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RESUMO

O complexo cis-[Fe(cyclam)CL]Cl (cyclam = 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano) reage com
quinizarina (1,4-dihidroxi-9,10-antraquinona, Qz), uma molécula biologicamente relevante,
produzindo o complexo binuclear [(Fe(cyclama))2(Qz)]CI(PFs);. Este novo composto foi
caracterizado por meio de andlise elementar, difracdo de raios-X, voltametria ciclica e técnicas
espectroscopicas. Os dados cristalograficos e FTIR indicaram que o ligante em ponte, quinizarina, ¢
coordenado ao cation Felll através dos atomos de oxigénio dos grupos carbonila presente nas
quinonas. O efeito dos ligantes auxiliares (cyclam) e do ligante em ponte (Qz) nas propriedades do
complexo ¢ refletido pela estabilizacdo da configuracao Felll-Felll confirmada pela espectroscopia
de Mossbauer. A eficiéncia de geracdo de espécies reativas de oxigénio e atividade de clivagem de
DNA para este complexo binuclear, bem como para o ligante quinizarina livre, foram investigados.
Este complexo metalico exibiu atividade fotoquimica muito baixa; no entanto revelou uma grande
capacidade de clivar a molécula de DNA na presenca de glutationa, que foi associada com a producao
de espécies reativas de oxigénio. Em seguida, a atividade citotoxica desses compostos foi avaliada
utilizando o ensaio MTS contra células tumorais humanas, nomeadamente adenocarcinoma do
pulmao (A549) e carcinoma da prostata (clone LNCaP FGC), e contra fibroblastos normais (L929).
Nossos achados indicaram baixa citotoxicidade, onde apenas uma ligeira redugdo na viabilidade das
células A549 e 1L.929 foi observada apds a irradiagdo com luz azul. Apesar da falta de qualquer
atividade bioldgica significativa, este composto binuclear valida in vitro o papel essencial da ligagao
do metal a uma por¢do semelhante a antraciclinas na geragdo de espécies reativas de oxigénio. O

ultimo pode ser responsavel por parte da cardiotoxicidade relatada para drogas a base de antraciclinas

Palavras-chave: Quinizarina; ferro; binuclear; mossbauer; DNA.



ABSTRACT

The cis-[Fe(cyclam)CI2]Cl (cyclam = 1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane) complex reacts with
quinizarin (1,4-dihydroxy-9,10-anthraquinone, Qz), a biologically relevant molecule, yielding the
binuclear complex [(Fe(cyclam))2(Qz)]CI(PF6)3. This new compound was characterized by means
of elemental analysis, X-ray diffraction, cyclic voltammetry and spectroscopic techniques.
Crystallographic and FTIR data indicated that the bridging ligand, quinizarin, is coordinated to the
Felll cation via the oxygen atoms of the carbonyl groups in the form of quinones. The effect of
ancillary (cyclam) and bridging (Qz) ligands on the properties of the complex is reflected by the
stabilization of the Felll-Felll configuration supported by Mdssbauer spectroscopy. The efficiency
of Oxigen-reactive species generation and DNA cleavage activity for this binuclear complex, as well
as for the free quinizarin ligand, were investigated. This metal complex exhibited very low
photochemical activity; however, it revealed a great ability to cleave the DNA molecule in the
presence of glutathione, which was associated with the production of Oxigen-reactive species species.
Thereafter, the cytotoxic activity of these compounds was evaluated using the MTS assay against
human tumor cells, namely lung adenocarcinoma (A549) and prostate carcinoma (LNCaP clone
FGC), and against normal fibroblasts (L929). Our findings indicated low cytotoxic effects in general,
where only a slight reduction in A549 and 1929 cell viability was observed after light irradiation.
Despite the lack of any significant biological activity, this binuclear compound validates in vitro the
essential role of metal binding to an anthracycline-like moiety in the generation of Oxigen-reactive
species. The latter may be responsible for some of the cardiotoxicity reported for anthracycline-based

drug.

Keywords: Quinizarin; iron; binuclear complex; mossbauer; DNA.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) existem diversos tipos de
doencas que acometem a populagdo mundial, sendo as doengas ndo transmissiveis (DCNT)
responsaveis por cerca de 41 milhdes de Obitos, o equivalente a cerca de 71% de todas as mortes no
mundo. Dentre as DCNTSs, o cancer se encontra como a segunda doenga mais letal, ocasionando cerca
de 22% dos obitos (OMS, 2018).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) a designagdo ‘cancer’ reflete um
conjunto de doengas que tem como caracteristica comum o crescimento desordenado de células, as
quais podem difundir-se por tecidos adjacentes ou até mesmo em orgdos distantes (INCA, 2020).
Assim, tendo em vista a gravidade da doenga, diversos tipos de fAirmacos tém sido desenvolvidos para
auxiliar no tratamento de tais tumores malignos (MARTINS-TEIXEIRA; CARVALHO, 2020). Além
disso, ¢ importante frisar o aumento exponencial da incidéncia e mortalidade da doenga. As razdes
para tal aumento s3o dificeis de elencar, porém, de forma indireta, refletem o envelhecimento da
populacdo mundial (BRAY et al., 2018), uma vez que o envelhecimento faz com que o organismo
apresente dificuldades de desempenhar atividades basicas, tais como regulagdo da proliferagao e
apoptose celular (DA SILVA; DA SILVA, 2005).

Em decorréncia da gravidade dessa doenga, a ciéncia passou a travar uma corrida na busca
por medicamentos que fossem eficazes em seu tratamento. Ao longo dos anos foram desenvolvidos
diversos tipos de fAirmacos, os quais atuam de diferentes maneiras, a exemplo dos agentes alquilantes
que atuam danificando o DNA da célula impedindo-a de se reproduzir (MARTINS-TEIXEIRA;
CARVALHO, 2020; FINCH, 2014). Existem também os antimetabolitos, que atuam interrompendo
a sintese do acido nucléico (SCHOLAR, 2007). Além dessas duas classes de farmacos, existe uma
terceira classe chamada de antibidticos antitumorais, dos quais fazem parte uma classe de compostos
denominada de antraciclinas.

1.1 Antraciclinas

De acordo com Martins-Teixeira e Carvalho (2020), as antraciclinas sdo uma classe de
antibidticos naturais utilizadas como agentes antitumorais antineoplasicos, sendo considerados
bastante eficazes, haja vista que varios tipos de cancer tém respondido ao tratamento com essas
drogas. As antraciclinas sdo derivadas das bactérias Streptomyces sp., e as primeiras antraciclinas
foram isoladas da bactéria Streptomyces peucetius, sendo chamadas de daunorrubicina e

doxorrubicina. Essas drogas vém sendo utilizadas por cerca de cinco décadas no tratamento de



15

diversos tipos de cancer, dentre eles o de mama, ovario, pulmdo e leucemia. Entre as drogas
antraciclinas, a doxorrubicina aparece como a mais utilizada (AGUDELO et al., 2016; MA;
MUMPER, 2013; CARVALHO, 2009; MINOTTI et al., 2004). A Figura 1 apresenta as estruturas das

antraciclinas daunorrubicina e da doxorrubicina, respectivamente.

Figura 1 - Estrutura: (a) Daunorrubicina e (b) Doxorrubicina.

(b)

NH, NH,

Fonte: A autora.

O mecanismo de acdo da doxorrubicina consiste na geracdo de danos ao DNA por
intercalacdo e inibi¢ao da biossintese macromolecular (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013;
YAO et al., 2015), levando a formagado de radicais livres, também chamada de peroxidacao lipidica
(SZUCS; JONES, 2016). De acordo com Szucs e Jones (2016), a doxorrubicina também pode atuar
através da ligacdo ou alquilacdo do DNA, reticulagdo ou através da inibicdo da topoisomerase II,
enzimas facilitadoras do desenrolamento da dupla fita, auxiliando no processo de replicacdo ou
transcricdo normal. Assim, a doxorrubicina € responsavel por estabilizar o complexo topoisomerase
IT depois de quebrar a cadeia de DNA para replicagdo, evitando que a dupla hélice seja selada
novamente e, assim, parando o processo de replicacdo (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013).

O uso das antraciclinas, no entanto, tem sido reduzido pela geragdo de efeitos colaterais
indesejaveis, como queda de cabelo, vomitos, supressao da medula 6ssea, erupgdes na pele e reagdes
alérgicas (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013). Entretanto, o efeito colateral mais perigoso
oriundo do uso da doxorrubicina ¢ a cardiomiopatia dilatada (CMD), doenga na qual ocorre a
dilatacdo das camaras cardiacas e, frequentemente, a diminuicdo progressiva da capacidade de
contragdo cardiaca (GALVIN; RUSKIN, 2004). Segundo Chatterjee et al. (2010), a CMD pode
acarretar a insuficiéncia cardiaca congestiva. Hoeger, Turissini e Asnani (2020) reportam que a
cardiotoxicidade da doxorrubicina pode ocorrer devido ao estresse oxidativo, danos ao DNA e

sobrecarga de Ferro.
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1.2 Estresse oxidativo
De maneira geral, as antraciclinas apresentam em sua estrutura um grupo denominado
quinona. As quinonas sao metabdlitos secundarios isolados normalmente de plantas, e que
apresentam um sistema aromatico. As quinonas naturais podem ser classificadas majoritariamente
como benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas (EYONG; KUETE; EFFERTH, 2013). Na
Figura 2 sdo apresentadas algumas estruturas de quinonas ja conhecidas.
Figura 2 - Estruturas: (a) 1,4 — benzoquinona, (b) 1,4 — naftaquinona e (c) antraceno —

9,10 — diona (antraquinona).

(a) (b) ()

Fonte: A autora.

De acordo com Hoeger, Turissini € Asnani (2020), o grupamento quinona ¢ susceptivel a
reducdo, levando a formacdo de um grupo semiquinona. Normalmente, as semiquinonas formadas
sdo toxicas e podem participar de um ciclo redox, no qual reagem com o oxigénio molecular levando
a formacao de superoxidos e regenerando a quinona, a qual se apresentar novamente disponivel para
outra reducao (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016). A Figura 3 apresenta um esquema simplificado

do processo de reducdo das quinonas.
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Figura 3 - Formacao de semiquinonas através do processo de reducdo de quinonas.
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Fonte: Adaptado de SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016.

