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Resumo

Malheiros, Guilherme dos Santos; Rey, Nicolds Adrian. Sintese e caracteri-
zacao de potenciais ‘Metal-Protein Attenuating Compounds’ hidrazonicos
e avaliacao da complexacéo ao ion vanadila como possivel forma de admi-
nistracéo no contexto da doenca de Alzheimer. Rio de Janeiro, 2018. 94p.
Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade
Catdlica do Rio de Janeiro.

A doenca de Alzheimer é uma patologia multifatorial que, nos dias atuais, re-
presenta a forma mais conhecida de deméncia em idosos. Baseado na hipotese me-
talica, pesquisas demonstraram que a interacdo de certos ions metalicos enddgenos,
como o Fe** e 0 Cu?*, com o peptideo AP provoca uma aceleracio da formagdo de
espécies oligoméricas e ainda contribui para 0 aumento do estresse oxidativo. Neste
interim, a proposicdo de MPACs (do inglés, Metal-Protein Attenuating Coum-
pounds, compostos atenuadores da interagdo metal-proteina) é uma abordagem pro-
missora para evitar o progresso da deméncia, pois estas moléculas apresentam afi-
nidade moderada por ions metalicos. Neste trabalho, sintetizaram-se trés potencias
MPAC:s hidrazdnicos, INHOVA, 2PCAFUR e FUROVA e um complexo inédito
de vanadio(l1V), [VO(INHOVA)2(OH,)]-2HCI-¥%2MeOH (1), proposto como mo-
delo de veiculo para esses compostos. A caracterizacao destas moléculas foi possi-
vel a partir de diferentes técnicas, como espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (1V), anélise elementar (CHN), ressonancia magnética nuclear de H
(RMN de H), difragdo de raios-X em monocristal, ressonancia paramagnética ele-
tronica (EPR) e andlise termogravimétrica (TGA). Os ligantes hidrazdnicos ndo co-
ordenados sdo suscetiveis a hidrolise, conforme estudado por espectroscopia de ab-
sorcdo no UV-Vis. O complexo de vanadio (1), por outro lado, apresenta maior
estabilidade, podendo atuar como veiculo para esses e outros MPACs, preservando
a integridade do ligante em solug&o. Neste contexto, complexos metalicos de vané-
dio tendo como ligantes INHOVA, 2PCAFUR e FUROVA se apresentam como
bons candidatos a estudos mais aprofundados, a fim de avaliar sua viabilidade como

possiveis carreadores de MPACSs no tratamento da doenga de Alzheimer.
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Abstract

Malheiros, Guilherme dos Santos; Rey, Nicolas Adrian (advisor). Synthesis
and characterization of potential hydrazonic ‘Metal-Protein Attenuating
Compounds' and evaluation of complexation to vanadyl ion as a possible
form of administration in the context of Alzheimer's disease. Rio de Ja-
neiro, 2018. 94p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica, Pon-
tificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Alzheimer's disease is a multifactorial pathology that, currently, represents
the most known form of dementia in the elderly. Based on the metal hypothesis,
studies have shown that the interaction of certain endogenous metal ions, such as
Fe3* and Cu?*, with the AB peptide accelerates the formation of oligomeric species
and also contributes to the increase of oxidative stress. In this context, the proposi-
tion of MPACs (Metal-Protein Attenuating Compounds) is a promising approach
to prevent the progression of dementia because these molecules exhibit moderate
affinity for metal ions. In this work, three potential hydrazonic MPACs were syn-
thesized, INHOVA, 2PCAFUR and FUROVA and a novel vanadium(IV) complex,
[VO(INHOVA)2(OH2)]-2HCI.%2MeOH (1), proposed as vehicle model for these
compounds. The characterization of these molecules was possible from different
techniques such as vibrational spectroscopy in the infrared (IR) region, elemental
analysis (CHN), proton nuclear magnetic resonance (*H-NMR), X-ray diffraction
in monocristal, electronic paramagnetic resonance (EPR) and thermogravimetric
analysis (TGA). Uncoordinated hydrazonic ligands are susceptible to hydrolysis as
studied by UV-Vis absorption spectroscopy. The vanadium complex (1), on the
other hand, present greater stability, being able to act as vehicle for this and other
MPACs, preserving their integrity in solution. In this context, vanadium metal com-
plexes containing INHOVA, 2PCAFUR and FUROVA as ligands present them-
selves as good candidates for further studies in order to evaluate their viability as

possible drugs for the treatment of Alzheimer's disease.
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“Todo dia é dia e tudo em nome do amor.”
Cazuza
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1
Introducao

11
Panorama geral sobre a doenga de Alzheimer

As doengas neurodegenerativas sdo patologias cuja principal caracteristica
é a destruicdo irreversivel de certos neur6nios, o que leva a perda progressiva e
incapacitante de determinadas func¢des do sistema nervoso e, atualmente, algumas
séo consideradas as maiores causas de deméncia no mundo (Burns e lliffe, 2009).

A doenca de Alzheimer (DA) teve seu primeiro relato feito pelo médico
alemédo Alois Alzheimer, em 1906, durante o0 37° Congresso de Psiquiatria do Su-
doeste da Alemanha, realizado na cidade de Tibingen. Na conferéncia “Uma Do-
en¢a Peculiar dos Neurdnios do Cortex Cerebral”, Alzheimer classificou sua des-
coberta como uma doenca neuroldgica, ndo reconhecida até entdo, que se relacio-
nava com a deméncia, apontando os sintomas de alteracdes comportamentais, défi-
cit de memoria, chegando a evoluir para a incapacidade de realizacdo de atividades
rotineiras (Moller e Graeber, 1998).

Posteriormente, 0 médico descreveu os aspectos anatdmicos e patoldgicos,
cujas principais caracteristicas eram a presenca de emaranhados neurofibrilares, o
acumulo de placas senis e a perda neuronal (Méller e Graeber, 1998; Goedert e
Spillantini, 2006). Na fase final da doenca, os pacientes perdem a propria indepen-
déncia, necessitando de cuidado familiar diario, progredindo até a morte. A DA é
uma doenca multifatorial que abrange a conexao de inUmeros eventos neuropatolo-
gicos, possivelmente devido ao resultado da combinacéo de fatores de risco, inclu-
indo idade, genética e exposi¢Oes ambientais (Alzheimer's, 2014).

E uma patologia que, nos dias atuais, representa a forma mais conhecida de
deméncia que atinge os idosos. Em 2011, as estimativas indicavam 24 milhdes de
pessoas acometidas pela DA no mundo, e as previs@es sdo de que este nimero atinja
72 milhdes até o ano de 2030 (Reitz et al., 2011). Em relagdo ao Brasil, ndo ha
muitos dados a respeito de sua incidéncia; todavia, estima-se que um milh&o de

pessoas sejam portadoras de DA. Portanto, é de grande relevancia o aprimoramento
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desses dados, j& que a doenca aparenta ser subdiagnosticada no territorio nacional
(Herrera et al., 2002; Ferri, 2012).

Esta patologia pode ser subdividida em dois tipos, diferenciando-se pela
idade de aparecimento dos sintomas: DA de inicio tardio (LOAD - do inglés, Late
Onset Alzheimer's Disease) e DA familiar (FAD - do inglés, Familial Alzheimer's
Disease). A LOAD ¢ a forma mais comum da patologia e, geralmente, afeta pessoas
com idade superior a 60 anos e suas causas sdo indefinidas até entdo. Ja a FAD
acomete pessoas com idade inferior a 60 anos e é relacionada com um componente
genético associado a uma transmissdo mendeliana autossémica dominante (Bekris
etal., 2010).

Os dados neuropatoldgicos de pacientes acometidos pela doenca revelam a
presenca de placas senis compostas de agregados da proteina B-amiloide (Af), ema-
ranhados neurofibrilares, atrofia cortical difusa, degeneracdo neurovascular e per-
das neuronais e sinapticas (Serrano-Pozo et al., 2011). Tais alteragdes também
ocorrem no cérebro de idosos sadios; contudo, 0s sintomas ndo aparecem com a
mesma intensidade nem de forma conjunta, como ocorre em pacientes com DA
(Smith, 1999). A Figura 1 reporta a comparagdo de um neurdnio saudavel (es-
querda) e um de um paciente com DA (direita), apresentando as principais diferen-

cas no tocante a neuropatologia destes.

Figura 1. Representacdo das principais diferengas neuropatolégicas entre o neurdnio de uma pessoa
saudavel e de uma acometida pela doenca. Adaptado de (De Falco et al., 2016).

Sob um aspecto bioquimico observa-se, em pacientes com a patologia, neu-
roinflamacdo, estresse oxidativo e alteragdes na homeostase metalica no cérebro,
desregulacdo de calcio, toxicidade sinaptica e aumento na velocidade de oligome-
rizagdo do peptideo AP (De Falco et al., 2016).
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Do ponto de vista neuroquimico, verifica-se deficiéncia significativa de ace-
tilcolina, além da diminuicéo nos niveis de glutamato, serotonina e diversos neuro-
peptidios (Hardman et al., 1996).

Sob uma dtica clinica, constata-se comprometimento cognitivo, o qual se
agrava a medida que os anos se passam. Com o progresso da doenca, além da me-
moria, que geralmente é a primeira a ser afetada, ocorre 0 comprometimento de
algumas habilidades, tais como a capacidade de realizar calculos e 0 manuseio de
ferramentas e objetos. Em geral, os pacientes morrem cerca de 6 a 12 anos apds o
diagndstico, normalmente por complicagdes advindas da falta de mobilidade ou
embolia pulmonar e pneumonia (Hardman et al., 1996).

1.2
Bases moleculares da doencga de Alzheimer

Diversas hip6teses em relacdo as bases moleculares da DA tém sido pesqui-
sadas, modificando-se progressivamente de acordo com 0s avancos tecnoldgicos
(De Falco et al., 2016).

A hipotese colinérgica € a teoria mais antiga e data do inicio da década de
80 (Bartus et al., 1982). Sabe-se, desde a década de 70, que a funcdo colinérgica
desempenha um papel importante nos processos cognitivos e pesquisas tém relaci-
onado tal funcdo com a DA (Deutsch, 1971). Verifica-se, em pacientes com esta
patologia, uma reducdo na concentracdo da colina acetiltransferase (ChAT), que é
uma enzima responsavel pela producédo da acetilcolina (ACh) no hipocampo e no
cortex, além de uma diminui¢do dos neurdnios colinérgicos localizados no ndcleo
basal de Meynert (Davies e Maloney, 1976; Késa et al., 1997). Posteriormente, es-
tudos revelaram uma associa¢do positiva entre a administracdo de substancias coli-
nomiméticas e a diminuicdo das dificuldades mnem®onicas apresentadas por pessoas
acometidas pela patologia (Drachman e Sahakian, 1980; Wilcock et al., 1982). De
acordo com estudos farmacoldgicos em seres humanos, esse tipo de substancia pro-
move a criacdo de novas memdrias sem influenciar a reaquisicdo de situacdes do
passado (Hasselmo, 2006) e isto demonstra a importancia da ativagao dos recepto-
res colinérgicos no processo de fixacdo da memoria (Green et al., 2005). Embora
seja reconhecido o papel do prosencéfalo na base da regulacéo das vias de aprendi-

zagem e memdria, este conceito €, até os dias atuais, discutido entre pesquisadores
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(Dunnett et al., 1991; Muir et al., 1993; Chappell et al., 1998), possivelmente de-
vido a dificuldade de conferir a total carga destes processos tdo complexos a um
unico sistema neural ou a apenas uma area cerebral.

