétrica (TG, vermelho) e primeira derivada (DTG, azul) do
complexo 2 em atmosfera de nitrogénio, sob taxa de aquecimento de 10 °C min™.

O complexo 2 conserva 0 mesmo numero de etapas do ligante livre,
porém os fragmentos gerados sdo menores, devido a coordenacdo que faz com
gue o ligante fiqgue mais preso, que se decompdem rapidamente, de modo que
nenhum fragmento estavel foi formado. O inicio da primeira etapa de perda,
correspondente a 59,5% da massa total, é verificado préximo a 19°C, com
maximo em 220°C, e se estende até 290°C, onde ja tem inicio a segunda e
Gltima etapa de decomposicéo, esta prossegue até o fim da faixa de temperatura
considerada, sendo correspondente a 24,0% de sua massa. Nao foi verificada
estabilizacdo da curva dentro do intervalo de temperatura estudado. Nao foram
feitas atribuicbes para os fragmentos formados, fazendo-se necessario técnicas

complementares.

Observacdo: N&o foi possivel obter a curva TG do complexo de Cu(ll)

com HL1 devido ao carater potencialmente explosivo do ion perclorato.
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514
Medida da condutividade

A condutividade molar dos compostos em estudo foi medida a partir de
uma solucéo 10 mol L™ em dimetilformamida (DMF). A dimetilformamida é um
solvente com constante dielétrica intermediaria e com grande capacidade
doadora de elétrons, de modo que este pode vir a deslocar ligantes da esfera de
coordenacdo do metal.

Os parametros de condutividade molar encontrados para os complexos 1
e 2 foram iguais 97 e 30 ohm™ cm? mol™, respectivamente, o que, com base em
revisdo bibliografica recente, na qual também foi feito um comparativo com a
revisdo realizada por Geary, 1971, [117, 118] sugere que o complexo 1 é um
eletrdlito do tipo 2:1, o que provavelmente se deve a solvélise dos percloratos
coordenados, visto que estes sdo ligantes fracos. O complexo 2, por sua vez,
comporta-se como um nédo-eletrdlito.

A fim de proceder com estudos de cinética de substituicdo dos ligantes,
nova medida da condutividade foi realizada ap6s uma semana em DMF. Os
novos valores encontrados, 70 e 92,5 ohm™ cm? mol™* para os complexos 1 e 2,
respectivamente, permitem supor que 0s complexos ndo sao estaveis em
solucédo do referido solvente. O complexo 1 passa a se comportar como eletrélito
do tipo 1:1, j& o complexo 2 passa a exibir condutividade compativel a um
eletrdlito do tipo 2:1, possivelmente devido a gradual substituicdo dos cloretos

coordenados por moléculas de DMF.

5.15
Ressonancia paramagnética eletrénica

Os estudos de EPR dos complexos de cobre(ll) foram realizados com as
amostras no estado solido, a temperatura ambiente (298 K). As Figuras 44 e 45

apresentam os espectros de 1 e 2, respectivamente.
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Figura 44. Espectro de EPR experimental (em preto) e simulado (vermelho) para o
complexo 1. A simulacao so6 foi possivel através da consideracéo de dois componentes
distintos (em tons de azul). Amostra no estado sélido, temperatura ambiente.

. T .
280 300 320 340 360
H(mT)

Figura 45. Espectro de EPR experimental (em preto) e simulado (vermelho) para o
complexo 2. Amostra no estado soélido, temperatura ambiente.

Para 1, a simulagdo s6 é possivel com a soma de duas componentes,
indicando a presenca de dois centros distintos de cobre(ll), como evidenciado na

andlise estrutural por difragdo de raios X. Ambas as componentes puderam ser
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simuladas com apenas dois valores de g diferentes (2,06 e 2,28 para a primeira
e 2,08 e 2,24 para a segunda). Essas componentes apresentam desdobramento
hiperfino na regido paralela, indicando auséncia de interagdo de troca, e um sinal
axial cujos valores de g indicam que o estado fundamental € d,>-,* pois, g; > g..
Ja o composto 2 é simulado com trés valores diferentes de g (2,04; 2,08 e 2,26),
0 que tende mais para uma simetria rdbmbica, embora os dois primeiros valores
de g sejam bem préximos, sugerindo que a simetria se aproxima muito da axial

também neste caso.