Tal ciclo de redugdes resulta em um processo conhecido como estresse oxidativo (Figura
4), pois acarreta o consumo de agentes redutores celulares e a geragao de espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016). As ROS geradas
podem ser anions superdxidos (Oz"), perdxido de hidrogénio (H20.), radicais hidroxilas (OH") e
oxigénio singlete ('02) (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016; ZHANG et al., 2012; GEWIRTZ,
1999; XU; PERSSON; RICHARDSON, 2005).

Figura 4 - Esquema simplificado do processo de estresse oxidativo.
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Fonte: Adaptado de ENSAFI et al., 2016.
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O estresse oxidativo, no entanto, pode ocorrer também com a participacao de ions Ferro,
pois as antraciclinas sdo capazes de gerar perturbagdes no processo de homeostase celular desse
metal. Espécies reativas de oxigénio podem ser geradas através de reagdes que possuem o Ferro como
catalisador, podendo-se citar a reacao de Fenton (Figura 5). Na reagao de Fenton, ¢ possivel perceber
que o peroxido de hidrogénio, produto da respiragdo mitocondrial, é convertido em radical hidroxila,
o qual é altamente reativo e prejudicial tanto as células cancerigenas quanto saudaveis (KAISEROVA

et al., 2007; GUPTA; LAKES; DZIUBLA, 2016).

Figura S - Reagao de Fenton.

Fe2* + H,0, —» Fe* + OH + "OH

Fonte: A autora, 2022.

1.3 Ferro no organismo

O Ferro ¢ um elemento quimico de simbolo Fe, que possui nimero atomico 26. Esse
elemento ¢ um metal de transicdo e estd entre os oito elementos quimicos mais abundantes na crosta
terrestre (DUARTE, 2019). Desde a antiguidade, o homem descobriu que o Ferro desempenhava um
papel importante na preservagao da saude. De acordo com Abbaspour, Hurrell e Kelishadi (2014), os
povos antigos (egipcios, romanos e gregos) ja utilizavam o Ferro como medicamento, contudo, foi
por volta do século XX que a participagdo do Ferro no processo de sintese da hemoglobina foi
reconhecida, evidenciando um dos principais papéis desempenhados por esse metal no organismo
humano.

No organismo, o Ferro estd presente em diversos processos importantes para a
manutenc¢ao da vida, tais como: o processo de transferéncia de oxigénio dos pulmdes para os tecidos;
na sintese da hemoglobina e na conversao da energia dos alimentos em trifosfato de adenosina (ATP).
Além disso, existem evidéncias de que a deficiéncia desse metal pode acarretar alteragdes na resposta
imune, bem como no desenvolvimento das fungdes cognitivas (UMBELINO; ROSSI, 2006).

Dentro do corpo humano, o Ferro percorre um longo caminho até ser absorvido e
armazenado. A Figura 6 apresenta um esquema ilustrativo do transporte de ions Ferro dentro do

organismo.
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Figura 6 — Transporte de ions Ferro no organismo.
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Fonte: Adaptado de IRON TRANSPORT AND CELLULAR UPTAKE, 2001.

A partir da Figura 6, tem-se que o Ferro no estado de oxidagao +3, é transportado por uma
proteina chamada transferrina, que ¢é sintetizada principalmente pelo figado. Apds a ligagdo com a
transferrina, o Ferro ¢ carregado até um receptor de transferrina de superficie celular (RTF 1), onde
ocorre o processo de endocitose, sendo entdo absorvido pela célula. Em seguida, o Ferro absorvido ¢
transportado até a mitocondria e participa da sintese do grupo HEME. O excesso de Ferro, contudo,
¢ armazenado em uma outra proteina, a ferritina (ABBASPOUR; HURRELL; KELISHADI, 2014).
Essa proteina € capaz de armazenar, aproximadamente, 4.500 4&tomos de Fe no estado de oxidagdo +2

(XU; PERSSON; RICHARDSON, 2005).
1.4 Interacdo entre as antraciclinas e os ions Fe3*/Fe?" do organismo

O grupo quinona, presente nas moléculas de antraciclinas, apresenta extrema facilidade
de se ligar a metais, sendo reconhecidos como bons agentes quelantes de Ferro. As quinonas sdo
capazes de adquirir ions desse metal a partir da ferritina ou da transferrina em compartimentos
intracelulares de pH acido (DEMANT; NORSKOV-LAURITSEN, 1986). Dessa forma, segundo
Gammella et al. (2014), o uso da doxorrubicina interfere no processo de homeostase do Ferro, pois
desajusta a agdo das proteinas reguladores do metal, bem como pode liberar ions Ferro, representando

uma fonte alternativa desse ion, ao invés da ferritina, o que facilitaria a formacao de radicais livres.
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A reagdo de Fenton, discutida anteriormente (Seg¢do 1.2), ¢ um exemplo de como os ions
Fe podem interagir com outras espécies e levar a formacdo de ROS. Assim, a capacidade da
doxorrubicina de sequestrar ions Ferro, que deveriam estar armazenados, e deixa-los disponiveis para
participar de reacdes como as de Fenton, gera um quadro de desequilibrio dentro do organismo,
principalmente pela ocorréncia do estresse oxidativo (DEMANT; NORSKOV-LAURITSEN, 1986).
Kaiserova et al. (2007) destaca ainda que, o efeito das antraciclinas sobre as células cardiacas e
tumorais sdo bastante diversos, podendo ocorrer através de diversos mecanismos, dentre os quais
podem apresentar participagdo do Ferro ou nao.

Com o intuito de investigar a natureza dos complexos formados entre as drogas
antraciclinas e as moléculas bioldgicas que contém ions Ferro, alguns estudos relatam a utilizacdo da
quinizarina (1,4-diidroxiantraquinona) como modelo do grupo diidroxiquinona encontrado em
farmacos a base de antraciclinas (KIRALY; MARTIN, 1982). A Figura 7 mostra a estrutura da
quinizarina, além de representar a tautomeria ceto-entlica causada pela transferéncia interna de
préton (reacdo periciclica através de rearranjo 1,5-sigmatrépico), permitindo a formacdo de 3
estruturas canénicas (FAIN; ZAITSEV; RYABOV, 2003). A formacdo de um anel de seis membros
confere um carater quasi-aromatico, formado pelo sistema & da carbonila e do enol e do sistema c da
hidroxila e da ligacio de hidrogénio. E possivel observar que a tltima estrutura da Figura 7 apresenta

a ressonancia dos anéis quasi-aromaticos.

Figura 7 - Tautomerismo ceto-endlico da quinizarina (I, I e III e estrutura de

ressonancia dos anéis quase- aromaticos).
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Fonte: Adaptado de FAIN; ZAITSEV; RYABOV, 2003.

O complexo [Fe(salen)]2Qz, onde Qz representa o ligante quinizarina, foi o primeiro composto
sintetizado e estruturalmente caracterizado que apresentou relevancia estrutural direta para a ligagao
do Ferro com as antraciclinas (MARONEY et al., 1989). Posteriormente, outros complexos utilizando

a quinizarina como grupo representante das antraciclinas foram sintetizados e caracterizados. Como
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exemplo € possivel citar os complexos binucleares de Ru (III), Os (I) e Co (III), nos quais a
quinizarina atua como ligante ponte (CRLIKOVA et al, 2020, KUMBHAKAR et al., 2008;
MANDAL et al., 2015; SCIORTINO et al., 2020). Em diversos casos, foram realizados estudos redox
que revelaram um comportamento nao-inocente do ligante quinizarina, bem como o discernimento
de que tais complexos sofrem diversas etapas de redugdo e oxidacdo (SHIGA et al., 2018).
1.5 Interacio de complexos metalicos com DNA

Os acidos nucléicos sao compostos de ocorréncia natural que podem sofrer decomposi¢ao
e formar outros compostos, como acido fosforico, agucares, entre outros. Os acidos nucléicos sao as
principais moléculas transportadoras de informagdes da célula, sendo capazes de dirigir o processo
de sintese protéica e determinar as caracteristicas herdadas de todos os seres vivos. Os acidos
nucléicos podem ser divididos em duas classes principais, o acido desoxirribonucléico (DNA) e o
acido ribonucléico (RNA) (ROBERTS, 2020). A estrutura do DNA foi descoberta por James Watson
e Francis Crick, que lhes rendeu o prémio Nobel em 1962 (MOHIUDDIN; KUMAR; HAQUE, 2017).
O DNA ¢ formado por duas cadeias de polinucleotidios enoveladas em torno de um eixo na forma de
dupla hélice (Figura 8).

Figura 8 - Estrutura do DNA.
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Fonte: Adaptado de Discovery of DNA Structure and Function: Watson and Crick (2008).

De acordo com Lehninger, Nelson e Cox (1995 apud BUSSI et al., 2010), além do DNA
cromossomico, algumas bactérias e fungos podem apresentar uma ou mais moléculas de DNA
circular com duplas fitas, contudo essas estruturas sao menores que o DNA cromossomico. Essas

moléculas de DNA encontram-se livres no citoplasma e s3o denominadas de plasmideos. Os
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plasmideos, apds sofrerem um processo de quebra, podem assumir diferentes estruturas. Antes da
quebra, as fitas de DNA plasmidial encontram-se altamente tensionadas, formando uma estrutura
super enovelada (FI). Se a estrutura FI sofrer uma ou mais quebras em uma de suas fitas, ocorre um
relaxamento da estrutura super helicoidal e o plasmideo passa a exibir forma circular aberta (FII).
Além disso, se ocorrer uma quebra dupla ou duas quebras simples, o plasmideo assume uma nova
forma: a forma linear (FIII) (NAVARRO et al., 2003). A Figura 9 apresenta as diferentes formas do
DNA plasmidial.
Figura 9 - Diferentes formas do DNA plasmidial.

Super enovelado Circular aberto Linear
FI FII FIII

Fonte: Adaptado de BUSSI et al., 2010.

Com os avangos da ciéncia foi possivel descobrir que as moléculas de DNA apresentam
capacidade de interagdo com alguns metais e, embora a utilizag@o destes para fins terapéuticos ocorra
ha quase 5.000 anos (ZHANG; LIPPARD, 2003; NDAGI; MHLONGO; SOLIMA, 2017), esse
mecanismo de interagdo passou a ser considerado um dos principais responsaveis pela atividade
terapéutica apresentada por esses compostos metalicos, dentre elas ¢ possivel citar a atividade
anticancerigena.