Na metade da década de 80, ocorreu o surgimento da hipotese da disfuncéo
glutamatérgica (Greenamyre et al., 1988). Segundo esta teoria, em condi¢des espe-
cificas, tais como a modificacdo do metabolismo energético celular, ocorre uma
exacerbada ativacdo de receptores de NMDA (N-metil-D-Aspartato), podendo alte-
rar a homeostase de célcio. Esta condigdo promove um aumento das concentracdes
intracelulares deste metal, 0 que € capaz de iniciar o processo de apoptose (degene-
racdo e morte) neuronal (Danysz et al., 2000; Parsons et al., 2007).

Outra hipotese correlaciona a doenca de Alzheimer com o diabetes, origi-
nando o termo diabetes de tipo 3. Ele foi estabelecido pela pesquisadora Suzanne
de la Monte e seu grupo de pesquisa em 2005, devido a necessidade de uma nova
terminologia que pudesse englobar o diabetes de tipo 1 e de tipo 2, pois, ao anali-
sarem tecidos cerebrais de pacientes portadores de DA que vieram a 6bito, verifi-
caram a presenca de elementos caracteristicos do diabetes de tipo 1, como a reducao
na sintese de insulina, além de sinais que determinam o diabetes de tipo 2, tais como
a resisténcia dos receptores de insulina (Steen et al., 2005; Rivera et al., 2005; De
La Monte et al., 2006; Lester-Coll et al., 2006; De La Monte e Wands, 2008). Em
termos de metabolismo, o cérebro encontra-se entre 0s 6rgdos com maior atividade
Nno COrpo, uma vez que para converter energia para o funcionamento celular deve
processar uma quantidade elevada de carboidratos. Com o objetivo de conseguir
esta energia, o orgao utiliza glicose quase exclusivamente, ja que ndo possui um
namero significativo de substratos (de la Monte e Wands, 2008; Akter et al., 2011;
Ferreira et al., 2014; Lourenco et al., 2015; De Falco et al., 2016).

Uma vez que ocorra escassez ou interrupc¢do no fornecimento do substrato,
ou até mesmo se houver alguma falha na capacidade de metabolizagdo da glicose,
0 cérebro ndo consegue mais proteger as sinapses e, desta forma, as células podem
sofrer danos e ndo funcionarem da forma esperada, ocasionando alteragdes cogni-
tivas, o que torna clara a relacdo entre diabetes e doenca de Alzheimer (Ferreira et
al., 2014; Lourenco et al., 2015; De Falco et al., 2016; Zhang et al., 2018).

Recentemente, trabalhos tém reportado os principais eventos patoldgicos
presentes em ambas as doencas, como alteragdes no metabolismo e danos vascula-

res aos processos amiloidogénicos, resisténcia a insulina, alteragdes na atividade
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das enzimas fosfodiesterase (PDE), glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK-3p),
além da enzima degradadora de insulina (IDE) (Kawada, 2017; Vieira et al., 2017;
Wijesekara et al., 2017; De Matos et al., 2018; Zhang et al., 2018).

Resultados de experimentos em modelo animal indicaram que os ratos inje-
tados intracerebralmente com estreptozotocina apresentaram atrofia cerebral, evi-
déncias de neurogeneracdo com perda celular, gliose e aumento da imunorreativi-
dade para o gene supressor tumoral p53, que codifica uma fosfoproteina nuclear
que possui, dentre outras fungdes, a de inducdo da apoptose (de la Monte e Wands,
2008).

Como esta é uma teoria recente, a quantidade de estudos sobre ela é ainda
bem pequena e, portanto, alguns mecanismos correlacionando ambas patologias
permanecem inconclusivos (De Matos et al., 2018).

Uma das hipdteses mais promissora correlaciona a DA com a distribuicdo

andmala de ions metalicos no cérebro e seré objeto de discussdo na proxima secéo.

1.3
A hipétese metélica

A hipétese da "cascata amiloide” foi incialmente proposta em 1992 e tem
como derivadas outras duas teorias, a oligomérica e a metalica, que comecaram a
tomar maiores proporcdes durante a década de 90 (De Falco et al, 2016).

A hipotese da cascata amiloide tem sido objeto de discussdo nos ultimos
anos e evidencia o papel do peptideo B-amiloide (AP) na progressdo da doenca.
Diversos estudos demonstraram que a forma mais danosa deste peptideo é a sua
configuracdo oligomérica, pois € a forma mais soltvel (Urbanc et al., 2011).

Estudos reportam que o ion Cu?* se liga ao peptideo AP com alta afinidade
e, com isso, altos niveis desta espécie sdo encontrados em placas amiloides locali-
zadas no cérebro de pacientes com DA. Também ¢é reportado que este ion possui
maior afinidade por agregados amiloides, em comparacdo com a sua forma mono-
mérica (Prosdocimi et al., 2016).

Na literatura também € descrito que o ion Fe3* é encontrado, em niveis ele-
vados, em diferentes areas do cérebro de pacientes afetados pela doenca (Peters et
al., 2015). Analises do cérebro por ressonancia magnética revelaram que o aumento
dos niveis de ferro no hipocampo correlaciona-se negativamente com o desempe-

nho em testes de memaria (Connor et al., 1992; Raven et al., 2013).
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Muitas pesquisas demonstraram que determinados ions metélicos enddge-
nos, tais como zinco(ll) e cobre(l1) tém sido implicados na aceleracdo da formagéo
destas especies oligoméricas (Deibel et al., 1996; Hane et al., 2013). Este ultimo
ion, juntamente com o ferro(l11), também contribui para 0 aumento do estresse oxi-
dativo observado no cérebro de pacientes com DA, devido a sua atividade redox, a
qual os torna capazes de produzir espécies reativas de oxigénio (EROs) através de
reacOes de Fenton (Zhu et al., 2007).

Reacéo de Fenton:
Fe?*/Cu* + H,0, » Fe3*/Cu?* + OH - +OH~

A formagdo destas espécies desencadeia inimeros danos celulares, como o
ataque a bases nitrogenadas e a desoxirribose do DNA; reducédo na sintese proteica,
uma vez que EROS provocam alteracbes no RNA,; geracao de fragmentos proteicos
sem funcionalidade, pois estas espécies reagem com cadeias laterais de aminoaci-
dos e proteinas e, também, atuam na formacao de novos sitios de producdo de radi-
cais livres (Barreiros et al., 2006; Zhu et al., 2007; Barnham e Bush, 2008; Bonda
et al., 2011). Na literatura, um nimero crescente de evidéncias indica que a pre-
senca de ions metalicos correlaciona-se com alteragdes na cinética de agregacéo do
peptideo AP, direcionando para a formagao de estruturas mais toxicas (Hane e Le-
onenko, 2014).

Neste interim, a participacdo de biometais na patogénese da DA tem sido
alvo cada vez maior de estudos devido a sua capacidade de desencadear estresse
oxidativo e, também, pelo seu envolvimento em diversos processos envolvendo o
peptideo AB, como, por exemplo, 0 seu transporte e depésito (Zatta et al., 2009;
Budimir, 2011; De Falco, et al 2016).

14
Principais terapias envolvidas na doencga de Alzheimer

Atualmente, as terapias para a DA baseiam-se no controle dos sintomas,
amenizando ou retardando seus efeitos, e em evitar o agravamento da neurodege-
neracao, uma vez que ndo ha cura para a doenca (De Falco et al., 2016).

Os antagonistas de receptores de NMDA sdo uma classe de farmacos utili-
zados na terapia da DA. Dentre eles, destaca-se a memantina (Figura 2), cujo nome
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comercial ¢ Namenda®. Seu mecanismo de acgdo envolve a regulacdo da atividade
do glutamato, uma vez que sua liberagdo ocorre em elevadas quantidades por célu-
las afetadas pela DA. Este farmaco é bem tolerado pelos pacientes; contudo, apre-
senta alguns efeitos colaterais, como tontura, sonoléncia, cefaleia e elevacdo da

presséo arterial (Parsons et al., 2007; Molino et al., 2013).

MHz

Figura 2. Estrutura quimica da memantina.

A uso de inibidores da AChE também se apresenta como uma ferramenta
no tratamento da patologia, uma vez que diminuem a velocidade de degradacdo da
acetilcolina. Desta forma, sua disponibilidade é otimizada, resultando em retardo
na evolucdo da perda cognitiva e podendo ser Uteis para pacientes em estagios ini-
ciais / moderados da doenca (Ellul et al., 2007; Crichton, 2008; Anand e Singh,
2013; Cunningham e Passmore, 2013; Rodrigues Simdes et al., 2014). Dentre os
medicamentos desta classe aprovados pela Food and Drug Administration (FDA),

encontram-se a tacrina, a donepezila, a rivastigmina e a galantamina (Figura 3).

Galantamina

Donepezila

Q
M v-@
NH; fe) J"x.“
N T
N Rivastigmina
N’/
Tacrina

Figura 3 Estruturas quimicas dos principais farmacos utilizados na inibigéo da acetilcolinesterase.
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A Tacrina ndo é mais comercializada devido aos seus inimeros efeitos co-
laterais. Os demais compostos citados ainda sdo comercializados; contudo, com o
passar do tempo, tém ganhado menos espaco no campo farmacéutico (Trevisan et
al., 2003; Viegas Junior et al., 2004; Anand e Singh, 2013; Molino et al., 2013;
Michaelson, 2014; Rodrigues Simdes et al., 2014).

O uso de farmacos objetivando o controle da depressdo também aparece
como uma medida terapéutica no tocante a DA, ja que grande parte dos pacientes
com esta patologia também apresentam sintomas neuropsiquiatricos. Estudos tém
sido realizados a fim de investigar se tais medicamentos também contribuem para
reduzir a produgdo de AP ou se tratam apenas os sintomas ligados a neuropsiquia-
tria. Entretanto, os dados referentes a esta questdo ainda séo inconclusivos
(Lyketsos e Olin, 2002; Lyketsos et al., 2003; Kessing et al., 2007).

Devido a correlacéo positiva existente entre a doenca de Alzheimer e o dia-
betes, alguns trabalhos tém proposto o uso de medicamentos antidiabéticos a fim
de controlar a progressdo da patologia como, por exemplo, a administracdo de in-
sulina (Banks et al., 2012; Chapman et al., 2017; Nampoothiri et al., 2017).