5.1.6
Modelagem computacional

Como para o complexo 2 ndo foi possivel obter estrutura cristalina, este
foi entdo submetido a calculos de modelagem computacional com o objetivo de
auxiliar em sua proposicédo estrutural. Os parametros vibracionais teéricos, assim
como sua estrutura otimizada foram obtidos utilizando teoria do funcional da
densidade e o conjunto de bases 6-31G no funcional B3LYP, [113] tendo sido
aplicado fator de corre¢do, 0,962, correspondente. [107] A mesma abordagem
empregada aos ligantes, na qual foi estabelecido um comparativo entre os dados
tedricos e experimentais, foi aplicada ao complexo 2, de modo a permitir um
estudo espectroscépico mais detalhado. A estrutura do complexo foi proposta
com base nos diversos meios de caracterizacdo a que este foi submetido,
levando em considerac¢do a minimizacdo das repulsdes entre os &tomos.

E importante salientar que no calculo tedrico o complexo é simulado no
vacuo, condicdo na qual sédo desprezadas possiveis interagdes de natureza intra
e intermolecular, que comumente ocorrem em fase sélida.

A conformag&o mais estavel encontrada para o complexo 2 e sua esfera
de coordenacgdo primaria estdo representadas nas Figuras 46 e 47 abaixo. Na
sequéncia, é apresentado um comparativo entre 0s espectros vibracional e
tedrico do composto na Tabela 13, acompanhado das distancias interatdmicas e
angulos de ligacdo dos atomos que compdem a esfera de coordenacdo do

metal, representados nas Tabelas 14 e 15, respectivamente.
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(3)

Figura 46. Estrutura em fase gas para o complexo 2 (nivel teérico B3LYP/6-31G), visédo
frontal (1), visdo superior (2), visao lateral (3).

01 02

Figura 47. Esfera de coordenacao primaria do complexo 2 com atomos numerados.
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Tabela 13. Principais bandas no 1V, experimentais e tedricas, para o complexo 2

Valor experimental  Valor tedrico

Atribuicéo
(cm™) (cm™
v(O-H) 3206 3503
V(C=N)oxima 1667 1645
V(C=N }iazoi 1436 1473
v(N-N-N) 1233 1221
v(N-0) 910 830
v(Cu-0) 584 503
V(CU=N)tiazol 484 458

Tabela 14. Distancias interatdbmicas calculadas para os atomos envolvidos na esfera de
coordenacdo primaria do complexo 2

Distancias interatbmicas

Ligacéo A
Cul-CIl1 2,29
Cul-CI2 2,29
Cul-01 2,07
Cul-02 2,07
Cul-N1 2,62

Cul-N2 2,65
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Tabela 15. Principais angulos de ligacdo calculados para os atomos que compfem a
esfera de coordenacao primaria do complexo 2

Ligaco Angulos (°)
Cl1-Cul—CI2 100,77
02-Cul-N2 70,82
01-Cul-N1 71,20
01-Cul-02 71,81
N1-Cul-O2 73,54
N1-Cul-Cl1 88,81
N2—Cul-CI2 88,54
N2—Cul-01 72,72
01-Cul-Cl1 93,53
Cl1-Cu1-02 161,49
Cl2—Cu1-01 160,54
N1-Cul-N2 134,08
N2-Cu1-Cl1 120,96
N1-Cul-ClI2 121,79
Cl2—-Cu1-01 160,55

Como ja esperado, as vibragdes tedricas envolvendo atomos de oxigénio
apresentaram diferencas significantes em relagdo aos valores experimentais
correspondentes, visto que, conforme mencionado anteriormente ndo sao
levadas em conta a existéncia de interagbes de hidrogénio. As demais
absor¢cbes apresentaram correspondéncia satisfatoria com o0 espectro
experimental, de modo que é possivel afirmar que a estrutura obtida ap6s a
otimizacdo descreve adequadamente o sistema em estudo.