Os compostos de coordenagdo podem ser definidos como estruturas formadas por 4tomos
de metais ligados a atomos ou grupos atomicos chamados de ligantes, os quais doam elétrons para o
centro metalico (MIESSLER et al., 2014). A quimica dos compostos de coordenagcdo comegou a
ganhar grande destaque a partir dos estudos de Alfred Werner, estudos esses que lhe renderam o
prémio Nobel em 1916 (RAMOS, 2011).

Os compostos metalicos apresentam algumas caracteristicas interessantes, como o estado
de oxidacao variavel e mudanga de solubilidade de acordo com o ligante, o que os tornam alvos

promissores para a terapia anticancer. Além disso, de acordo com Zhang e Lippard (2003), os centros
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metalicos que apresentam carga positiva sdo mais propicios a formarem ligagdes com biomoléculas
carregadas negativamente, como os acidos nucléicos e as proteinas.

De acordo com Hamilton e Arya (2012), as moléculas de DNA podem interagir com os
centros metalicos através de ligagdes covalentes, ligacdes ndo covalentes ou ambas. As ligagdes
covalentes podem ocorrer de duas formas distintas, a primeira ocorre através da coordenagdo direta
entre o metal e 0 DNA, sendo chamada de ligagcdo covalente de esfera interna. A segunda ocorre
quando a coordenacao se da através da ligagdo entre o ligante do complexo e 0 DNA, sendo chamada
de ligagao covalente de esfera externa. As ligagdes nao covalentes, por sua vez, ocorrem quando nao
ha dependéncia do ataque nucleofilico, de modo que a interagdo pode ocorrer através da ligagdo de
hidrogénio, sendo chamada de ligacdo ndo covalente de esfera externa (ANASTASSOPOULOU,
2003). Além disso, é importante destacar que as ligacGes covalentes resultam em transformacdes
permanentes do local onde ocorre a ligacdo entre o complexo e 0 DNA, enquanto as ligacdes ndo
covalentes constituem interacdes reversiveis (MELOTTI, 2019). A Figura 10 apresenta as ligacdes
covalentes e ndo covalentes entre 0 DNA e complexos metalicos.

Figura 10 - Interacdo do DNA com complexos metéalicos.

(c)

Legenda: (a) Ligacdo covalente de esfera externa, (b) ligacdo covalente de esfera interna e (c) ligagdo ndo covalente de
esfera externa.

Fonte: A autora, 2022.

Devido a capacidade de ligagdo com o DNA, os compostos de coordenacio se tornaram
alvo de estudos intensos, principalmente apds 1964, quando ocorreu a descoberta da cisplatina (cis-
[Pt(NH3)2Cl2]), a qual atuava como agente supressor da divisdo celular, sendo posteriormente
utilizada no tratamento de diversos tipos de tumores (BARONE et al., 2013; DE ALMEIDA et al.,
2014). Contudo, a utilizagdo de compostos a base de platina, tém acarretado efeitos colaterais

indesejados na quimioterapia como por exemplo, toxicidade gastrointestinal e neurotoxicidade
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(MARMOL et al., 2020), bem como a possibilidade de resisténcia de certos tumores ao tratamento
com compostos a base de platina (CRLIKOVA et al., 2020; MARMOL et al., 2020).

Por conta disso, diversos grupos de pesquisa t€ém buscado novas alternativas para o
tratamento do cancer utilizando compostos que ndo sejam a base de platina, tais como compostos de
ruténio, cobre, zinco, ouro, prata, entre outros (MARMOL et al., 2020; CRLIKOVA et al., 2020;
BARONE etal., 2013; ALZAHRANTI et al., 2021). Dentre tais compostos alternativos, os complexos
de Ferro tém apresentado diversas aplicagdes cataliticas e biologicas interessantes (ALZAHRINI et
al., 2021).

1.6 Clivagem do DNA

O processo de clivagem do DNA ¢ essencial para o bom funcionamento do organismo.
Sao dependentes desse processo a replicacdo, a transcri¢do e a recombinacdo genética. Por conta
disso, moléculas capazes de promover a clivagem do DNA se tornaram um alvo bastante promissor
para a terapia anticancer (KATO et al., 2021). Tais moléculas s3o chamadas de nucleases sintéticas,
sendo responsaveis por promoverem a quebra do DNA e, consequentemente, desencadeando a
apoptose celular. Essa quebra pode ocorrer através de trés mecanismos diferentes: hidrolitico,
oxidativo ou fotoquimico (CHITRAPRIYA et al., 2015; KR et al., 2014). Além disso, ¢ importante
destacar que as reagdes de clivagem do DNA normalmente tém como alvo as bases nucléicas, a por¢ao
de agucar desoxirribose ¢ a ligagdo fosfodiéster (CHITRAPRIYA et al., 2015).

No mecanismo de clivagem hidrolitico, as ligacdes fosfodiéster sdo quebradas através da
reagdo com complexos metalicos que possuem moléculas de 4gua coordenadas na posicdo cis. Nesse
processo de quebra, ocorre o ataque nucleofilico ao fosforo da ligacao fosfodiéster (KREFT et al.,
2014; RODRIGUES, 2016). O mecanismo de clivagem oxidativo, por sua vez, se da através da
formacao de espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singlete e radical hidroxila. Essas espécies
podem reagir com as bases nitrogenadas, pentose ou com a ligacdo fosfodiéster, levando a quebra
dessas estruturas e, desta forma, originando uma grande variedade de subprodutos (KREFT et al.,
2014).

Ja o mecanismo fotoquimico se da por meio da ativagdo das nucleases através de
estimulos luminosos, desencadeando a fotoclivagem das moléculas de DNA. Os danos ao DNA
podem ocorrer através de diversos modos, sendo um dos principais o ataque a bases nitrogenadas,
geralmente a guanina, ocasionado por espécies radicalares e por moléculas de oxigénio singlete

gerados fotoquimicamente (CARVELHO, 2015). As nucleases ativadas pela luz se tornaram um alvo
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bastante promissor para tratamentos que utilizem terapia fotodindmica (PDT, do inglés photodynamic
therapy).

A terapia fotodinamica pode ser definida como uma reacao fotoquimica que tem como
objetivo ocasionar a destruicao seletiva de um tecido. A PDT ocorre em duas etapas, sendo a primeira
a utilizagdo de uma molécula fotossensibilizadora seguida de aplicagdo de luz visivel. Os
fotossensibilizadores sdo ativados pela luz e reagem com o oxigénio molecular gerando espécies
reativas de oxigé€nio, as quais sdo capazes de levar a morte celular (ISSA; MANELA-AZULAY,
2010). Essa terapia pode ocorrer através de dois mecanismos principais: o mecanismo do tipo I e do
tipo II. Os processos do tipo I se dao através da transferéncia de elétrons fotoinduzida com
participagdo de substratos biologicos, de modo que, apos diversas etapas, espécies radicalares, como
superoxido ou radical hidroxila, sdo formadas. A terapia fotodinamica do tipo II, por sua vez, ocorre
através da produgao de oxigénio singlete, via transferéncia direta de energia (BEVERNAEGIE et al.,

2019) (Figura 11).

Figura 11 - Esquema simplificado de terapia fotodinamica (PDT).

oy .

(1)PDT Tipo I

s Cruzamento intersistema “~' P
i

Espécies radicalares
T, ,1: Transferéncia de elétron
.D:

2 ) PDT Tipe I1
(2) p

Fosforescéncia
¥
0,

S, ¥

Fonte: Adaptado de BEVERNAEGIE et al., 2019.

1.7 Compostos de Ferro ativos na clivagem do DNA

Abliomicina foi o primeiro produto natural descrito na literatura com capacidade de clivar
o DNA através do mecanismo oxidativo, gerando espécies radicalares de oxigénio (CHITRAPRIYA
et al., 2015; PITIE; PRATVIEL, 2010.). Esse composto apresenta capacidade de se ligar a um fon Fe
(1) € o complexo resultante se liga ao O2. Em seguida, essa nova molécula recebe um elétron ¢ HY,
gerando um complexo de bliomicina ativado, bliomicina-Fe (III)-OOH (KATO et al.,, 2021). Contudo,
a utilizagdo do composto ativado tem acarretado efeitos citotdoxicos indesejados (CHITRAPRIYA et
al., 2015). Por conta disso, tornou-se necessaria a busca por outros farmacos capazes de clivar o DNA

que apresentem baixa citotoxicidade.
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Nesse contexto, surge a terapia fotodinamica, a qual por ser uma técnica menos invasiva
do que as utilizadas atualmente no tratamento do cancer, bem como tem-se observado um interesse
crescente no desenvolvimento de moléculas capazes de clivar o DNA através de tal processo
(BEVERNAEGIE et al., 2019). Atualmente, os complexos a base de porfirina sdo bastante utilizados
na PDT, contudo esses compostos apresentam toxicidade na auséncia de luz e, além disso, as
porfirinas podem sofrer conversdo oxidativa, formando bilirrubina, espécie esta hepatotoxica. Com
base nisso, surgiu o interesse em buscar novos compostos metalicos nao porfirinicos que fossem
capazes de formar ligagdes ao DNA de maneira eficiente (ROY et al., 2007).

De acordo com Roy et al., (2007), compostos de polipiridinas associados a metais de
transi¢cdo, como ruténio, cobre e rodio, ja sdo bastante conhecidos na literatura por apresentarem
atividade fotoclivativa do DNA. Contudo, compostos de Ferro t€ém surgido como mais uma
alternativa, devido a sua baixa toxicidade celular e grande biodisponibilidade. Entretanto, sabe-se que
os compostos de Fe sdo bastante emissivos e apresentam estados excitados com tempo de vida curtos,
ainda que diversos estudos tenham demonstrado que a aplicagdo de compostos de Ferro nesse tipo de
terapia seja promissora (KARGES; GASSER, 2020).

O primeiro composto a base de Ferro que apresentou capacidade de clivagem de DNA foi
apresentado por Kraft e Zaleski (2001), no qual o Ferro se encontrava com estado de oxidagdo +3. E
importante destacar que os complexos de Fe (IIl) foram estudados de maneira mais ampla que os
compostos de Fe (II), embora alguns compostos com Ferro no estado de oxidacdo +2 tenham sido
desenvolvidos, como o Fe(Il) -N4Py (KARGES; GASSER, 2020).