Estudos em animais mostraram que a insulina pode ser transferida para o
cérebro, sem perder suas propriedades biologicas, através da rota nasal. Outro es-
tudo, desta vez com 36 pessoas, entre homens e mulheres, indicou um aumento de
insulina no cérebro apds 80 minutos de administracdo de insulina intranasal (Gray
et al., 2014; Chapman et al., 2017; Nampoothiri et al., 2017). Sabe-se também que,
além de conseguir atravessar a barreira hematoencefalica, a insulina aumenta a co-
nectividade funcional entre o0 hipocampo e outras regides do cérebro, resultando em
efeitos positivos no campo cognitivo. Todavia, alguns estudos tém evidenciado o
contrario (Woods et al., 2003; Banks et al., 2012; Gray et al., 2014; Chapman et
al., 2017; Nampoothiri et al., 2017).

Um estudo realizado com ratos tratados com insulina intranasal diéria ao
longo de dois meses indicou a auséncia de efeito significativo na memaria medido
através do teste de reconhecimento de objetos novos. Outro estudo reportou que o
uso desta substancia reduziu o desempenho de ratos no teste do labirinto aquético
de Morris (Chapman et al., 2017).

Além disso, os efeitos da insulina s6 foram investigados utilizando-se um

numero amostral relativamente pequeno e por ndo mais de quatro meses, indicando
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a necessidade de estudos mais avangados tanto no uso de insulina quanto no em-
prego de agentes antidiabéticos (Chapman et al., 2017).

Uma abordagem recente e muito promissora no tratamento da DA consiste
no uso de compostos atenuadores da interacdo metal proteina (MPACs, do inglés,

Metal-Protein Attenuating Compounds), objeto de estudo na proxima secéo.

15
MPACs

Nos dias atuais, as terapias a base de medicamentos para a DA ndo apresen-
tam sucesso na inibicdo da progressdo neuropatolégica da doenca (Ellul et al.,
2007). Sendo assim, novos esforcos tém sido aplicados na busca de um tratamento
que possa reverter ou, pelo menos, atenuar a progressao da DA.

No contexto da hipdtese metélica, compostos atenuadores da interacdo me-
tal-proteina (MPACs) sdo de interesse por interromperem, ao menos parcialmente,
0 processo de oligomerizacdo do peptideo AP, diminuindo assim a Sua toxicidade.
Tais compostos sdo agentes quelantes moderados, ja que possuem constantes de
afinidade de grau intermediario pelos ions metalicos envolvidos na DA. Desta
forma, eles n&o se ligam e removem os ions, que ndo estdo em excesso, dos tecidos,
mas apenas corrigem as interacfes metalicas fora da normalidade, o que resulta em
AP. Esta abordagem também visa a inibi¢do da formagdo de EROs catalisada por
metais eletroativos, diminuindo o estresse oxidativo local (Ritchie et al., 2003; De
Freitas, 2014; De Falco et al., 2016).

Portanto, os MPACs representam estratégia terapéutica viavel para desace-
lerar ou mesmo prevenir o0 avanco da deméncia (Cherny et al., 2001; Barnham et
al., 2004; Sampson et al., 2012; De Freitas et al., 2013; Sampson et al., 2014) e
outras doengas neurodegenerativas que tém por base interagdes andmalas entre me-
tais e proteinas (Perry et al., 2002; Mayeux e Stern, 2012), como a doenca de Par-
kinson (Cukierman, 2016; Cukierman et al., 2017).

Uma vez que ha a necessidade destes compostos alcangarem o cerebro, é
necessario que eles tenham a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica,

que € um elemento estrutural de protecdo do sistema nervoso central (SNC) (Zlo-
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kovic, 2008; De Freitas, 2014). A fim de conseguir atravessa-la, 0s compostos de-

vem possuir baixa massa molar, serem compactos, pouco carregados e devem pos-

suir uma hidrofobicidade significativa (Scott e Orvig, 2009; De Freitas, 2014).
Como exemplo desta classe de agentes terapéuticos, tem-se o clioquinol

(CQ, 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina), cuja estrutura € mostrada na Figura 4.

Cl

/

\

OH

Figura 4. Estrutura quimica do 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina.

Em camundongos, a administracdo oral deste composto apontou para uma
melhora na memaria das cobaias tratadas com o MPAC em comparagdo com aque-
las em que o medicamento ndo foi administrado, além de reducdo de quase metade
da placa amiloide depositada. Isto pode ser explicado pela unido de dois eventos: a
dissolucdo dos agregados formados pelo metal e o peptideo AP e a inibigao da pre-
cipitacdo deste peptideo (Bush, 2002; 2003; 2008; Bush e Tanzi, 2008; Bush, 2013).
A administracdo do CQ em um pequeno grupo de portadores de Alzheimer revelou
resultados promissores, a principio. Contudo, os testes foram descontinuados, uma
vez que a producdo do clioquinol em larga escala resulta na geracdo de um conta-
minante que provoca efeitos colaterais nocivos (Adlard et al., 2008).

Outro potencial MPAC, dos chamados de “segunda geragdo”, ¢ 0 5,7-di-
cloro-2-[(dimetilamino)metil]-8-hidroxiquinolina (PBT2, Figura 5). O composto
foi produzido pela mesma empresa que sintetizou o CQ e completou a fase Ila em
pacientes acometidos pela patologia, mas, infelizmente, ndo mostrou eficacia
(Pranabiotechnologyltd, 2014).
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Figura 5. Estrutura quimica do PBT2.

Embora os testes preliminares tenham revelado que este composto consegue
atravessar a barreira hematoencefalica de forma mais eficaz que o clioquinol e que
a sua administracdo resultou em redugdo do peptideo AP no liquido cerebral de
pacientes com Alzheimer, uma andlise mais completa indicou que esta diminuigéo
ndo era estatisticamente relevante e que ndo houve nenhuma melhora na atividade
metabolica do cérebro (Lannfelt et al., 2008; Pranabiotechnologyltd, 2014). Atual-
mente, 0 PBT2 esta sendo testado pela mesma empresa em coortes de pacientes
portadores da doenca de Huntington.

Outras substancias com perfil para serem empregadas como MPACSs sdo a
deferiprona (Figura 6) e a desferroxiamina (Figura 7). O primeiro composto, por
possuir relevante carater lipofilico, consegue atravessar a barreira hematoencefalica
e, ainda, possui acdo quelante moderada. O segundo, além de se ligar de forma
moderada aos fons fisiologicos Cu?* e Zn?*, revelou, através de testes clinicos, ca-

pacidade de impedir a progressdo da doenca (Bonda et al., 2011).

Figura 6. Estrutura quimica da deferiprona.
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OH

Figura 7. Estrutura quimica da desferroxiamina.

A 8-hidroxiquinolina-2-carboxaldeido isonicotinoil hidrazona (INHHQ, Fi-
gura 8), desenvolvida no Departamento de Quimica da PUC-Rio, também é repor-
tada na literatura como um potencial MPAC aplicavel no tratamento de desordens
neurodegenerativas, como o Alzheimer e o Parkinson. (De Freitas et al., 2013; De
Freitas, 2014; Hauser-Davis et al., 2015; Cukierman et al., 2017).

Através de uma analise in silico, verificou-se que ele, além de ser atdxico,
também tem potencial para atravessar a barreira hematoencefalica. Ja analises in
vitro mostraram que o composto inibe as interagdes do peptideo AP com os ions
enddgenos Cu?* e Zn?* e a andlise in vivo com ratos sadios ratificou a atoxicidade
do composto, através da analise de metais e de parametros bioquimicos (De Freitas,
2014; Hauser-Dauvis et al., 2015; Cukierman et al., 2017).

Em relacdo a doenca de Parkinson, INHHQ consegue romper as interacfes
andmalas entre o cobre (+2 e +1) e a alfa-sinucleina e ainda inibe a oligomerizagéao

deste peptideo (Cukierman et al., 2017).
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Figura 8. Estrutura quimica do INHHQ.

1.6
Vanadio

1.6.1
Aspectos gerais

Neste presente trabalho também se propde a sintese, caracterizagdo e teste
de estabilidade hidrolitica de um composto de coordenacdo de vanadio formado
através da complexacdo de um dos potenciais MPACSs, abordagem interessante no
tocante ao incremento da estabilidade destes compostos e preservacéao de suas for-
mas originais em solucdo aquosa.

Vanadio é um elemento quimico que possui configuragdo eletrnica [Ar]
4s? 3d° e pertence ao grupo 5 da tabela periodica. E um metal de transicdo ductil,
maleavel, brilhante e resistente a corrosdo. E encontrado em aproximadamente 65
diferentes minerais, tais como a carnotita [uranovanadato de potassio e sédio,
K2(UO2)2(V04)2-3H20] e a patronita (sulfeto de vanadio, VSs) (Argall, 1943;
Busch, 1961; Clark, 1968; Greenwood e Earnshaw, 1997; Atkins e Shriver, 2006).

A descoberta do elemento ocorreu em 1801, na cidade do México, pelo qui-
mico e mineralogista espanhol Don Andrés Manuel del Rio (1764-1849), no mine-
ral vanadinita, proveniente de Zimapan, México. Primeiramente, o espanhol no-
meou-o0 de pancromio em alusdo a diversidade de cores dos seus compostos, mas,
em seguida denominou-o de eritrénio, devido a cor vermelha dos seus sais; contudo,
apos um tempo, ele pensou que o elemento encontrado era um composto de cromio
com impurezas, possivelmente cromato de chumbo (Busch, 1961; Atkins e Shriver,
2006; Halka e Nordstrom, 2011). Em 1830, o quimico sueco Nils Gabriel Sefstrom
(1787- 1845) redescobriu esse elemento e nomeou-o de vanadis, em homenagem a

deusa escandinava da juventude e da beleza devido as cores exuberantes dos com-
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postos de vanadio quando se encontram em solugdo. De forma curiosa, anterior-
mente a Sefstrém, F. Wohler reexaminou a vanadinita, que era objeto de estudo de
Andreés del Rio e verificou que, de fato, Andrés havia descoberto mesmo o vanadio.
Todavia, diz-se que na época Wohler estava sofrendo de intoxicacBes motivadas
por envenenamento com gés fluoridrico (HF) e talvez por isto ndo tenha conseguido
publicar o seu trabalho a respeito (Busch, 1961; Greenwood e Earnshaw, 1997;
Atkins e Shriver, 2006; Halka e Nordstrom, 2011).

O isolamento do metal sé foi possivel em 1867, procedimento realizado pelo
quimico inglés Henry Enfield Roscoe (1833-1915), através da reducdo de VCI> com
hidrogénio. Anos depois, em 1925, os quimicos americanos John Wesley Marden
e Malcolm N. Rich, a partir da reducédo do pent6xido de vanadio, V20s, com calcio,
obtiveram vanadio com elevada pureza (99,7%) (Busch, 1961; Greenwood e
Earnshaw, 1997). A forma mais comum de obtencdo de vanadio com elevada pu-
reza € a partir do aquecimento do minério com carbono e cloro, produzindo cloreto
de vanadio(lll) (VCls), seguida de reducdo com magnésio em atmosfera de argonio.
No setor industrial, grande parte desse elemento é empregada como componente de
liga para aco e, com este fim, geralmente € realizada a reacéo direta do Oxido de
vanadio(V) (V20s) com o aco fundido para a producdo da liga (Clark, 1968; Atkins
e Shriver, 2006). A producdo desse Oxido ocorre, inicialmente, pela reacdo do mi-
nério com carbonato de sédio ou cloreto de sodio a aproximadamente 850 °C, ob-
tendo como produto o vanadato de sédio (NaVO3), que, em seguida, é tratado com
agua e acido e, posteriormente, aquecido (Clark, 1968; Atkins e Shriver, 2006).