Os angulos de ligacdo observados sugerem que a esfera de coordenacéo
primaria do centro clprico apresenta geometria aproximadamente octaédrica
(Figura 48), na qual cloretos e oxigénios seguem configuragdo cis enquanto 0s

nitrogénios triazolicos posicionam-se em posicdo trans em relacdo ao centro
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metdlico. Desvios sdo observados quando aos angulos de ligacdo entre os
atomos em comparacgao aos valores esperados para esta geometria, também foi
verificada distorcdo no eixo da ligacdo N(1)—Cu(1)-N(2), que aparece mais
alongado que os demais eixos.

| A
W

Figura 48. Visao poliédrica mostrando a geometria aproximadamente octaédrica em
torno do centro metélico, sob diferentes perspectivas. Atomos representados: cloro em
verde, nitrogénio em azul, centro de cobre(ll) como um octaedro distorcido laranja.

51.7
Avaliagao do efeito dos compostos na viabilidade celular por
metabolizagao do MTT

Como screening inicial, as viabilidades de linhagens tumorais leucémicas,
U937 e THP-1, foram avaliadas apés tratamento com os complexos 1 e 2, e
também o ligante HL1, no tempo de 36 h. Todos 0os compostos testados foram
capazes de reduzir a viabilidade celular, como pode ser observado na Figura 49.
O ligante HL1 apresentou toxicidade moderada, reduzindo a viabilidade em 35%
na maior concentracao testada para ambas as linhagens. Os complexos, por sua
vez, foram capazes de reduzir a viabilidade das linhagens U937 e THP-1 de
maneira mais efetiva que HL1. O perfil de atividade frente as células U937 foi
semelhante para 1 e 2. Entretanto, o composto 1 foi duas vezes mais ativo que 2
contra a linhagem celular THP-1, motivo pelo qual decidiu-se aprofundar mais a

investigacao deste complexo e do seu ligante livre.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111823/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111823/CA

98

B Complexo 1
U937 (36 horas) 3 Ligante HL1
B Complexo 2
100 PPl O
=1 0
= 80 ]
i
g
a 501
B L
=2 30
=
§ 10
e Gwoccs coReses comesss
BYT ST BYTEET BYTEST
a =] =]
Concentragio (uhy
mm Complexo 1
THP-1 (36 horas) =2 Ligante HL
BB Complexo 2
100 —
S il
§ o
T o
m_
-
g 2]
£ o
-
u_
e cgRBs cgRBs
g ER S g 88 g 5§

Concentragdo (ph)

Figura 49. Efeito citotoxico do complexo 1, ligante HL1 e complexo 2 frente as células
leucémicas U937 e THP-1, apds 36 horas de incubagéo. A avaliagdo foi feita através do
ensaio colorimétrico utilizando MTT. Controle de viabilidade com DMSO.

Para se avaliar a toxicidade do complexo 1 e do seu ligante livre HL1 em
células normais (Figura 50), células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
de individuos saudaveis foram incubadas com esses compostos durante 36 h. O
complexo 1 foi 23% mais téxico para a linhagem leucémica THP-1 do que para
as células normais PBMC. Por sua vez, frente as células U937, a toxicidade de 1
foi 10% maior do que frente as células normais. J& o ligante nao foi toxico para
as PBMC em nenhuma das concentracdes testadas (até 400 uM), o que € até
certo ponto interessante, pois, em concentragfes de 400 uM, HL1 é capaz de

reduzir a viabilidade das linhagens U937 e THP-1 em aproximadamente 30%.
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Figura 50. Efeito citotoxico do complexo 1 e do ligante HL1 frente as células humanas
mononucleares do sangue periférico (PBMC), apos 36 horas de incubacgédo. A avaliagédo
foi feita através do microensaio colorimétrico utilizando MTT.