1.8 Atividade antibacteriana de compostos de Fe

A primeira descri¢ao da existéncia de bactérias foi feita por Leeuwenhoek, no século
XVII, o qual, fazendo uso de uma forma rudimentar de microscopio, foi capaz de descrever a
existéncia de pequenos objetos que se moviam ativamente. Ele chamou esses pequenos objetos de
“animalculos”. Hoje, no entanto, ja ¢ sabido que esses “animalculos” se tratavam, na verdade, de
germes, microbios e bactérias (SIMMONS, 1980). Contudo, as observagdes de Leeuwenhoek
causaram diversas controvérsias, principalmente devido a existéncia da teoria da geragao espontanea,
muito aceita na época. Somente anos mais tarde, com estudos de diversos cientistas, como Pasteur e
Koch, ¢ que se passou a acreditar que as bactérias existiam e eram as responsaveis por ocasionar
diversas doencas (SIMMONS, 1980).

Atualmente, acredita-se que as bactérias foram os primeiros organismos a aparecer na

Terra, ha quase 4 milhdes de anos (BRAZIER, 2019). As bactérias ndo apresentam nucleo ligado a
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membrana, nem outras estruturas internas, sendo assim classificadas como seres unicelulares
procariotas. Esses seres apresentam capacidade metabolicas diferentes, de modo a serem capazes de
utilizar compostos organicos e inorganicos como fonte de alimento (ROGERS; KADNER, 2021). As
bactérias podem ser classificadas, de acordo com diferentes pardmetros como: tipo; estrutura;
alimentacdo; lugar onde habitam; entre outros (SIMMONS, 1980). Embora muitos desses organismos
sejam benéficos, sendo utilizados em diversas areas como na agricultura e no desenvolvimento de
alimentos, algumas bactérias apresentam um grande risco a saude de humanos, animais e plantas.

A necessidade de encontrar farmacos que fossem capazes de combater doengas causadas
por bactérias, conduziu a ciéncia a uma de suas maiores descobertas, os antibidticos. O inicio da
utilizagdo dos antibiodticos se deu em 1936, com a aplicacdo da sulfonamida. Contudo, o auge da
terapia com antibidticos ocorreu em 1941 quando a penicilina, descoberta por Alexander Fleming em
1928, passou a ser produzida em larga escala (SOARES et al., 2012). A partir de entdo, os antibidticos
passaram a ser usados de maneira desenfreada, de modo que as bactérias, que antes eram sensiveis a
esses medicamentos, desenvolveram mecanismos de resisténcia. O mecanismo de combate a ag¢do
dos antibioticos, desenvolvido pelas bactérias, normalmente, envolve a produgdo de enzimas capazes
de alterar a estrutura do farmaco, de modo a torna-lo inativo. Por conta disso, a ciéncia passou a
buscar novas alternativas de farmacos que fossem capazes de atuar sobre essa classe de bactérias
resistentes (ROGERS; KADNER, 2021).

Diante de tal contexto, diversas alternativas tém sido desenvolvidas na busca de novas
drogas e terapias, incluindo o uso de compostos metalicos. Atualmente existem diversos estudos que
utilizam compostos de ruténio, paladio e/ou cobre com intuito de desenvolver uma nova droga em
potencial. Contudo, os complexos de Fe (III) t€ém surgido como alternativas vantajosas, pois 0s
mesmos apresentam caracteristicas especificas, a exemplo da capacidade de formar ligagdes com
atomos doares de elétrons (BEZERRA, 2016). Dessa forma, os complexos de Fe (III) passaram a ser
alvo de estudo de diversos grupos de pesquisa, sendo possivel encontrar na literatura trabalhos que
apontam complexos de Fe (III) com atividade frente a bactérias como E. coli, B. dysenteriae e cepas

de Agrobacterium tumefaciens (NAUREEN et al., 2021; ROCHA et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

Conhecendo-se a importancia das drogas antraciclinas no tratamento de pacientes com
cancer e os efeitos colaterais causados pela interagdo desses compostos com ions Ferro presentes no
organismo, ¢ justificado o interesse em se investigar as caracteristicas quimicas dos complexos
formados entre os grupos diidroxiquinona e os ions Fe®, com o intuito principal de entender o
mecanismo de atuacao dessas drogas e, buscar uma possivel alternativa que ndo acarrete tantos efeitos
colaterais.

Como objetivo principal da pesquisa tem-se a sintese de um composto de coordenagio
com centro metalico de Ferro e que contenha o ligante quinizarina como modelo dos grupos

antraciclinas. Como objetivos especificos, t€ém-se:

. Sintetizar o complexo binuclear [(Fe(cyclam))2Qz]CI(PFs)3 ,onde cyclam =
1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano e Qz = quinizarina);

o Caracterizar estruturalmente o complexo binuclear através das técnicas:
Espectroscopia eletrdnica na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), Espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho, VVoltametria ciclica, Mdssbauer e Difracdo de Raios-
X;

. Avaliar a capacidade de interacdo do complexo binuclear com DNA

plasmidial, antes e apds irradiacao.



29

3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Reagentes e solucgoes
Os reagentes e solventes utilizados para a realizacao dos procedimentos experimentais

estdo listados na Tabela 1, bem como as suas respectivas procedéncias.

Tabela 1 - Procedéncia dos reagentes utilizados para a sintese e para os procedimentos

experimentais.
Reagentes Procedéncia
Acetona Synth
Acetonitrila Tedia
Metanol Synth
Etanol Synth
Hexafluorofosfato de aménio Sigma
(NH4PFs)

Perclorato de tetrabutilaménio Sigma

(PTBA)
Dimetilsulféoxido (DMSO) Synth
Octanol Sigma
Difenilisobenzofurano (DPBF) Sigma
Glutationa (GSH) Sigma
[Ru(bpy)s3]Cl2 Sigma

Fonte: A autora, 2022.

3.2 Sinteses
3.2.1 Sintese do complexo precursor cis- [Fe(cyclam)CI]CI

A sintese do complexo cis-[Fe(cyclam)CI>|Cl foi realizada a partir da dissolucao de 300,0
mg (1,49 mmol) do ligante 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano (cyclam) em metanol seguida da adicao
de 200 mg (1,00 mmol) de FeCl>- 4H>O também dissolvido em metanol. Apos 4 horas de aeracao,
adicionou-se 3 mL de HCI concentrado como agente precipitante. Apds cerca de 30 minutos de

agitacao, recolheu-se um precipitado amarelo por meio de filtracao a vaicuo (HOLANDA et al., 2007).
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3.2.2 Sintese do complexo [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFg)3

O complexo [(Fe(cyclam))Qz]CI(PFg)s foi sintetizado a partir da dissolugdo de 60 mg
(0,25 mmol) de quinizarina em acetona. A mistura foi deixada sob agitagao por cerca de 15 minutos.
80 mg (0,22 mmol) de cis- [Fe(cyclam)Cl2]Cl foram dissolvidos em H>O e adicionados
cuidadosamente a mistura sob agitagdo. O sistema foi deixado sob auséncia de luz e agitagdo
constante por, aproximadamente, 8 horas. Apds esse periodo, realizou-se filtracdo a vacuo para a
retirada do excesso de quinizarina presente na solugdo. Ao filtrado, adicionou-se uma solugao aquosa
concentrada de NH4PFs como agente precipitante, sendo obtido um solido de cor roxa que foi filtrado

sob vacuo. Sendo obtido um rendimento de 69%.

Figura 12 - Esquema ilustrativo da sintese do complexo binuclear.

0,25 mmol Quinizarina em acetona

=

Agitagio Shrs

FL[ua;au ivicno

Auséncia de luz

N(\lN/cl
[N>F<}1c:|
L

0,22 mmol cis-|Fe{cyclam)ClL]Cl em HyO
Fonte: A autora, 2022.

-!.d.'l.;an de MH,FF,

Eendimento 69%%

Andlise Elementar: [C3sHs4CIF18Fe:NgO4P3]:  exp. (calc.) C, 33.50 (33.44); H, 4.4l
(4.46); N, 9.26 (9.18)%.

3.3 Aparelhos e técnicas experimentais
3.3.1 Difracdo de raios-X

Os cristais do complexo [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFe); foram obtidos a partir de uma solugao

do mesmo em etanol/éter etilico 1,0 mol L', a temperatura ambiente e na auséncia de luz.
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As andlises estruturais dos compostos foram realizadas no Laboratério de
Cristalografia Estrutural, do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara. O
equipamento utilizado foi um difratdmetro Bruker D8 VENTURE KAPPA, equipado com um
detector de area PHOTON II CPAD, com radia¢do da linha Ko do molibdénio (0,71073 A) a
temperatura de 25 °C. A estrutura foi resolvida por faseamento intrinseco usando SHELTX e refinada
pelo método dos minimos quadrados usando SHEL XL no programa Olex2 (DOLOMANOV et al.,
2009; SHELDRICK, 2015). Os programas MERCURY (versao 4.2) e ORTEP-3 foram usados para

fornecer as representacdes e dados cristalograficos.
3.3.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros foram obtidos na forma de dispersdo em pastilha de KBr, utilizando um
espectrofotometro de infravermelho com Transformada de Fourier FTIR da ABB

Bomem FTLA 2000-102, com janela espectral de 4000 a 400 cm.

3.3.3 Espectroscopia eletronica na regiao do UV-Visivel

Os espectros eletronicos na regido do ultravioleta e do visivel foram obtidos através da
utilizacdo de espectrofotdmetro Hewlett-Packard, modelo 8453 Diode-Array. As amostras foram
analisadas utilizando cubeta de quartzo de caminho 6ptico 1,0 cm.

Os valores de absortividade molar foram calculados através da aplicagdo da lei de
Lambert-Beer, na qual foram realizadas medidas de absorbancia das amostras em solugdo e em

concentracdes variadas, preparadas a partir de diferentes quantidades de amostra.
3.3.4 Medidas eletroquimicas

Os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando-se um sistema eletroquimico
potenciostato/galvanostato BAS EpsilonE2 818 a temperatura ambiente.
Para a realizacdo do experimento foi utilizada uma cela convencional de trés eletrodos: platina,
carbono vitreo e prata/cloreto de prata sendo estes, eletrodos auxiliar, de trabalho e de referéncia,
respectivamente. As andlises foram realizadas em meio orgénico e, para isso, utilizou-se como
eletrolito suporte uma solugdo de perclorato de tetrabutilamonio (PTBA) 0,1 mol L' em acetonitrila.
O padrao interno utilizado foi o Ferroceno, que apresenta E1» = 0,42 V vs Ag/AgCl (CONNELLY;
GEIGER, 1996).