O elemento vanadio € reconhecido por ser um importante elemento traco
com relevantes atividades bioldgica e farmacoldgica (Chasteen, 1990; Sigel e Sigel,
1995; Srivastava e Chiasson, 1995; Crichton, 2008; Roess et al., 2008; Michibata,
2012). Além disto, é utilizado para produzir acos resistentes a corrosao e como ele-
mento de ligacdo entre o titanio e o aco (Baranova e Fortunatov, 2012).

Dentre outras aplicacdes deste elemento, pode-se citar 0 seu uso como su-
percondutor, como catalisador, por exemplo, na transformacéo de tolueno em ben-
zaldeido e também a sua utilizagdo na reducéo de alcenos a hidrocarbonetos aro-
maticos (Greenwood e Earnshaw, 1997; Tracey et al., 2007; Solomons e Fryhle,
2011; Baranova e Fortunatov, 2012).
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1.6.2
Compostos de vanadio

Em seus compostos, o vanadio é encontrado em um numero significativo de
estados de oxidacao, que variam de (—1) a (+5). Quando em solugdo ou no estado
solido, apresenta-se, na maioria dos casos, nos estados de oxidacdo +2, +3, +4 e +5.
O ion vanéadio é um agente redutor nos estados +2 e +3, estavel no estado +4 e um
agente oxidante no estado +5 (Busch, 1961; Greenwood e Earnshaw, 1997; Tracey
e Crans, 1998; Atkins e Shriver, 2006).

Ele pode formar uma série de 6xidos, como oxido de vanadio(ll) (VO),
oxido de vanadio(lll) (V203), 6xido de vanadio (IV) (VO3) e 6xido de vanadio(V)
V205, sendo este ultimo considerado o mais estavel e a matéria-prima para a obten-
cdo de outros compostos de vanadio. Também forma uma grande quantidade de
oxoanions, como o fon vanadato,VO4%-, e diversos compostos resultantes da sua
combinacdo com selénio, enxofre, teldrio, iodo, fluor, cloro e bromo (Griffith,
1952; Khan e Anderson, 1968).

Compostos deste metal de transicdo também sdo conhecidos como poten-
ciais agentes terapéuticos para o tratamento do cancer (Matsugo et al., 2015; Naso
et al., 2016) e como agentes antiparasitarios, mais especificamente, com atividade

anti-Trypanosoma cruzi (Massarico Serafim et al., 2014; Andotra et al., 2017).

1.7
Hidrazonas e proposta de trabalho

Hidrazonas séo bases de Schiff e representam uma classe quimica caracte-
rizada pela presenca do grupo funcional R1R2C=N-NR3R4 (Kostova e Saso, 2013).
A obtencdo destes compostos ocorre pela condensacao de hidrazinas ou hidrazidas
com aldeidos ou cetonas utilizando-se como solventes, geralmente, metanol, etanol,
butanol e tetraidrofurano. Acido acético glacial ou &cido cloridrico costumam ser
usados como catalisadores da reacdo (Figura 9) (Asif e Husain, 2013).
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Figura 9. Esquema genérico da formac&o de hidrazonas.

Dentre as inimeras aplicaces desta classe, pode-se citar o seu uso como
reagente analitico a fim de determinar quantidades trago de ions metélicos, devido
ao seu comportamento quelante (Pinto et al., 2004). Do ponto de vista bioldgico,
relata-se o uso de derivados hidrazénicos como compostos com atividades analge-
sica, anti-inflamatoria, antitumoral, antimalarica, anticonvulsivante, antimicrobi-
ana, antituberculose, anti-HIV, antidepressivo, dentre outros (Lima et al., 2000; EI-
Hawash et al., 2006; Melnyk et al., 2006; Rollas e Kigukguzel, 2007; Vicini et al.,
2009; Kumar et al., 2010; Pavan et al., 2010; Verma et al., 2014).

Elas também podem atuar como nematocidas, rodenticidas, herbicidas, re-
guladores do crescimento de plantas, inseticidas e, na industria, € comum o0 uso
como estabilizantes e plastificantes de polimeros, antioxidantes e iniciadores de po-
limerizacdo (Perry, 1985).

Observa-se também a utilizacdo de complexos metélicos contendo hidrazo-
nas como sondas luminescentes, catalisadores, sensores moleculares e, além disto,
verifica-se a correlacdo entre hidrazonas complexadas por metais e 0 aumento da
potencialidade de agentes farmacoldgicos, incentivando a busca por novos compos-
tos de coordenacéo (Despaigne et al., 2010; Anbu et al., 2012; Adegoke et al., 2014;
Maurya et al., 2015; Liang e Zou, 2016; Kélmel e Kool, 2017; Vargas et al., 2017).

Essas biopropriedades desta classe de compostos relacionam-se a presenca
do farmacdforo R1IR2C=N-NH-CO-, que possui um papel importante na Quimica
de Coordenacdo, ja que forma complexos estaveis com a maioria dos metais de
transicéo, tais como o vanadio, que também forma compostos com potencial ativi-
dade bioldgica (Verma et al., 2014). Nesse sentido, o presente trabalho propde a
sintese e estudo da estabilidade hidrolitica de trés potenciais MPACSs hidrazénicos,

0s quais serdo discutidos em mais detalhe nas proximas secoes.
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1.7.1
INHOVA: 2-hidroxi-3-metoxibelzaldeido isonicotinoil hidrazona

Um dos ligantes estudados neste trabalho, 2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido
isonicotinoil hidrazona, ou simplesmente INHOVA (Figura 10), € uma hidrazona
sintetizada a partir da combinacdo da isoniazida (hidrazida do acido isonicotinico)
com o 2-hidroxi-3-metoxibelzaldeido, também conhecido como o0-HVa (Gonzélez-
Baré et al., 2012). Este composto apresenta uma grande habilidade em se coordenar
com varios ions metalicos de interesse biologico através de seus &tomos de oxigénio
fenolico, oxigénio carbonilico e nitrogénio azometinico, que atuam como bases de
Lewis, e isto permite que ele seja um bom ligante para ser utilizado no desenvolvi-

mento de compostos de coordenacao (Salam et al., 2012).

\ /

Figura 10. 2-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido isonicotinoil hidrazona (INHOVA), os potenciais sitios
de complexacéo estéo representados dentro dos circulos vermelhos.

Na literatura, a o-vanilina, um dos precursores do INHOVA, é descrita por
ter potencial atividade antitumoral (Marton et al., 2016), antibacteriana (Mohamed
e Sharaby, 2007), antimutagénica (Takahashi et al., 1990), por reduzir as compli-
cacOes da doenca falciforme (Hannemann et al., 2014) e por possuir baixa toxici-
dade (Caujolle e Meynier, 1954).

O outro precursor, a isoniazida, € um agente com aplicacdo no tratamento
da tuberculose (Mave et al., 2017; Moh et al., 2017; Vilcheze et al., 2018).

Hidrazonas formadas com isoniazida possuem grande potencialidade para
atuarem como agentes contra tuberculose (Gonzalez-Baro et al., 2012). Além disso,
complexos de Cu?*, Co?*, Zn?*, Ni?* e Pt?* com a hidrazona INHOVA mostraram

ter potencial atividade antimicrobiana e antitumoral (Pahontu et al., 2017).
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1.7.2
2PCAFUR: 2-piridinacarboxaldeido furoil hidrazona

Outro ligante utilizado no presente trabalho, 2-piridinacarboxaldeido furoil
hidrazona, ou 2PCAFUR (Figura 11), é uma hidrazona sintetizada a partir da combi-
nacao da hidrazida dob acidob 2-furéico com a piridina-2-carboxaldeido (Zamani et
al., 2006; Bernhardt et al., 2007). Este composto também apresenta uma grande ha-
bilidade em se coordenar com varios ions metalicos de interesse bioldgico através

dos atomos de nitrogénio piridinico, nitrogénio azometinico e oxigénio carbonilico.

/N 0]

Figura 11. 2-piridinacarboxaldeido furanoil hidrazona (2PCAFUR), os potenciais sitios de comple-
xacdao estdo representados dentro dos circulos vermelhos.

A 2-piridinacarboxaldeido, um dos precursores do 2PCAFUR, é reportada
na literatura possuindo atividade anticancer (Qi et al., 2017), antitumoral (Fu et al.,
2017), antibacteriana, catalitica e ainda é empregada como material fotoativo (Ali
et al., 2015). Além disso, a hidrazona formada a partir deste precursor atua como
agente quelante em doencas relacionadas ao excesso de ferro (Richardson e Ponka,
1998; Richardson et al., 1999; Richardson, 2003; Richardson et al., 2006).

O outro precursor, a hidrazida do &cido furoico, além de ter sido alvo de um
estudo sobre propriedades espectroscopicas (Vimalraj et al., 2011), aparece na lite-
ratura com potencial habilidade para entrar em células tumorais e inibir o seu cres-
cimento, quando encontra-se complexado com metais (Silva et al., 2014) e comple-
x0s de oxovanadio com hidrazonas formadas pela hidrazida do &cido 2-furdico pos-

suem atividade antiamebiana (Maurya et al., 2006).
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1.7.3
FUROVA: 2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido furoil hidrazona

Outro ligante utilizado no trabalho, 2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido furoil hi-
drazona, ou FUROVA (Figura 12), é uma hidrazona sintetizada a partir da combina-
¢do da hidrazida do acido 2-furdico com o 2-hidroxi-3-metoxibelzaldeido. Este com-
posto apresenta uma grande habilidade em se coordenar com varios ions metalicos
de interesse bioldgico através de seus d&tomos de oxigénio fenolico, nitrogénio azo-
metinico e oxigénio carbonilico, que atuam através da doacéo de elétrons, e isto per-
mite que ele seja um bom ligante para ser utilizado no desenvolvimento de compostos

de coordenacdo (Salam et al., 2012).

Figura 12. 2-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido furaoil hidrazona (FUROVA), os potenciais sitios de
complexacdo estdo representados dentro dos circulos vermelhos.

Na literatura, encontram-se poucos trabalhos envolvendo esta hidrazona.
Reporta-se apenas o emprego de um complexo de inclusdo de FUROVA como
agente fluorescente para a determinagdo fluorimétrica de cadmio, ésmio e galio
(Tang et al., 2004; Zhang et al., 2004; Tang et al., 2005; Tang et al., 2006).
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Objetivos

2.1

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho € sintetizar e caracterizar potenciais compos-

tos atenuadores da interacdo metal-proteina pertencentes a classe das hidrazonas,

além de avaliar a sua complexacdo ao ion vanadila como possivel forma de admi-

nistragdo no contexto da doenga de Alzheimer.