Para efeito de uma melhor comparacdo da atividade dos compostos nas
diferentes células testadas, foi calculada, com base no teste de viabilidade, a
dose efetiva 50% (concentracdo dos compostos capaz de induzir morte em 50%
das células tratadas). Os valores da ECs, do farmaco padrdo cisplatina também
foram incluidos na Tabela 16 para fins de comparacdo. A ECs, foi determinada
utilizando o programa GraphPad Prism versao 5.0 através da curva de regressao

nao linear, a partir dos dados apresentados nas Figuras 49 e 50.

Tabela 16. Valores de ECsy para os compostos de cobre(ll), o ligante HL1 e a cisplatina
frente as linhagens celulares U937, THP-1 e PBMC. Os valores sdo dados em uM e o
desvio-padrao é também incluido

Células Compostos
1 HL1 2 cisplatina
U937 1551 >400 153+1 16+1
THP-1 1331 >400 266 £ 1 29+1
PBMC 1731 >400 - 44 +1

Apesar da menor atividade, quando comparada aquela da cisplatina, de 1
contra as linhagens tumorais testadas, o complexo mostrou-se cerca de 4 vezes

menos toxico para as células sadias do tipo PBMC que o padrao considerado.
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5.1.8
Avaliacao da externalizacao de fosfatidilserina (marcagé&o com
Anexina V e lodeto de Propidio)

A fim de se determinar qual o processo de morte observado pelo teste de
viabilidade celular, ambas as linhagens neoplasicas foram submetidas a dupla
marcagdo com Anexina V e Pl (lodeto de Propidio). As células U937 e THP-1
foram tratadas apenas com o complexo 1 (200 e 400 uM) pelo fato de este ter se
mostrado mais ativo, e também com a cisplatina (50 uM), para fins comparativos.
ApGs 24 h de incubacgéo, as células foram marcadas e analisadas no citbmetro
de fluxo. Células em apoptose primaria sdo marcadas apenas com anexina V.
Células em apoptose tardia (apoptose-necrose) sdao marcadas com Anexina V e
Pl. Células em necrose sdo marcadas somente com Pl e células “sadias”, isto &,
nao afetadas pelo complexo, ndo sofrem nenhum tipo de marcagéo.

As Figuras 51 e 52 revelam que 1 foi capaz de induzir apoptose nas
linhagens leucémicas de maneira concentracdo-dependente. Para a linhagem
U937 (Figura 51), 400 uM do complexo 1 foram capazes de induzir 90,3% de
morte celular por apoptose, atingindo valores equivalentes aqueles do farmaco
cisplatina, 89,3%, na concentracdo de 50 uM. Talvez mais importante seja o fato
de o mecanismo de morte celular disparado pelo complexo 1 ser mais rapido do
gue o mecanismo induzido por cisplatina, jA que, apds 24 de incubacédo, 84,6%
das células tratadas com 1 encontram-se em apoptose tardia, enquanto somente

14,3% das células tratadas com cisplatina séo observadas nesse estagio.
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Figura 51. Porcentagem de morte celular por necrose (quadrante A), apoptose tardia
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(quadrante B) e apoptose primaria (quadrante D), induzida por cisplatina e pelo
composto 1 na linhagem leucémica U937 apos 24 horas de incubag&o. O quadrante C

corresponde as células “sadias” (ndo afetadas pelo composto).

101

Por outro lado, em relacdo as células THP-1 (Figura 52), o composto 1,

na concentragéo de 400 pM, induz 95,5% de apoptose, enquanto a cisplatina, na

concentragao de 50 uM, induz apenas 63,8% de apoptose. Isto confirma a maior

atividade de 1 frente a esta linhagem celular. Desta vez, as porcentagens de

células em processo de apoptose tardia ndo sao tao diferentes: 67,3% para 1 vs.

47,4% para o grupo tratado com cisplatina.
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Figura 52. Porcentagem de morte celular por necrose (quadrante A), apoptose tardia
(quadrante B) e apoptose primaria (quadrante D), induzida por cisplatina e pelo
composto 1 na linhagem leucémica THP-1 ap6s 24 horas de incubagao. O quadrante C
corresponde as células “sadias” (ndo afetadas pelo composto).
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