Para a determinagao dos potenciais de meia onda (E12), utilizou-se a Equagao 1

Equacao 1
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Ea + Ec
E1/2 = T.

em que Ea e Ec sdo os potenciais anodicos e catddicos, respectivamente.

3.3.5 Espectroeletroquimica

O complexo teve sua reducdo acompanhada através de espectros eletronicos nas regides
do visivel e infravermelho obtidos em um espectrofotometro Varian, modelo Cary 5000 UV/Vis-NIR.
Para a realizagdo das analises utilizou-se um sistema composto por uma célula espectroeletroquimica,
no caso especifico foi usada uma cubeta do tipo OTTLE (optically transparent thin-layer), com
caminho oOptico de 0,1 cm. Os eletrodos utilizados foram:

e Eletrodo de trabalho: Malha fina de platina capaz de permitir a passagem do feixe luminoso;
e Fletrodo auxiliar: Platina;
e Eletrodo de referéncia: Prata/Cloreto de Prata.
As anélises foram realizadas em meio organico e, para isso, utilizou-se como eletrolito suporte
uma solugdo de perclorato de tetrabutilamonio (PTBA) 0,1 mol L' em acetonitrila. A célula
espectroeletroquimica foi acoplada ao Potenciostato 910 PSTAT mini (Metrohm Autolab),

responsavel pela aplicagdo do potencial no sistema.
3.3.6 Mossbauer

Os espectros Mdssbauer, analisados a temperatura ambiente, foram medidos no modo de
transmissdo usando uma fonte radioativa >’Co (Rh), montada em um driver de velocidade, operando
em modo senoidal. Os dados foram avaliados pelo ajuste de minimos quadrados a uma série de

subespectros discretos em forma de Lorentz por meio do pacote de software Normos.
3.3.7 Rendimento quéntico de geracio de oxigénio singlete ('0>)

Para a determinag@o do rendimento quantico de geracdo de oxigénio singlete foi utilizado
um Fluorimetro Estacionario QM-40 (PTI). Essa determinagdo foi baseada na reagdo do
difenilisobenzofurano (DPBF) com a espécie 'Oz (DING et al., 2006). A reacdo entre essas duas

espécies se encontra representada na Figura 13.
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Figura 13 - Esquema da reagdo do DPBF com oxigénio.
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Fonte: Adaptado de DING et al., 2006.

No experimento em questio, foi utilizado o complexo [Ru(bpy)3]*" como padrio, cujo
valor de rendimento quantico de geragdo de oxigénio singlete (P®,) ¢ igual a 0,87 em metanol
(TANIELIAN; WOLFF; ESCH, 1996). Uma solugdo do complexo binuclear em metanol foi
adicionada de uma solu¢do de DPBF em metanol (40puM). O consumo de DPBF foi averiguado pela
diminui¢ao da banda de emissdo (Aexc =405 nm, *Amax =475 nm) em diversos tempos de irradiagdo.

O valor de rendimento quantico de geragio de 'O: foi determinado através da Equagio 2:

ka adA

kp p®A Equagao 2
em que k* e kP sdo os valores dos coeficientes angulares das curvas cinéticas In I/Ip vs tempo de

irradiacao da amostra e do padrao.
3.3.8 Lipofilicidade

A medida de lipofilicidade reflete a hidrofilicidade/lipofilicidade de um composto. A
lipofilicidade do composto binuclear foi analisada utilizando o procedimento descrito por Al Hageh,
et al. (2018). Resumidamente, 1,5 mL de uma solucdo aquosa do complexo
[(Fe(cyclam))Qz]CI(PFs)3 (2,0 mol L) foram adicionados a 1,5 mL de octanol e a mistura foi
agitada durante 24 h em um termomisturador a temperatura ambiente € 1400 rpm. As amostras foram
entdo submetidas a centrifugagdo a 4300 rpm durante 10 min para separar a fase aquosa da fase
organica. A fase inferior (aquosa) foi aspirada por uma seringa de vidro. A desgaseificacdo através da

fase de octanol foi feita para evitar a contamina¢@o do octanol. A fase organica também foi coletada
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e os espectros de absor¢do de UV-Vis em uma microcubeta foram usados para medir a concentragao
do composto em cada fase. Os valores de Log P foram calculados usando a seguinte Equacao 3:

Moctanol

LOg P = Logwgua

Equagdo 3

3.3.9 Clivagem de DNA

O estudo de clivagem de DNA foi realizado com o intuito de verificar a capacidade do
complexo binuclear de Ferro de interagir/clivar o DNA. Esse procedimento foi realizado utilizando
eletroforese com gel de agarose (0,8% p/v em tampao TAE, pH 8,0). O DNA utilizada foi o
superenovelado plasmidial pBR322 (21uM pares de bases de nucleotideos). Essa solugdo de DNA
plasmidial foi combinada com o complexo [(Fe(cyclam))2(Qz)](Cl)(PF¢)3, com o precursor cis-
[Fe(cyclam)CI2]Cl e com a quinizarina livre.

As amostras foram expostas a luz azul por 1 h, mantidas no escuro por 1 h, bem como
algumas amostras foram misturadas com glutationa (10 mmol L). Além disso, uma escada linear de
DNA (1 kbp) foi aplicada na primeira pista de todos os géis. Controles de DNA plasmidial também
foram usados sem qualquer tratamento (escuro), irradiados com luz azul ou misturados com
glutationa. O complexo [Ru(bpy)s] ** (TBP) (30 umol L) foi usado como controle para fotoclivagem
do DNA, nas mesmas condi¢des. Apos a corrida das amostras em gel de agarose, estas foram coradas
com GelRed (1 mg mL!, Biotium) por 30 min, e as imagens foram coletadas com o sistema Gel Doc
XR+ (Biorad). Todas as irradia¢des de luz foram realizadas usando um LED azul Basetech Conrand,

1,7W (Amax = 463 nm).
3.3.10 Viabilidade Celular (Atividade Citotoxica)

Os estudos de citotoxicidade foram realizados utilizando células de adenocarcinoma de
pulmao humano (A549; CCL-185s), carcinoma de préstata humano (LNCaP clone FGC; CRL-1740t)
e fibroblastos normais (L929; CCL-1) linhas celulares de ATCCs (American Type Culture Collection,
EUA adquiridas da Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).

As células foram mantidas em frascos T-25 contendo meio DMEM (L929 e A549) ou
meio RPMI (LNCaP), ambos suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS), 1% de L-
glutamina, 100 U mL™" de penicilina e 100 mg mL" de estreptomicina, a 37 °C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de COz. O meio de cultura foi trocado rotineiramente a cada 3 dias ou

quando a confluéncia atingiu ca. 85%, e entdo as células foram tratadas com tripsina (0,025%
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tripsina/0,1% EDTA) e subcultivadas ou usadas para o ensaio de citotoxicidade (OLIVEIRA, et al.,
2020).

A fim de investigar o efeito da quinizarina, cis-[Fe(cyclam)CL]JCl e
[(Fe(cyclam))2(Qz)]CIl(PF¢)3 na viabilidade celular, o ensaio MTS foi realizado como anteriormente
descrito na literatura (OLIVEIRA et al., 2020). Ap0s tripsinizacao de frascos T-25, as células (1,0 x
104200 pL por poco) foram semeadas em placas de fundo plano de 96 pogos. Diferentes
concentragdes dos compostos testados (100 — 1,58 pg mL™") foram dissolvidas em DMSO e entio
adicionadas aos pogos. Em seguida, essas placas foram submetidas a irradiagao com LED azul por 1
h e, em seguida, incubadas a 37 °C por 48 h em incubadora de CO2 a 5%. Placas controle ou placas
escuras foram preparadas e incubadas nas mesmas condigdes, mas ndo foram irradiadas com o LED
azul. Apos 48 h, todo o meio de cultura foi removido e substituido por meio de cultura nao
suplementado (DMEM ou RPMI) contendo o sal [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifen
il)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] (MTS). Um ensaio MTS foi realizado em todas as linhagens
celulares em que a densidade 6ptica foi medida a 490 nm em um leitor de microplacas (SpectraMax
13 Multi-Mode Microplate Reader). Todos os ensaios foram realizados de forma independente ¢ em

triplicata, sendo a viabilidade celular calculada usando a equacao 4:

DO 490 nm (Composto) < 100 Equacio 4
DO 490 nm (Controle)

Viabilidade Celular (%) =

em queD_O ¢ a densidade Optica média do composto e do controle medidas a 490 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao do complexo [(Fe(cyclam))2Qz]Cl(PFe)3
4.1.1. Difracdo de raios-X

Cristais foram obtidos através da evaporacao lenta de uma solugao de metanol/éter etilico
do complexo [(Fe(cyclam))>Qz]CI(PFs);. A estrutura cristalina do composto foi entdo elucidada
através da difracdo de raios X de um monocristal. A estrutura ORTEP ¢ apresentada na Figura 14. Os
parametros cristalograficos de refinamento e os principais valores de distancias [A] e angulos [°]

encontram-se listados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Figura 14 - Estrutura ORTEP do complexo [(Fe(cyclam))>Qz]CI(PFe)s".

* Os contra ions (PF) foram omitidos para melhor visualizagdo da estrutura.
Fonte: A autora, 2022.

A partir da estrutura cristalografica (Figura 14) é possivel observar que a reacdo entre o
precursor cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl e o ligante quinizarina levou a formag¢do de um complexo binuclear
de Ferro. Ambos os centros metalicos apresentam geometria octaédrica distorcida, tendo as posigoes
equatoriais ocupadas pelos atomos de oxigénio do ligante quinizarina e pelos atomos de nitrogénio
pertencentes ao grupo cyclam. Além disso, observa-se que as geometrias dos dois atomos de Ferro
sdo bastante semelhantes. A coordena¢do do centro metalico com o ligante quinizarina faz com que

o cyclam passe a ter uma configuragdo nao plana.
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Tabela 2 - Dados cristalograficos de refinamento da estrutura do complexo de forma

geral [(Fe(cyclam))>Qz]CI(PF)s.