2.2

Objetivos especificos

Sintetizar potenciais MPACs e caracteriza-los por espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho (1) médio, ressonancia magnética nuclear de hi-
drogénio (RMN de 'H), analise elementar (CHN) e difracdo de raios-X em

monocristal;

Realizar testes de estabilidade destes compostos frente a reacdo de hidrdlise,

em solucdo, por espectrofotometria de absorcdo molecular no UV-Vis;

Sintetizar um complexo metalico de vanadio de um destes MPACs a fim de
ser utilizado como modelo de veiculo e caracteriza-lo por espectroscopia vi-
bracional nas regides do IV médio e afastado; ressondncia paramagnética ele-
tronica (EPR), analise termogravimétrica (TGA), espectrometria de emissédo

atdbmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e CHN;

Comparar a estabilidade hidrolitica do INHOVA com a do seu complexo de
vanadio(lV) e avaliar a potencialidade da complexagdo como agente de pre-

vencao da reacdo de hidrélise em solugédo aquosa.
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Justificativa

Uma vez que a doenca de Alzheimer é uma patologia incapacitante em ido-
sos, com previsdes de um aumento progressivo de sua incidéncia nos préximos
anos, diferentes estratégias vém sendo pesquisadas a fim de aumentar a quantidade
de farmacos disponiveis para o tratamento desta patologia.

O uso de MPACs na terapia contra a doenca de Alzheimer representa uma
abordagem promissora, uma vez que 0 numero de estudos a respeito da hipotese
metalica tem crescido bastante e apresentado resultados significativos.

O design de novos compostos atenuadores da interacdo metal-proteina en-
contra o impasse da baixa resisténcia a hidrélise que algumas destas moléculas pos-
sam apresentar. O presente trabalho surge como uma proposta para avaliar tal pro-
blema e tentar contornar a situacao, no sentido de viabilizar o uso de MPACs hi-
drazdnicos através da utilizacdo de compostos de coordenacdo de vanadio como
veiculos estabilizadores de tais ligantes e como agentes facilitadores do transporte
através da barreira hematoencefélica.

Portanto, realizar sinteses e caracterizacdes de potenciais MPACs e de um
complexo modelo de veiculo, além de testes de estabilidade destes compostos, faz
parte de uma estratégia relevante, podendo representar um grande avango na pes-
quisa envolvendo a terapia da doenca de Alzheimer.
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Procedimento experimental

4.1
Materiais, solventes e reagentes

Todos os reagentes foram adquiridos de fontes comerciais e foram utilizados
sem qualquer tipo de tratamento adicional ou purificacdo prévia, com exce¢édo do
piridina-2-carboxaldeido, o qual foi destilado imediatamente antes de sua utiliza-

~

céo.

4.2
Instrumentacdo e metodologia

4.2.1
Espectroscopia Vibracional no Infravermelho Médio e Afastado (IV)

Os espectros de IV foram obtidos em um espectrofotdmetro de absor¢do na
regido do infravermelho médio e afastado, modelo 100 FT-IR, da Perkin-Elmer,
sendo os dados coletados na regido de 4000-450 cm™ e 700-100 cm™, e a preparagéo
das amostras foi feita em pastilhas de brometo de potassio seco, para o infraverme-
Iho médio, e em polietileno ou pastilhas de iodeto de césio, para o afastado. As
analises foram realizadas pelo proprio aluno no Laboratério de Biocombustiveis
(LABIO), do Departamento de Quimica da PUC-RIio.

4.2.2
Analise Elementar (CHN)

A anélise da porcentagem de carbono, hidrogénio e oxigénio presente nos
compostos foi realizada no Laboratdrio de Espectroanalitica e Eletroanalitica Apli-
cada, do Departamento de Quimica da PUC-Rio. Os elementos foram analisados de
forma simultanea por cromatografia gasosa, através de uma curva analitica. A cali-
bracdo procedeu-se a partir de uma curva construida com padrdes secos e de alta
pureza fornecidos pelo fabricante. Pesaram-se aproximadamente 3 mg de amostra
em capsula de estanho e a anélise foi realizada em um analisador elementar (CHN),

modelo EA112, da Thermo Electron, em duplicata.
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4.2.3
Analise Termogravimétrica

A andlise do complexo foi realizada em um SDT-2960 da TA Instruments.
De forma geral, aproximadamente 5 mg de massa do composto a ser analisado fo-
ram pesadas e as amostras acondicionadas em um cadinho de platina, em balanca
termogravimétrica Perkin Elmer 7 sob um fluxo de 100 mL min™ de nitrogénio,
rampa de 20 °.min™! e faixa de temperatura de aquecimento de 20 a 900 °C. A analise
foi realizada pelo préprio aluno no Laboratorio de Biocombustiveis (LABIO), do

Departamento de Quimica da PUC-Rio.

4.2.4
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H)

Obteve-se 0s espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio em
um espectrofotdmetro Brucker-FT 400 MHz a temperatura ambiente. Solubilizou-
se as amostras em 0,6 mL de dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) e 0s espectros
foram calibrados com base no sinal residual do solvente (quinteto em 2,50 ppm para
o0 nlcleo de H). Estas analises foram feitas na Central Analitica do Departamento de
Quimica da PUC-Rio.

4.2.5.
Ressonéancia Paramagnética Eletronica (EPR)

O espectro de ressonancia paramagnética eletrénica do complexo (1) foi ob-
tido através de analise em um equipamento Bruker ESP300E, com frequéncia mo-
dulada de 100 kHz, operando em 9,79 GHz (Banda X) e a temperatura ambiente. A
analise foi realizada no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) em colabo-
racdo com o professor Odivaldo Cambraia Alves, da Universidade Federal Flumi-

nense.

4.2.6
Espectrometria de Emissdo Atdmica com Plasma Acoplado Indutiva-
mente (ICP-OES)

Determinou-se a porcentagem de vanadio no complexo através de curva de
calibragdo com padrdo do metal Tritisol®, adquirido da Merck. Pesaram-se entre 3

e 5 mg de amostra e a anélise foi realizada, em triplicata, em um espectrémetro de
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ICP-OES, modelo Optima 7300 DV (PerkinElmer — Sciex,USA), no Laboratério

de Caracterizagio de Aguas, no Departamento de Quimica da PUC-Rio.

4.2.7
Difrac&o de raios-X

A determinacao estrutural por difracao de raios-X em monocristal do ligante
FUROVA foi realizada em um difratdmetro Oxford GEMINI A-ultra utilizando um
tubo de molibdénio (Moka = 0,71073 A) realizado & temperatura ambiente, no La-
boratério de Cristalografia da Universidade Federal de Minas Gerais, em colabora-
cdo com a Profa. Dra. Renata Diniz (Departamento de Quimica — UFJF). Com o
objetivo de coletar os dados, utilizou-se o programa CrysAlis RED, versao
1.171.32.38. Para a resolucéo e o refinamento da estrutura utilizou-se o programa
ShelxI-97. Um parametro x isotropico de extincao foi refinado a partir do método
descrito por Larson. Foi possivel desenhar a estrutura utilizando os programas
ORTEP-3 para Windows e Mercury. A localizacdo dos hidrogénios se deu através
de um mapa de diferenca de Fourier e parametros anisotrépicos foram refinados

para todos 0s atomos ndo-hidrogenoides.

4.2.8
Testes de Estabilidade

Para o estudo de estabilidade hidrolitica ao longo do tempo, 0s compostos
foram solubilizados em uma solu¢éo de agua ultra-pura contendo 10% DMSO (con-
dicdo de injecdo das cobaias para futuros testes in vivo). Os espectros de varredura
entre os comprimentos de onda de 200 a 800 nm foram obtidos em um espectrofo-
tdbmetro de absorcdo molecular na regido do UV-Vis (Perkin ElImer Lambda 35,
EUA), a temperatura ambiente, em intervalos regulares ao longo de 48 horas. A
variacdo da intensidade dos sinais foi utilizada para calcular a diminuicdo percen-
tual da concentracdo dos compostos inicialmente dissolvidos.
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4.3
Sintese dos ligantes

4.3.1
INHOVA

A base de Schiff (mais especificamente, a hidrazona) 2-hidroxi-3-metoxi-
benzaldeido isonicotinoil hidrazona (INHOVA) foi obtida pela condensacéo da iso-
niazida com a orto-vanilina (Gonzalez-Bar6 et al., 2012). Brevemente, 10,0 mL de
solugdo metandlica contendo 3,0 mmol de o-HVa foi adicionada a uma solucédo de
1.5 mmol de isoniazida (INH) em 16,0 mL de metanol. O pH da mistura foi ajustado
a 5,0 com gotas de acido cloridrico concentrado. O conjunto foi mantido sob agita-
cdo continua e aquecimento brando (50°C) por duas horas e o sélido obtido foi fil-
trado e lavado com metanol frio. Abaixo, encontra-se reportado 0 esquema reacio-
nal da sintese do INHOVA (Figura 13).

~ + H,0

OH N H

>
Agitagdo 50 °C (2h)
/ ° g

o) o cr

H,N

NH

/
e

H+

Figura 13. Esquema reacional da sintese do INHOVA.

Rendimento: 73%

Férmula: C14H1403N3CI-%2H20

Cor e aspecto: Solido amarelo cristalino
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4.3.2
2PCAFUR

A hidrazona 2PCAFUR foi obtida a partir da reacdo entre a piridina-2-car-
boxaldeido e a hidrazida do acido 2-furdico (Zamani et al., 2006; Bernhardt et al.,
2007). Resumidamente, em um béquer, dissolveu-se 5,0 mmol da hidrazida em 7,0
mL de etanol anidro com aquecimento brando. Em um bal&o, dissolveu-se 5,0 mmol
do aldeido em 7,0 mL de etanol e gotejou-se a solucdo de hidrazida sobre ela. Duas
gotas de acido acético glacial foram adicionadas, e o sistema foi submetido a re-
fluxo por 3 horas. Abaixo, encontra-se reportado o esquema reacional da sintese do
2PCAFUR (Figura 14).

S 7
N - |
\ + H,0
! |
+ ~

—_—
Agitag@o 50 °C (3h)
% | N
o o e} /

Figura 14. Esquema reacional da sintese do 2PCAFUR.

HoN

NH

Rendimento: 78%
Férmula: C11HgO2N3-H20

Cor e aspecto: Solido branco e cristalino

4.3.3
FUROVA

Para a sintese desta hidrazona, dissolveu-se, em um béquer, 3,0 mmol de
orto-vanilina em 10,0 mL de metanol e, em um bal&o, solubilizou-se 1,5 mmol da

hidrazida do acido 2-furdico em 16,0 mL de metanol (Tang et al., 2004).
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Gotejou-se uma solucdo sob a outra, adicionaram-se 2 gotas de acido clori-
drico e o sistema foi submetido a agitagdo e leve aquecimento por 2 horas. Abaixo,

encontra-se o0 esquema reacional da sintese do FUROVA (Figura 15).

\O + H0
OH (@]

Laal
Agitacdo 50 °C (2h)
/ ‘ o =
o) o 0 /

Figura 15. Esquema reacional da sintese do FUROVA.