Formula empirica C34H51CIF18Fe2NsO4P3

Peso molecular 1220,91

Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial P21/

Temperatura/K 150

Tamanho do cristal/mm3 0,10x0,13x0,16

a/A 16,0603(5)

b/A 16,6212(6)

c/A 17,6984(7)

a/° 90°

p/e° 92,069(2)°

v/° 90°

Volume/ A¥ 4721.4(3)

Z 4

Coeficiente de absor¢cio/ mm! 7,501

F(000) 2488

Reflexdes coletadas 63999

Reflexdes independentes 8661 [Rint= 0,1206, Rsigma =
0,0701]

Qualidade de ajuste em F2 1,053

Indices R final [I>=2¢ (I)] Ri =0,0856, wRa = 0,2747

indices R (todos os dados) 0,1316

CCDC 2005420

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 3 - Comprimentos de ligacdo [A] e valores de angulos [°] selecionados para o

complexo de formula geral [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFs)s.

Comprimento de ligacio (A) Angulo de ligacio (°) Fonte: A
autora,
Fel-O2  1,858(5) 02 Fel O3 90,8(2)  2022.

Fel-O3  1,905(4) 02 Fel N1B 94,5(3)
Fe2-O1 1,859(5) 02 Fel N5B 85,6(3)
Fe2-04  1,910(5) O2 Fel N8B 90,3(3)
Fel -NIB 1,986(7) 02 Fel N12B 177,4(3)
Fel-N5B  2,009(7) O3 Fel N1B 95,9(3)
Fel-N8B  2,007(7) O3 Fel N5B 176,1(3)
Fel-N12B 2,005(7) O3 Fel N8B 92,5(3)
Fe2-N1A  1,999(7) O3 Fel N12B 86,7(2)
Fe2-N4A  2,004(6) O1 Fe2 O4 91,2(2)
Fe2-N8A  1,972(6) Ol Fe2 N1A 93,3(3)
Fe2-N11A 2,010(6) O1 Fe2 N4A 177,5(2)
02-C4 1,317(8) O1 Fe2 N8A 90,0(3)
O1-Cl 1,320(8) O1 Fe2 N11A 85,3(2)
03-Cé6 1,285(7) 04 Fe2 N1A 89,9(2)
04-C13 1,281(7) 04 Fe2 N4A 87,1(2)
04 Fe2 N8A 93,9(2)

Da Tabela 3, tem-se que os comprimentos de ligacdo O2 — C4 ¢ O3 — C6 sdo,

respectivamente, 1,317 e 1,285 A.ParaO1—-Cl e 04— C13 temos, respectivamente, 0s comprimentos
de ligagdo 1,320 ¢ 1,281 A. Esses resultados indicam que a diidroxiquinona se liga ao centro metalico
na forma de tautdmero ceto-endlico (estrutura apresentada na Figura 15b), pois embora os valores
dos comprimentos de ligacdo C-O ndo sejam exatamente iguais, a diferenga entre eles € pequena,

podendo, assim, admitir que as ligagdes apresentam mesmo comprimento.
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Figura 15 - Estrutura do ligante Quinizarina na forma de base conjugada (a) e

tautomero ceto — endlico (b).

(a) (b)
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Fonte: Adaptado de ROBINSON; EARLEY, 1993.

De maneira similar, Ghumaan et al. (2006) reportam que em complexos binucleares de
ruténio com os ligantes ponte 2,3-dicloro-5,8-dioxido-1,4-naftoquinona e 1,4-dioxido-9,10-
antraquinona, as duas distancias C-O sdo similares nos ligantes em ponte, indicando a coordenagao
desses ligantes na forma ceto-enolica, como mostrado na Figura 15b. Resultados semelhantes foram,
também, obtidos para outros compostos contendo como ligante em ponte diferentes tipos de
diidroxiquinonas (KAR et al., 2005; KAMATCHI et al., 2017; MAIJI et al., 2008).

Qin et al (2017) reportam, ainda, que a similaridade das distancias Felll-O encontradas
para o composto [Fe(6-hydroxyloxoisoaporphine)>CH3OH]CI sdo consistentes com a interagdo do
ligante ponte na forma ceto-endlica. Resultados similares foram encontrados também na descrigao da
estrutura cristalina do composto binuclear [Fe(salen)]2Qz (MARONEY et al., 1989). A presenca de
um contra ion Cl” e trés PFs™ (omitidos na Figura 14, mas mostrados na Tabela 3) dao o correto balango
de cargas para a estrutura do composto. Consequentemente, ambos os centros metalicos devem estar

presentes no estado oxidado (Fe*).
4.1.2. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A analise do espectro vibracional na regido do infravermelho contribui para a sustentagao
da teoria sobre a forma de ligagcdo da quinizarina ao metal. Os espectros obtidos para o ligante livre

e para o complexo binuclear estdo evidenciados a seguir (Figura 16).
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Figura 16 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho para a quinizarina (em

preto) e para o complexo [(Fe(cyclam))>Qz]CI(PF¢)3 (em vermelho) em pastilhas de KBr.

a0 -
m —
70 -
B0 4
=
P 1630 & 1590
30 H 558
0. 1532
30 4
20 840
T T T T T T T T T T T T T T 1
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda (cm™)

Fonte: A autora, 2022.

Através do espectro obtido (Figura 16) é possivel observar a presenga de duas bandas de
absor¢do referente ao v(C=0), no espectro da quinizarina livre, localizadas em 1590 e 1630 cm™.
Essas bandas sofreram um pequeno deslocamento no espectro do complexo bimetélico. Esse
deslocamento para frequéncias mais baixas € tipico de quinonas complexadas (SALMONSEN et al.,
1984; MERRELL, 1979).

Analisando o espectro do complexo binuclear ¢ possivel observar a existéncia de uma
banda localizada em 1532 cm™ que foi atribuida ao processo de respiragdo do anel aromatico, oriundo
da presenga do ligante quinizarina. Observou-se ainda que nao ha existéncia de banda larga em 3354
cm’!, banda essa atribuida a vibragdo v(OH), indicando a desprotonacio deste grupo e apoiando a
ideia de que a quinizarina encontra-se ligada ao Ferro através dos atomos de oxigénio do grupo
carbonila. Além disso, verificou-se a presenga de bandas na regido de 1460 — 1410 cm’!, que sdo
caracteristicas do ligante cyclam, sendo atribuidas a vVCH e vVCN (HOLANDA et al., 2007;
CARVALHO, 2015). Foram observadas também bandas em 840 e 558 cm! atribuidas ao PFs ", de
modo a confirmar a presenca desse contra ion (LOGACHEVA et al., 2009; DE SOUSA et al., 2020).
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4.1.3. Espectroscopia eletronica na regiao UV-visivel

Os espectros eletronicos na regido do UV-Visivel para o complexo
[(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFs); e para o ligante quinizarina obtidos em acetonitrila sio mostrados na

Figura 17.

Figura 17 — Espectros eletronicos na regido do UV-Visivel do complexo

[(Fe(cyclam))2Qz]Cl(PFe)3 e do ligante quinizarina livre.
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Legenda: Figura (a) — Linha preta corresponde ao espectro eletronico do complexo [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PF)s; linha
vermelha corresponde ao espectro eletronico da quinizarina livre. Figura (b) - Linha azul corresponde ao espectro
eletronico do tautdomero I; Linha verde corresponde ao espectro eletronico do tautomero III; Linha vermelha corresponde

ao espectro eletronico do tautomero I1.
Fonte: A autora, 2022.

Analisando, inicialmente, o espectro da quinizarina livre (Figura 17a, linha vermelha)
observa-se a presenca de bandas de absor¢ao intensa na regido de 248 nm e 278 nm que podem ser
atribuidas a transi¢des intraligantes ©° <« 7 do ligante quinizarina (BARRETO et al., 2006;
ROBINSON; EARLEY, 1993). A banda localizada em 248 nm permaneceu, essencialmente,
inalterada apds a complexagao, sendo possivel observa-la no espectro do binuclear (Figura 17a, linha

preta). O espectro da quinizarina apresenta, ainda, uma banda localizada em 326 nm, que também foi
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atribuida a transi¢des do tipo intraligantes (ROBINSON; EARLEY, 1993). Essa banda, sofreu um
pequeno deslocamento apos a complexacgdo, sendo observada na regido de 360 nm no espectro do
[(Fe(cyclam))>Qz]CI(PFé)3.

O espectro do ligante livre apresenta, ainda, uma banda larga na regido do visivel que se
estende de 400 a 530 nm. Na realidade, podemos observar claramente que essa banda ¢ o resultado
de 3 transigdes com maximos em 450, 480 e 510 nm. De acordo com Fain, Zaitsev e Ryabov (2003)
essas bandas podem ser atribuidas aos tautomeros relacionados na Figura 16b. Cada tautémero ¢
caracterizado por transi¢des m-n* com diferentes energias. A banda em 450 nm ¢ atribuido ao
tautomero I, a banda em 480 nm ao tautomero III e a banda em 510 nm ao tautomero II (as estruturas
dos tautdmeros previamente apresentadas na Figura 7).

Fain, Zaitsev e Ryabov (2003) citam que essas bandas aparecem no espectro eletronico
da quinizarina dissolvida em etanol em 480, 498 ¢ 512 nm. Porém, eles também mencionam que a
energia dessas transicoes depende da natureza do solvente e da temperatura do experimento,
justificando os diferentes valores obtidos neste estudo com a quinizarina dissolvida em acetonitrila.
E importante mencionar que essas bandas nfio aparecem no espectro eletronico do complexo
[(Fe(cyclam)).Qz]CI(PFe)3 (Figura 16a, linha preta).

O espectro do complexo binuclear apresenta, na regido do visivel, uma nova transi¢do em
517 nm atribuida a transferéncia de carga do ligante para o metal (LMCT, do inglés Ligand-to-Metal
Charge Transfer) do tipo dnFe! « m* (Qz) (SAFAEI, et al., 2018). Estudos de solvatocromismo,
resumidamente apresentados na Tabela 4, foram realizados com intuito de se certificar se essa banda
na regido do visivel trata-se, realmente, de uma transferéncia de carga. O solvatocromismo ¢ um
processo que ocorre em virtude da mudanga na posi¢ao, ocasionalmente na intensidade, de uma banda
de absorc¢ao, em fun¢dao de mudangas na polaridade do solvente (MOREIRA, 1990) e a dependéncia
da energia dessa transi¢do com a natureza do solvente permite atribui-la como uma banda de

transferéncia de carga.
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Tabela 4 - Relacdo solvente e comprimento de onda da banda na regido do visivel do

complexo binuclear.