H,N

NH

Rendimento: 52%
Formula: C13H1204N2-H20
Cor e aspecto: Sélido branco e cristalino

4.4
Sintese do complexo [VO(INHOVA)2(OHz2)]-2HCI-%2CH3OH (1)

O complexo formou-se a partir da reacdo do potencial MPAC INHOVA
com o sulfato de oxovanadio hidratado em uma proporcao 1:2 (metal:ligante). O
procedimento envolve a dissolucdo do sal de vanadio em 2,0 mL de &gua ultra-pura
e o ligante em 8,0 mL de metanol. A fim de facilitar o processo, submeteu-se o
sistema a agitacdo constante até a completa dissolu¢do. Em seguida, gotejou-se a
solucéo contendo o sal de oxovanadio sobre a solugdo contendo o ligante, seguida
de agitacdo por 1 hora. O esquema reacional da sintese do complexo (1) é reportado

na Figura 16.
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Figura 16. Esquema reacional de sintese do complexo.

Rendimento: 58%
Formula proposta: [VO(C14H1303N3)2(OH2)]-2HCI-%CH30H

Cor e aspecto: Solido verde cristalino
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5
Resultados e discussao

Nesta sec¢do, encontram-se os resultados obtidos a partir das técnicas de es-
pectroscopia no infravermelho, analise elementar, analise termogravimétrica, res-
sonancia magnética nuclear de hidrogénio, ressonancia paramagnética eletronica,
difracdo de raios-X em monocristal e espectrometria de emissdo atbmica com
plasma acoplado indutivamente. Além disto, sdo discutidos os resultados dos testes

de estabilidade dos trés potenciais MPACSs e do complexo (1).

5.1
Caracterizacao dos compostos

O ligante INHOVA foi caracterizado apenas por espectroscopia vibracional
no infravermelho (1) médio, com o objetivo de confirmar a identidade do produto
formado na sintese por meio de comparagdo com a literatura (Gonzalez-Baro et al.,
2012), uma vez que a atribuicdo completa das bandas ja se encontra disponivel. Os
ligantes 2PCAFUR e FUROVA foram caracterizados por espectroscopia na regiao
do IV médio, analise elementar (CHN) e ressonancia magnética nuclear de hidro-
génio (RMN de HY).

O complexo (1) foi caracterizado por IV médio e afastado, analise elemen-
tar, analise termogravimétrica e EPR, uma vez que V** é paramagnético. A quanti-
ficacdo de vanadio foi obtida através de analise utilizando-se a espectrometria de

emissdo atbmica com plasma acoplado indutivamente.
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5.1.1
INHOVA

5.1.1.1
Espectroscopia vibracional na regido do IV médio

O espectro de infravermelho médio foi comparado com o da literatura
(Gonzalez-Bar¢ et al., 2012), permitindo concluir que o produto obtido correspon-
dia ao composto esperado. As principais bandas e suas atribuigcdes estdo resumidas
na Tabela 1 e o espectro de infravermelho médio encontra-se na Figura 17.

Tabela 1. Principais bandas do espectro de absorgdo no infravermelho médio do INHOVA e suas

PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612174/CA

atribui¢des (MF, banda muito forte; F, banda forte; m, banda média; f, banda fraca; o, ombro).

Banda (cm™)

Atribuicéo

3157 (f) V(N-H) hidrazona
1148 (f) v(N-N) + 3(C-H)
1688 (MF) v(C=0)

1234 (f) v(C-O)fenol

853 (f) 3(N-C=0)
1606 (MF) V(C=N)
3205 (f) v(N-H) piridina

70 T+
65
60
55
50

%T

45 +
40 +
35 +

30 ; ; ;

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

nimero de ondas (cm™)

Figura 17. Espectro de infravermelho médio do INHOVA em pastilha de KBr.
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5.1.2
2PCAFUR

5.1.2.1

Espectroscopia vibracional na regido do IV médio

50

Comparou-se o espectro de infravermelho médio obtido (Figura 18) com o

da literatura (Zamani et al., 2006; Bernhardt et al., 2007), permitindo concluir que

0 produto obtido correspondia ao composto esperado. As principais bandas e suas

atribuices estdo resumidas na Tabela 2.

Tabela 2. Principais bandas do espectro de absorgdo no infravermelho médio do 2PCAFUR e suas

atribui¢des (MF, banda muito forte; F, banda forte; m, banda média; f, banda fraca; o, ombro).

Banda (cm™)

Atribuicao

3419 (f)
1688 (MF)

1598 (MF)

1580 (MF)
1468 (MF)

1312 (F)
1026 ()
836 (f)

v(N-H) hidrazona
v(C=0)

v(C=N)

v(C=C)

v(C-N) amina aromatica
V(N-N) + &(C-H)
6(N-C=0)

0 t t t

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

cm

Figura 18. Espectro de infravermelho médio do 2PCAFUR em pastilha de KBr.
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5.1.2.2
Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H)

O espectro de RMN de *H do ligante 2PCAFUR, reportado na figura 19, foi
muito importante no auxilio da caracterizacdo deste composto (Richardson et al.,

1999; Bernhardt et al., 2007; Pavia, 2009). O espectro obtido foi comparado com o
da literatura e o resumo das atribuigcdes consta na Tabela 3.
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Figura 19. RMN de *H (400 MHz) de 2PCAFUR em DMSO-ds, & temperatura ambiente.
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Tabela 3. Dados de RMN de H (400 MHz) para 2PCAFUR em DMSO-ds.

H o (ppm) Integracao Multiplicidade
1 8,63 1 Dd
2 7,45 1 Ddd
3 7,90 1 Td
4 8,00 1 Dd
5 8,50 1 S
6 12,1 1 S
7e9 7,30-7,40 2 M
8 6,73 1 Dd
9 7,30-7,40 2 M

Além disto, também se verifica um multipleto na faixa 7,30-7,40 ppm que
corresponde aos sinais dos hidrogénios 7 e 9, que por razdo de cairem na mesma
regido e por possuirem constante de acoplamento pequena, a resolucdo do sinal e
sua atribuicdo tornou-se complexa. Na verdade, o esperado era que tanto o hidro-
génio 7, quanto o hidrogénio 9 apresentasse cada um dubleto de dubleto, uma vez
que eles acoplam entre si e também com o hidrogénio 8.

5.1.2.3
Andlise elementar (CHN)

Os resultados de analise elementar CHN encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Andlise elementar do ligante 2PCAFUR.

Analise Elementar Percentual Calculado  Percentual Encontrado
C 56,6 56,5
H 4,7 4,5
N 18,0 17,9

Observa-se uma excelente concordancia entre os resultados obtidos experi-
mentalmente e os calculados, confirmando a estrutura do composto, cuja férmula

molecular &€ C11H1103Ns, ou seja, C11HgO2N3-H20.

5.1.3
FUROVA

5.1.3.1
Espectroscopia vibracional na regido do IV médio

Comparou-se o espectro de infravermelho médio com o da literatura (Tang
et al., 2004; Tang et al., 2005), permitindo concluir que o produto obtido corres-
pondia ao composto esperado. As principais bandas e suas atribuicdes estdo resu-

midas na Tabela 5 e o espectro de infravermelho médio encontra-se na Figura 20.

Tabela 5. Principais bandas do espectro de absorgdo no infravermelho médio do FUROVA e suas

atribuicbes (MF, banda muito forte; F, banda forte; m, banda média; f, banda fraca; o, ombro).

Banda (cm?) Atribuicdo
3330 (f) v(O-H) fenol
3132 (f) V(N-H) hidrazona
1655 (MF) v(C=0)
1607 (MF) v(C=N)
1241(MF) v(C-N)

1097 (F) v(N-N)
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Figura 20. Espectro de infravermelho médio do FUROVA em pastilha de KBr.

5.1.3.2
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H)

O espectro de RMN de H obtido (Figura 21) foi comparado com aquele da
literatura (Tang et al., 2004; Pavia, 2009) e o resumo das atribui¢cdes encontra-se

reportado na Tabela 6.
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Figura 21. RMN de 'H (400 MHz) de FUROVA em DMSO-dg, & temperatura ambiente.
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H (400 MHz) para FUROVA em DMSO-ds.

57

H o (ppm) Integracao Multiplicidade
1-3 3,83 3 S
4 7,05 1 D
5 6,70 1 T
6 7,32 1 Dd
7 8,65 1 S
8 10,80 1 S
9 7,15 1 D
10 6,85 1 Dd
11 8,00 1 Dd
12 12,1 1 S
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5.1.3.3
Analise elementar (CHN)

Os resultados de andlise elementar CHN encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Analise elementar do ligante FUROVA.

Analise Elementar Percentual Calculado  Percentual Encontrado
C 59,9 59,6
H 4,6 4,5
N 10,7 10,7

58

Observa-se uma excelente concordancia entre os resultados obtidos experi-

mentalmente e os calculados, confirmando a estrutura do composto, cuja férmula

molecular é C13H1204N2-H20.

5.1.34
Difracdo de raios-X de monocristal

Na Figura 22, pode ser observada a estrutura inédita do FUROVA. A tabela

8 apresenta alguns dados do cristal utilizado e outros relacionados com a coletae o

refinamento da estrutura. Distancias e angulos de ligacdo selecionados podem ser

observados na tabela 9.
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Tabela 8. Selecao de dados cristalograficos para o FUROVA
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Formula quimica C13H14N20s
Massa molecular / g mol* 278,26
Sistema cristalino Ortorrébmbico
Grupo espacial P212:121
al A 21,928(1)
b/A 12,6954(9)
c/A 4,7744(4)
o/° 90,000
/e 90,000
y/° 90,00
V/A3 1329,1(1)
Temperatura / K 298(2)

Z 4

Deaic / g cm 1,391
Tamanho do cristal / mm 0,07 x 0,18 x 0,55
(Mo Kay) / cm 0,108
Reflexdes medidas / unicas 17053 / 3316
Rint 0,0561
Reflexdes observadas [Fo*>20(Fo?)] 2301
Parametros refinados 181

Robs [Fo>20(Fo)] 0,0629
Rall 0,0983
WRobs [Fo?>20(Fo)?] 0,1582
WRai 0,1766

S 1,078

RMS /e A3 0,043
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Tabela 9. Distancias e angulos de ligagdo selecionados para o cristal FUROVA.
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Distancia de ligacdo / A

C6-N2 1,282(2) C8-03 1,349(4)
N2-N1 1,383(4) C9-04 1,370(5)
N1-C5 1,344(5) C13-04 1,419(5)
C5-02 1,225(4)
Angulo de ligacéo / °

C7-C6-N2 122.8(3) C7-C8-03 124,0(3)
C6-N2-N1 114,9(3) C9-C8-03 116,4(3)
N2-N1-C5 120,2(3) C8-C9-04 114,3(3)
N1-C5-02 124,4(4) C10-C9-O4 125,6(3)
C1-C5-02 120,3(4) C9-04-C13 117,2(3)

Figura 22. Representacdo ORTEP do cristal FUROVA.

O cristal formado é um ligante com uma molécula de agua de hidratacdo por

molécula do ligante. A figura 22 mostra a unidade assimétrica do composto

FUROVA e na figura 23 estdo mostradas as projecdes da célula unitéria nos eixos

cristalogréaficos a, b e c.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612174/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612174/CA

R
7

e
oA g o
" okt

(©

Figura 23. Célula unitaria do cristal FUROVA ao longo a) do eixo a, b) do eixo b e c) do eixo c.
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Os atomos de carbono C3 e C4 apresentaram elipsdides de probabilidade
maiores do que os demais 4tomos do furano. Foi tentado um modelo de desordem,
porém os dados de difracdo ndo apresentam qualidade suficiente para esse trata-
mento.

A molécula de dgua forma liga¢des de hidrogénio com a molécula do ligante
sendo o 4&tomo de O da molécula de 4gua doador em duas ligacbes (OH---O) e re-
ceptor de uma ligacdo de hidrogénio (NH---O), conforme pode ser observado na
figura 24. Os parametros geométricos dessas interacdes estao listados na tabela 10.

Essas interagdes formam uma rede bidimensional paralela ao plano bc.

Figura 24. Ligacg&o de hidrogénio do tipo OH---O e NH---O vistas ao longo do plano bc.

Tabela 10. Parametros geométricos das interaces de hidrogénio no composto FUROVA.

D-H---A D-H/A H---A/A D---A/A D-H---A/°
N1-H1n.--O5' 0,850 1,990 2,841(4) 177,00
03-H30---N2 0,83 2,010 2,702(4) 140,00

03- 0,83 2,530 3,010(5) 118,00
H3o0---O5"
05-H5a---02 0,85 1,870 2,706(4) 167,00
05-H5b---03 0,85 2,260 3,010(5) 148,00
C6-H6---05' 0,97 2,510 3,300(5) 138,00

Caodigo de simetria: i (-x, % +Yy,2,5-2);ii (X, Y, -1 +2)
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514
Complexo (1)

5.14.1
Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Neste composto, também se utilizou a espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho como uma ferramenta no auxilio de sua caracterizacdo. Foram
obtidos dois espectros, um na regido do infravermelho médio (Figura 25) e um na
regido do IV afastado (Figura 26). No primeiro espectro, observou-se, principal-
mente, as bandas de estiramento v(C=N) e v(C-0), pois estas costumam apresentar
um deslocamento quando a complexagdo ocorre através dos atomos de nitrogénio
e oxigénio, respectivamente, além da banda referente ao estiramento v(V=0), ca-
racteristico de complexos de oxovanadio e das bandas de estiramento referentes a
agua de coordenacao. O segundo espectro foi necessario para a observacdo das ban-
das referentes aos estiramentos da ligacdo entre o vanadio e os &tomos de oxigénio
e nitrogénio (Brown, 1964; Greenwood e Earnshaw, 1997; Thompson et al., 2003;
Davidson et al., 2006; Maurya et al., 2006; Nakamoto, 2009; Adam et al., 2017;
Gonzéalez-Baro et al,.2017; Niu et al., 2017). A Tabela 11 reporta um resumo das
atribui¢des das principais bandas do complexo (1).

Tabela 11. Principais bandas do espectro de absorcédo no 1V médio e afastado de (1) e suas atri-

bui¢des (MF, banda muito forte; F, banda forte; m, banda média; f, banda fraca; o, ombro).

Banda (cm™) Atribuicao
3390 (F) v(H20) coordenada
1680 (MF) v(C=0)

1630 (m) S(HZO) coordenada
1598 (MF) v(C=N)

1315 (F) v(C-0) fenol

971 (F) v(V=0)

595 (f) v(V-Nazometina)

560(f) v(V-Ofenol)
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Figura 25. Espectro de infravermelho médio do complexo (1) em pastilha de KBr.
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Figura 26. Espectro de infravermelho afastado do complexo (1) em pastilha de Csl.

Para efeito de comparacgéo, reportam-se, na Figura 27, os espectros de 1V
médio de (1) e do seu ligante na regido de maior interesse (2000-900 cm'Y).
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Figura 27. Comparacdo dos espectros de IV médio do ligante INHOVA e de seu complexo.

A partir da comparacdo dos espectros, verifica-se 0 aparecimento de uma
nova banda em 971 cm™, referente ao estiramento v(V=0) caracteristico de com-
plexos de oxovanadio(IV). Além disto, verifica-se também um pequeno desloca-
mento da banda referente ao estiramento v(C=N), reportado em 1606 cm™ no
INHOVA e em 1598 cm™ em seu complexo. Apenas essa diferenca de desloca-
mento nao é suficiente para indicar a complexacao do metal ao &tomo de nitrogénio
azometinico, uma vez que tal mudanca nao é muito significativa. Contudo, este in-
dicio, somado ao aparecimento das bandas v(V-Ofenol) € v(V-Nazometina) Na regido do
infravermelho afastado, além do desaparecimento da banda de deformacdo angular
8(C—OH) tenal, que no ligante livre encontra-se em 1280 cm, confirma a comple-
xacdo (Brown, 1964; Greenwood e Earnshaw, 1997; Thompson et al., 2003; Da-
vidson et al., 2006; Maurya et al., 2006; Nakamoto, 2009; Adam et al., 2017; Gon-
zélez-Bard et al,.2017; Niu et al., 2017). A Figura 28 apresenta 0s espectros de IV
afastado do INHOVA e do complexo (1) para efeito de comparacéo.

Verifica-se 0 aparecimento das bandas em 595 e 560 cm, sugerindo a com-
plexacdo do vanadio aos atomos de nitrogénio azometinico e oxigénio fenolico,
respectivamente. A literatura reporta a atribuicdo das bandas de infravermelho de
um composto andlogo ao complexo (1), onde a coordenacgdo também ocorre através
dos atomos de oxigénio fendlico e nitrogénio azometinico, verificado pelo apareci-

mento dos estiramentos V(V-Ofenot) € V(V-Nazometina) €M 566 cm™ e em 593 cm™,
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respectivamente (Gonzalez-Baro et al,2017). A partir da comparacdo dos valores,
observa-se concordancia entre os mesmos, indicando a coordenacgéo atraves destes

atomos.

90 T

N [V

-y

%T

inhova

1 /\f\/\/\

complexo

70

65 t } t t t i
700 600 500 400 300 200

crrl

Figura 28. Comparacéao dos espectros de 1V afastado do ligante INHOVA e de seu complexo.

5.1.4.2
Analise elementar (CHN) e espectrometria de emissao atbmica com
plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)

Os resultados de andlise elementar CHN encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12. Analise elementar do complexo (1).

Andlise Elementar Percentual Calculado  Percentual Encontrado
C 51,1 51,5
H 3,9 3,9

N 11,7 11,3
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Observou-se boa concordancia entre os resultados obtidos experimental-
mente e os calculados, sendo proposto que o composto corresponde a férmula
[VO(C14H1303N3)2(OHy)]-2HCI-%2CH30H.

O teor de vanadio no complexo foi determinado através da técnica de espec-
trometria de emissdo atdmica com plasma acoplado indutivamente (Jarvis et al.,
2003). Com este objetivo, preparou-se uma curva de calibragdo com o padréo Ti-
trisol® de vanadio (Figura 29) e, a partir dela, obteve-se uma porcentagem na amos-
tra igual a 6,1%, de acordo com o valor teorico de 6,5%. A Tabela 13 mostra os

valores obtidos nas trés leituras efetuadas e a média dessas analises.

80000 -
y =8971x + 507,4
70000 A R?=0,9993

60000
50000
40000
30000

20000

10000

Figura 29. Curva de calibracéo do padrédo de vanadio.

Tabela 13. Valores de porcentagem de vanadio em (1) obtidos em triplicata através do ICP-OES.

Triplicatas (%)
1 6,079
2 6,117
3 6,106

Média 6,100
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5.1.4.3
Analise termogravimétrica (TGA)

A curva termogravimeétrica referente ao complexo (1) pode ser observada na
Figura 30. Este estudo foi realizado com o objetivo de confirmar o estado de hidra-
tacdo proposto com base na porcentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio do
composto (Mohamed e Sharaby, 2007).

A curva TG mostra que a decomposicao térmica do complexo se da em qua-
tro etapas. A primeira etapa ocorre abaixo de 100 °C e possivelmente estd associada
a perda do solvente metanol. O percentual de perda de massa nesta primeira etapa
corresponde a 2,2%. Supondo-se que o complexo apresente meio mol de metanol
na sua rede, isto corresponderia a 2,2%.

A segunda etapa de decomposicéo ocorre entre 210 °C e 300 °C e, baseado
na literatura, pode ser atribuida a perda da agua de coordenacéo, que costuma sair
a temperaturas superiores aquela das aguas de hidratacdo. Além disso, nesta faixa,
é possivel que também ocorra a saida de duas moléculas de HCI. O percentual de
perda de massa experimental nesta segunda etapa corresponde a 6,8% e, supondo-
se que o complexo apresente uma molécula de dgua de coordenacéo e dois cloretos
atuando como contraions, o valor tedrico corresponderia a 7,5%.

A terceira etapa de decomposicao ocorre na faixa de 300-430 °C e é coerente
propor que corresponda a perda do primeiro ligante INHOVA. O percentual de
perda de massa nesta terceira etapa obtido através da curva TG corresponde a
38,6%. A quarta e Ultima etapa de decomposicdo térmica foi atribuida a saida do
outro ligante INHOVA. O percentual de perda de massa nesta quarta etapa corres-
ponde a 38,5%. O valor tedrico associado a cada perda seria de 41,9%.

Por fim, observa-se um residuo estavel a partir de 600 °C, correspondendo
a 13,8% do total da massa inicial. Baseado na literatura, verifica-se que ele pode
ser atribuido ao VO3, que costuma ser um residuo encontrado em amostras de com-
plexos de vanadio(IV). O valor tedrico corresponde a 11,6%, concordando com o

valor experimental. Estes dados estdo de acordo com a férmula proposta.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612174/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612174/CA

69

105 20

|
100 T T T

I =
Delta Y = 2.248 % I Delta 'Y = 6.808 % o

\ Ddiay=38512% -

a
1

z

WGt (f] ———

&
7

40 T
)\ Delta ¥ = 38.528 % |- -15

L 20
|

|
20 T

\

—H I=

5 -30
20 100 200 300 400 500 600 700 800 200
Temperature (°C)

Figura 30. Curvas TG e dTG para o complexo (1) em atmosfera de nitrogénio.

5.14.4
Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

A anélise do complexo utilizando a espectroscopia eletrénica paramagnética
foi realizada com o objetivo de obter mais informacdes sobre o complexo (1). De
acordo com a literatura (Gallay et al., 1986; Zoroddu et al., 1996; Graham et al.,
2017), em se tratando de vanadio(IV), o spin nuclear de >V é | = 7/2. Desta forma,
os estados sao divididos em 21+1 = 8 diferentes niveis energéticos, separados por
uma constate de acoplamento hiperfina, A. O espectro de EPR obtido para o com-

plexo (1) encontra-se na Figura 31. No inset da figura, € mostrado um espectro de

EPR padrdo de vanadio no estado de oxidacao +4.
Através da comparacao qualitativa do perfil do espectro padréo de vana-
dio(IV) com o perfil obtido para o espectro do complexo (1) conclui-se que este

composto apresenta vanadio no estado de oxidacdo +4.