Solvatocromismo
Solvente Banda (nm)

Acetonitrila 514,02
Agua 515,57
Metanol 509,05
DMSO 512,00
Acetona 513,91
Cloroférmio 485,04
Diclorometano 484,65

Fonte: A autora, 2022.

A Tabela 5 apresenta os valores de Coeficiente de extingdo molar (€) para as bandas do
complexo [(Fe(cyclam)).Qz]CI(PFs); e para o ligante quinizarina em acetonitrila, bem como as
atribui¢des de cada banda. Na Tabela 5 sdo apresentados os valores de Amaximo €m diferentes solventes
para a banda atribuida como LMCT (dnFe' < n* (Qz)). Observa-se, claramente, a ocorréncia de um
deslocamento solvatocromico confirmando, portanto, a atribui¢do da banda na regiao do visivel como

uma banda de transferéncia de carga ligante-metal.



Tabela 5 - Dados do UV-Visivel para o complexo [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFs); em acetonitrila.

44

Complexo A (nm) ¢ (mol' L cm™) Atribuicio

214 43x10* IL (* (Qz) < m)
248 4,9 x 10* IL(n* (Qz) « m)

[(Fe(cyclam)):Qz] C1(PFe)3 360 8,0x 10° IL(n* (Qz) « m)
517 7,8 x 10° LMCT (dnFe™ « n*

(Q2))
201 2,5x 10% IL (* (Qz) < m)
222 2,7x 10* IL (m* (Qz) «— m)
248 3,5x 10* IL (* (Qz) «— m)
278 1,2x 10* IL (* (Qz) < m)
Quinizarina

326 2,5x 103 IL (* (Qz) < m)
450 9,3x 10° IL (n* (Qz) «— m)
480 9,7x 10° IL (n* (Qz) «— m)
510 54x10° IL (* (Qz) < m)

Fonte: A autora, 2022.

4.1.4. Medidas eletroquimicas

O voltamograma ciclico para o ligante quinizarina livre est4 evidenciado na Figura 18.
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Figura 18 - Voltamograma ciclico do ligante Quinizarina livre em acetonitrila.
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Fonte: A autora, 2022.
Analisando a Figura 17, € possivel observar a existéncia de dois processos redox com

valores de E12 =-590 e -1.059 mV. Esses valores de potenciais s3o compativeis com os relatados na
literatura para os processos reversiveis de conversio quinona (Qz*>) / semiquinona (Qz*) e
semiquinona (Qz*) / catecol (Qz*) do ligante quinizarina, respectivamente (SADLER; GORDON,
1991; ASHNAGAR et al., 1984). A Figura 19 mostra esses diferentes estados de oxidacao para o
ligante quinizarina.

Figura 19 - Estados de oxidag¢do da quinizarina.
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Fonte: A autora, 2022.

A Figura 20, por sua vez, apresenta o voltamograma ciclico do complexo
[(Fe(cyclam)),Qz]Cl(PFe)3. Nesta imagem ¢ possivel observar a presenca de dois processos de
reducdo localizados em regides positivas (entre 0 e 1.000 mV), além de dois processos na regido

negativa (entre -1.000 e 0 mV).
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Figura 20 - Voltamograma ciclico do complexo [(Fe(cyclam))>Qz]CI(PF¢)3; em
acetonitrila 0,1 mol L'! PTBA.
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Fonte: A autora, 2022.

A presenca de quatro pares de processos redox explica-se por ambas as espécies (ions
metalicos e o ligante quinizarina) apresentarem processos de oxirredugdo em diferentes valores de
potenciais. Assim, os processos observados na regiao do voltamograma entre 0 € -1.000 mV podem
ser relacionados a redugdes da quinizarina coordenada, j& que os valores se encontram na mesma
regido dos processos observados para quinizarina livre, porém deslocados. Vale ressaltar que esses
processos também sdo reversiveis. Assim, teremos, primeiramente, com 0 Erq = -538 mV
representando a redu¢io do ligante coordenado da forma de quinona (Qz*-(Fe?*),) para semi-quinona
(Qz*-(Fe**),) e depois uma segunda redugio (Ered = -728 mV) do ligante da forma semi-quinona
(Qz*-(Fe*"),) para catecol (Qz*-(Fe?"),). Podemos observar um deslocamento anddico dos valores
de Ereq para os processos da quinizarina coordenada em relagdo a quinizarina livre (Ereq = -646 mV e
-1.123 mV), indicando uma maior facilidade do ligante coordenado ser reduzido. Isso pode ser
explicado pelo fato de, com a coordenagdo, a quinizarina passar a doar elétrons para o Ferro, ficando
mais deficiente em elétrons e com maior propensio a ser reduzida. E importanc vte mencionar que,
nesse potencial, ambos os centros metalicos se encontram na forma reduzida (Fe?").

No voltamograma ciclico do complexo (Figura 20) também € possivel observar dois

outros processos reversiveis em regides mais positivas (entre 0 e 1.000 mV), que ndo sdo evidenciados
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no voltamograma do ligante Qz livre. Essas ondas em maior potencial sdo, portanto, atribuidas as
reducdes sucessivas dos centros metalicos. O primeiro processo de reducdo em 159 mV (Ei12= 156
mV) leva a formagio da espécie de valéncia mista Fe**-Qz*-Fe?*. Em seguida, uma outra redugio
em -17 mV (Ei2 = -23,78 mV) leva a formagdo da espécie Fe?"-Qz*-Fe?".

A ocorréncia de dois processos distintos de oxidagdo/redugdo para os centros metalicos €
um indicativo da ocorréncia de comunicacdo eletronica entre os dois atomos de Ferro. Se a
comunicacao eletronica ndo existisse, seria visualizado apena um unico processo eletroquimico para
Fe**/Fe**. Os dois processos redox dos metais foram utilizados para calcular a constante de
comproporcionamento (Kc). Para o sistema binuclear em questao, o valor de Kc foi calculado a partir
da seguinte Equacao 5:

Log Kc=16,9 (Ein '~ Ein?), Equagao 5

em que, E12 ' é referente ao primeiro processo de oxirredugdio que ocorre em valores mais
altos de potencial e Ej/2 % é referente ao segundo processo de oxirredugiio que ocorre em valores mais
baixos de potencial. Ambos os valores sdo obtidos a 25°C e calculados em Volts (RICHARDSON;
TAUBE, 1981; ROCHA; TOMA, 2002).

A partir da equacgdo 5, obteve-se um valor de log Kc igual a 3,02, e, consequentemente,
um valor de comproporcionamento de aproximadamente 1.000. Tal valor indica que o sistema
estudado apresenta comunicagdo eletronica, ou seja, os dois centros metalicos de Ferro sdo capazes
de se comunicar através do ligante ponte (ROCHA; TOMA, 2002; CREUTZ, 1983).

Robin e Day (1968) propuseram um sistema de classificagdo para compostos binucleares
de valéncia mista. De acordo com os autores, acima citados, os sistemas de valéncia mista podem ser
agrupados em trés grupos distintos. Sao eles: Sistemas de Classe I; Sistemas de Classe II e Sistemas
de Classe III. Esses sistemas podem ser definidos da seguinte maneira:

e C(lasse I: Essa classe de compostos apresenta fraca interagdo entre os centros metalicos, de
modo que, o sistema de valéncia mista exibe, apenas, propriedades individuais de cada um
dos seus componentes isolados. Compostos que apresentam cadeias carbOnicas saturadas
como ligante ponte ou longas distancias entre os sitios metalicos sdo exemplos de sistemas de
Classe I;

e Classe II: Os compostos de classe II apresentam acoplamento eletronico fraco, isso faz com
que ocorra alteragdes nas caracteristicas originais dos centros redox, assim, o sistema de

valéncia mista tende a apresentar propriedades diferentes das espécies isoladas.
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e Classe III: Os compostos de classe III apresentam interacdo eletronica bastante intensa, de
modo que, o sistema passa a apresentar propriedades completamente diferentes daquelas
exibidas por seus componentes isolados. O sistema de classe III difere da classe II,
principalmente, pelo fato de que, no sistema de classe II, as caracteristicas dos componentes
isolados sao levemente modificados, enquanto no sistema de classe III, essas caracteristicas
sdao completamente modificadas.

A Figura 21, a seguir, traz um esquema de representagdo dos processos de oxirredugao

das trés classes de sistemas.

Figura 21 - Esquema de oxirreducdo de sistemas de Classe I, Classe II e Classe I1I.

Classe I. M —pI Lha MM B2, gl -
Classe II: MIT — M <2325\ < E02, \nr_ o
Classe ITT: MHI — NI+ NI _NH LBz, 2 (MET2 N 12)

Fonte: Adaptado de SANTIAGO, 1998.

O complexo [(Fe(cyclam)).Qz]CI(PF¢)s apresentou valor de Kc na ordem de 10°. Os
valores da constante de comproporcionamento estdo diretamente ligados ao grau de comunicagao
eletronica, de modo que, quanto maior o Kc, maior a comunicacdo existente entre os centros
metalicos. Os compostos de classe 11, normalmente, apresentam valores de Kc relativamente baixos
e pequenos valores de AE. Contudo, existem sistemas de classe III que apresentam valores de AE
pequenos (ROCHA; TOMA, 2002). Os valores de Kc podem variar da seguinte maneira: Kc = 4 para
sistema fracamente acoplados (classe II) até Kc > 103 (CREUTZ, 1983). Dembinski et al.(2000)
menciona, ainda, uma dependéncia do Kc com o tamanho da cadeia carbonica presente no ligante
ponte, de modo que, quanto maior a cadeia carbonica, menor serd o valor de Kc.