Derivative Weight % (3aknin)
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Figura 31. EPR de (1). Inset: espectro padrdo esperado para uma amostra contendo V(IV).

Abaixo, encontra-se o espectro ajustado do composto (Fig. 32) e os parame-

tros obtidos (Tabela 14) a partir de ajustes utilizando-se o programa easypin, em

matlab, com a funcéo pepper.

= o
T
-

T

Figura 32. Espectro ajustado do complexo (1).
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Tabela 14. Parametros obtidos a partir de ajustes no espectro do complexo (1).

Complexo Qpar =1,948 Apar=173G
(1) Oper = 1,984 Aper = 67 G

5.2
Testes de estabilidade (UV-Vis)

Realizaram-se testes de estabilidade hidrolitica dos potenciais MPACS a
fim de verificar a susceptibilidade a hidrélise destes compostos quando em solucéo
majoritariamente aquosa, uma vez que, como promissores farmacos, estes entrardo
em contato com a &gua no organismo e precisardo manter a sua integridade. O teste
também foi realizado com o complexo (1), para verificar a prova de conceito em

relagdo ao beneficio de veicular os MPACs na forma de complexos de vanadio.

5.2.1
INHOVA

Ao se realizar o teste de estabilidade em meio aquoso deste promissor
MPAC, verificou-se que ele ndo era estavel a hidrélise. Hidrazonas sdo particular-
mente suscetiveis a quebra hidrolitica devido ao seu equilibrio de formacédo, que

envolve a perda de uma molécula de &gua conforme ilustrado na Figura 33.

H
) N
\NH2 X0
= + S \N—NH — + H,0
OH
0 OH N
Ny . \ c}_@

Figura 33. Equilibrio de formacéo da hidrazona INHOVA.

De fato, pode ser observada, nos espectros de absor¢do molecular no ultravi-
oleta-visivel (Figura 34), a diminuigdo da banda caracteristica da hidrazona conco-
mitantemente ao surgimento da banda referente ao aldeido o-vanilina (reagente na
sintese do INHOVA e também o seu produto de hidroélise), o que caracteriza a que-

bra hidrolitica em meio aquoso ao longo do tempo. E possivel observar um ponto
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isosbéstico em aproximadamente 272 nm, indicando a presenca de apenas duas es-
pécies absorventes em equilibrio.

A absorcéo referente ao outro produto de hidrdlise, a isoniazida, ndo aparece
no espectro, uma vez que é encoberta pela banda referente ao DMSO. A banda ca-
racteristica do INHOVA em aproximadamente 296 nm apresenta uma diminuicao
de sua absorvéancia de 60% apo6s as 48 h de experimento (De Falco et al., 2016).
Este resultado leva a necessidade de proposicao de um veiculo capaz de estabilizar
a hidrazona e realizar o seu transporte através da barreira hematoencefalica de forma

eficaz e segura.

Abs

\} Q \) Q \) \)
D v o o P W

Comprimento de onda (nm)

Figura 34. Espectro de absor¢do molecular no UV-Vis da hidrazona INHOVA entre 250 e 400 nm,
em solugdo aquosa contendo 10% de DMSO, ao longo de 48 horas. Em preto é reportado o perfil de
absorvancia da o-vanilina nas mesmas condigdes.

5.2.2
2PCAFUR

Os espectros de absorcdo molecular na regido do UV-Vis desta hidrazona,
medidos ao longo de 48 horas (Figura 35) mostram uma banda a 300 nm que tem

sua absorvancia diminuida em 12,2 % apds 48 h, resultado este que aponta para a
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boa estabilidade hidrolitica deste composto quando comparada a da hidrazona
INHOVA, indicando sua provével integridade em solucéo.

1,20

Abs

400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 35. Espectro de absor¢do molecular no UV-Vis da hidrazona 2PCAFUR, em solucdo aquosa
contendo 10% de DMSO, ao longo de 48 horas.

5.2.3
FUROVA

Os espectros da hidrazona FUROVA (Figura 36) apresentam uma banda a
300 nm que decai ao longo das 48 h de analise. A diminuicao da absorvancia desta
banda é de 15,7%, resultado que permite concluir que este composto apresenta certa
estabilidade em solugdo quando comparado a hidrazona INHOVA.
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Figura 36. Espectro de absorcdo molecular no UV-Vis da hidrazona FUROVA, em solugéo aquosa
contendo 10% de DMSO, ao longo de 48 horas.

5.2.4
Complexo (1)

O complexo (1) foi sintetizado com o objetivo de atuar como possivel forma
de administracdo dos MPACs hidrazonicos no contexto da doenca de Alzheimer,
uma vez que as hidrazonas de forma geral, mas particularmente o composto
INHOVA, sofre hidrolise em solucdo aquosa. A complexacdo de INHOVA ao ion
vanadila é uma abordagem interessante a fim de manter a integridade dessa molé-
cula frente & atividade da agua, pois a hidrélise inicia-se com a protonacéo do ni-
trogénio azometinico (Solomons e Fryhle, 2011) e, encontrando-se este a&tomo co-
ordenado a um metal, o seu par de elétrons ndo-ligantes ndo estara disponivel para
a captacdo do préton e, consequente, a hidrolise seria evitada. A escolha do vanadio
se deu pelo fato deste elemento possuir aplicacdes relevantes nos campos da biolo-
gia e da farmacologia, além de ndo ser toxico e ser um metal fisioldgico (Chasteen,
1990; Sigel e Sigel, 1995; Srivastava e Chiasson, 1995; Crichton, 2008; Roess et
al., 2008; Michibata, 2012).

O espectro resultante do teste de estabilidade ao longo de 48 horas, em 10%

DMSO, do complexo (1) encontra-se reportado na Figura 37.
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Figura 37. Espectro de absor¢do molecular no UV-Vis do complexo (1), em solugdo aquosa con-
tendo 10% de DMSO, ao longo de 48 horas.

Pode-se destacar a presenca da banda em 320 nm que, observada ao longo
do tempo, reflete uma diminuicdo da absorvancia do composto em 5,2% ap06s 48 h.
Este resultado, quando comparado a diminuicdo de 60,0% de absorvancia da forma
ndo complexada INHOVA, é uma prova de conceito de que administrar este poten-
cial MPAC na forma de complexo de vanadio é uma abordagem valida no tocante
ao aumento da estabilidade frente a hidrolise.

A escolha de complexar o INHOVA ao invés das outras duas hidrazonas,
2PCAFUR e FUROVA foi feita pelo fato destas moléculas ndo apresentarem redu-
cOes significativas de absorvancia ao longo do tempo, comparado ao INHOVA.
Todavia, é interesse do grupo de pesquisa também sintetizar e avaliar a estabilidade

de complexos de vanadio com as hidrazonas 2PCAFUR e FUROVA no futuro.
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Conclusoes

A doenca de Alzheimer € uma patologia multifatorial que afeta um nimero
elevado de individuos no mundo inteiro, sendo considerada a maior causa de de-
méncia em idosos. Estudos tém sido realizados por diferentes grupos de pesquisa
ao redor do mundo a fim de entender os mecanismos envolvidos nesta patologia,
uma vez que os mesmos ainda séo obscuros.

Nos altimos anos, indmeras hipéteses etioldgicas tém sido alvo de estudos,
destacando-se a hipotese metalica. Segundo esta teoria, a distribuicdo anémala de
ions metélicos enddgenos no cérebro provoca um excesso local em determinadas
subestruturas cerebrais, acarretando diversos eventos, como o aumento da veloci-
dade de agregacdo do peptideo AP e o aumento na produgédo de espécies reativas de
oxigénio, gerando danos neurodegenerativos.

No contexto desta hipotese, compostos com a capacidade de redistribuirem
este excesso metalico no cérebro surgem como uma terapia promissora para evitar
0 progresso da deméncia. Compostos atenuadores da interacdo metal-proteina
(MPAC:s, do inglés, Metal-Protein Attenuating Compounds) cumprem com este ob-
jetivo, uma vez que possuem constantes de afinidade moderadas por ions metalicos.
Desta forma, ao invés de removerem aleatoriamente esses ions, corrigem apenas as
alteragBes fora da normalidade, provocando efeitos sutis na homeostase metélica,
além de inibirem a oligomerizagdo do peptideo AP e reagdes redox.

No presente trabalho, foram sintetizados e caracterizados trés promissores
MPACs: INHOVA, 2PCAFUR e FUROVA. Todos pertencem a classe das hidra-
zonas e possuem uma variedade de sitios de coordenacdo, possibilitando a comple-
xacdo a diversos ions metalicos. A partir de estudos de estabilidade através da es-
pectroscopia de absor¢do molecular no UV-Vis ao longo de 48 h, verificou-se que
estes compostos hidrolisam em solucéo, revelando a necessidade de uma estratégia
a fim de manter suas formas originais intactas. Como a hidrolise destas moléculas
inicia-se com a protonacdo do nitrogénio azometinico, uma vez que este atomo es-

teja coordenado, a protonagdo e, consequentemente, a hidrolise da hidrazona séo
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impedidas. Neste sentido, sintetizou-se um complexo modelo utilizando-se um dos
MPACs previamente preparados, INHOVA.

O complexo foi caracterizado por diferentes técnicas e submetido ao mesmo
teste realizado com os MPACSs, a fim de verificar se hd uma melhora na estabilidade
hidrolitica no ligante coordenado. Ao avaliar o comportamento deste complexo ao
longo de 48 h, observou-se que 0 mesmo néo hidrolisa significativamente em solu-
¢do neste periodo, indicando um comportamento estavel.

Neste interim, é possivel perceber que complexos formados por MPACs fi-
guram como promissores veiculos de tais compostos, auxiliando-os a manterem
suas estruturas e propriedades intactas em solugdo e facilitando o transporte através
da barreira hematoencefalica. Desta forma, este trabalho constitui uma contribuicéao
ao campo da farmacologia das desordens neurogenerativas, apontando o uso de
complexos metélicos envolvendo MPACs como uma estratégia promissora no tra-

tamento da doenga de Alzheimer.
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Perspectivas futuras

Tentativas de complexacdo dos outros potenciais MPACS,
2PCAFUR e FUROVA, foram realizadas; entretanto, a caracteriza-
cao destes compostos encontra-se inconclusiva até o presente mo-
mento, sendo objetos de estudos futuros;

Avaliar a estabilidade destes compostos em pH fisioldgico;

Além disso, é necessario realizar estudos eletroquimicos com o com-
plexo (1) a fim de melhor entender o comportamento redox deste
composto;

E importante também realizar ensaios de toxicidade aguda em co-
baias e quantificacdo de metais nos 6rgéaos de interesse (cérebro, co-
racao, figado e rins);

Pretende-se também determinar as constantes de formac&o do com-
plexo (1) e dos complexos formados entre o ligante INHOVA e os
metais fisiolgicos Zn?* e Cu?*, com o intuito de poder comprovar a
real potencialidade do INHOVA como um composto atenuador da

interacdo metal-proteina.
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