O valor da constante de comproporcionamento encontrada para o sistema em questao
pode ser classificado como um valor intermedidrio. Fazendo a andlise do voltamograma
esquematizado na Figura 20, se observa a presenca de dois processos referentes aos centros metalicos
de Ferro, atribuidos aos processos redox sofrido por cada centro metalico. Além disso, em analise
conjunta com o esquema apresentado na Figura 21, acredita-se que o complexo

[(Fe(cyclam)).Qz]CI(PFe)3 possa ser classificado como sistema de Classe II.
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4.1.5 Espectroeletroquimica

Com o intuito de promover uma melhor verificagdo dos processos redox envolvidos no
sistema binuclear proposto, realizou-se o experimento de espectroeletroquimica em acetonitrila com
acompanhamento na regido UV/Vis/Infravermelho proximo. Primeiramente, realizou-se a leitura do
espectro eletronico em acetonitrila do complexo [(Fe(cyclam))>Qz]|CI(PFs)s3 , na regiao de 200 a 2.000

nm (Figura 22).

Figura 22 - Espectro eletronico do composto [(Fe(cyclam))2Qz]Cl(PFe); em 0,1 mol L™
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Fonte: A autora, 2022.

Compostos de valéncia mista, os quais apresentam centros metalicos em estados de
oxidacdo diferentes, normalmente exibem uma banda de transferéncia de carga de intervaléncia
(IVCT, do inglés Interval Charge Transfer) (ROCHA; TOMA, 2002). Segundo Rocha e Toma (2002),
os complexos de valéncia mista simétrico apresentam IVCT localizada na regido do infravermelho
proximo (de 1.000 a 2.000 nm). Analisando a Figura 22, observa-se a presenca de uma unica banda,
na regido de 500 nm. A auséncia da banda de intervaléncia corrobora com o resultado obtido através
da difragdo de raios-X que apontava os dois centros metalicos com o mesmo estado de oxidacao, +3.

Realizou-se também uma espectroeletroquimica, com aplicagdo de potencial positivo
(+1.000 mV), com o intuito de verificar uma possivel modificagdo no espectro eletronico (Figura 23).
Contudo, ap6s 15 minutos de aplica¢do de potencial, ndo foi observada nenhuma mudanga espectral.

Tal fato, também serviu como mais um indicativo que os dois centros metalicos de Ferro se
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encontravam no estado mais oxidado, bem como o ligante quinizarina também se encontra na forma
totalmente oxidada.
Figura 23 - Espectroeletroquimica UV/Vis/Infravermelho do [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFe)3

com aplica¢do de potencial positivo (+1.000 mV) em 0,1mol L' PTBA em acetonitrila.
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Fonte: A autora, 2022.

Além da aplicagdo de potencial positivo, também foi realizada a aplicagdo de potencial
negativo (-1.000 mV) por um periodo de 36 minutos, nas mesmas condicdes mencionadas

anteriormente. A Figura 24 apresenta o resultado obtido.
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Figura 24 - Espectroeletroquimica UV/Vis/Infravermelho do [(Fe(cyclam))Qz]CI(PF¢)3 com
aplicagio de potencial negativo (-1.000 mV) em acetonitrila 0,1 mol L' PTBA.
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Fonte: A autora, 2022.

Analisando a Figura 24, observa-se que a medida que o potencial de -1.000 mV ¢
aplicado, ocorre uma diminui¢do da banda localizada em 500 nm. Essa banda havia sido atribuida
como LMCT através do estudo de solvatocromismo, mostrado na Tabela 5. De acordo com Santiago
(1998), a energia da banda LMCT diminui a medida que o ligante ¢ oxidado e o centro metalico ¢
reduzido. Desse modo, o resultado obtido na espectroeletroquimica com aplicacdo de potencial
negativo (Figura 24), se mostra coerente com a atribui¢do dessa banda como transferéncia de carga

do ligante para o metal.
4.1.6 Mossbauer

O composto binuclear foi analisado por espectroscopia Mdssbauer e comparado com o
complexo precursor cis-[Fe(cyclam)CL]CI. A Figura 25 mostra os espectros de Mdssbauer do

complexo precursor cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl e do complexo binuclear [(Fe(cyclam))>Qz]CI(PF)s.
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Figura 25 - Espectros de Mdssbauer do (a) complexo precursor cis- [Fe(cyclam)Cl2]Cl
(b) complexo binuclear [(Fe(cyclam)).Qz]CIl(PFe)s.
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Legenda: espectro a: pontos pretos: dados experimentais; linha vermelha: melhor ajuste dos dados. espectro b: pontos

pretos: dados experimentais; linhas verdes e azuis: subespectro de Fe*" em sitios octaédricos; linha vermelha: melhor
ajuste aos dados, soma das linhas verdes e azuis.
Fonte: A autora, 2022.

Os parametros hiperfinos sdo mostrados na Tabela 6, onde o deslocamento isomérico ()

pode ser usado para determinar os estados de valéncia, enquanto o desdobramento quadrupolar (A) ¢

uma medida aproximada da distribui¢do de carga em torno do sitio de Fe.
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Tabela 6 - Parametros hiperfinos para espectros de Mdssbauer do complexo precursor
cis- [Fe(cyclam)Cl>]Cl e complexo binuclear [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFs)3. Incertezas menores que

0,1 mm s (§,A,T) e 1% (area).

Amostra Subespectro 8/ mms! A/mms! T'/mms! Area/ %
cis-[Fe(cyclam)CL]Cl  Singleto 0,32 - 0,38 100
trans-
Dubleto 0,25 2,50 - 100
[Fe(cyclam)Cl]Cl
Dubleto 1
0,40 0,61 0,56 45
[(Fe(cyclam))Qz]Cl(  (azul)
PFe)3 Dubleto 2
0,25 2,28 0,35 55
(verde)

Fonte: A autora, 2022.

O espectro de Mossbauer do complexo precursor (Figura 25a) mostrou apenas um
singleto com um deslocamento isomérico de 0,32 mm s™! (Tabela 6). De acordo com os experimentos
de susceptibilidade magnética e EPR (do inglés Electron Paramagnetic Resonance) realizados por
Chan e Poon (1976) e Nurco et al. (1997), o complexo cis- [Fe(cyclam)CL]Cl apresenta uma
configuragdo de spin alto, que em uma simetria octaédrica, d4 origem a distribui¢io (t2¢)’ (e¢)*, onde
os elétrons estdo uniformemente distribuidos nos orbitais, originando assim o singleto visto no
espectro de Mdssbauer. Esses elétrons sdo distribuidos, uniformemente, nos orbitais, originando,
assim, o sinal singleto observado no espectro de Mdssbauer (Figura 25a). E importante ressaltar que
o composto trans-[Fe(cyclam)CIl2]Cl apresentou um sinal duplo com desdobramento quadrupolar de
2,50 mm s (Tabela 6), o que pode ser explicado por sua configuragdo de baixo spin (t2g)® com
distribuicdo assimétrica de cargas nos orbitais. A literatura reporta que, de fato, o trans-
[Fe(cyclam)CIL>]Cl1 € um complexo de spin baixo (CHAN; POON, 1976; NURCO et al.,1997).

Por outro lado, o melhor ajuste para o espectro de Mossbauer do complexo [(Fe
(cyclam))>Qz]Cl(PF¢)3 (Figura 25b) foi alcangcado usando dois dubletos, tipicos para dois tipos de
centros de Ferro. Os valores de deslocamento isomérico e desdobramento quadrupolar sao
consistentes com Fe*" em sitios octaédricos. Os dados de desdobramento quadrupolar foram bastante
distintos para esses locais, sugerindo assimetria do nucleo de Ferro. Além disso, as areas relativas sob

o subespectro sugerem uma distribuicao quase igual de ions de Ferro em cada ambiente. O valor do
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desdobramento quadrupolar do dubleto 1 (linha azul) é consistente com um sitio octaédrico regular
com 6 primeiros vizinhos. O desdobramento quadrupolar maior do dubleto 2 (linha verde) indica um
ambiente altamente distorcido ou um octaedro defeituoso (VAN KONINGSBRUGGEN; MAEDA;
OSHIO, 2004; HARDING; HARDING; PHONSRI, 2016). Isso pode ser explicado usando a estrutura
de raios-X resolvida para o composto, onde ¢ perceptivel uma assimetria provavelmente devido aos
contra-ions, PF¢", no cristal. As andlises foram realizadas a 298 K, o que pode permitir a formagao de
mistura dessas configuragdes. Em temperaturas mais baixas, ocorre o favorecimento das espécies de
spin baixo, fato este que corrobora com as medi¢des de raios-X que foram realizada a 150 K
(COLLET et al.,2009).

Os autores Chan e Poon (1976) mostaram através da técnica de EPR que o composto
trans-[Fe(cyclam)Br2]ClO4 exibiu um spin dependente da temperatura apresentando uma transi¢ao
da configuragdo de baixo para alto spin (MERRELL, 1979). Mais recentemente, outros complexos
de Ferro a base de cyclam também apresentaram esse comportamento chamado de spin crossover,
cuja transi¢cdo pode ocorrer até mesmo a temperatura ambiente (VAN KONINGSBRUGGEN;
MAEDA; OSHIO, 2004; DRAHOS; TRAVNICEK, 2018).

Esse fendmeno interessante foi amplamente relatado em muitos complexos metalicos,
incluindo os baseados em catecolatos, onde uma configuragdo de spin baixo pode ser alterada para
alto através de modificacdes na temperatura, pressdo e, mais raramente, por luz (HARDING;
HARDING; PHONSRI, 2016). O processo de mudanga de configuracdo de complexos pode
encontrar muitas aplicacdes interessantes, como por exemplo na modificacdo de dispositovos
moleculares (sensores, dispositivos de exibicdo de memdria, etc.).

Os resultados de Mossbauer obtidos para o complexo [(Fe(cyclam))2(Qz)]CI(PFs)3
indicam ocorréncia de caracteristicas consistentes com um processo de spin crossover. Por outro
lado, as distancias de liga¢do obtidas através da difragdo de raios-X (Tabela 3), realizadas em baixa
temperatura, sdo consistentes com uma configuragdo baixo spin. Esses resultados poderiam gerar
questionamentos acerca do estado de oxidagdo dos centros metalicos, contudo, com base nos
resultados obtidos a partir da técnica de difragad de raios-X (Segdo 4.1.1), da técnica de medidas
eletroquimicas (Se¢do 4.1.4) e da espectroeletroquimica (Se¢do 4.1.5), admitiu-se ser coerente
afirmar que o complexo binuclear apresenta dois centros metalicos com estado de oxidagdo
semelhante, Fe**.

4.1.7 Geragdo de oxigénio singlete
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Os rendimentos quénticos para a geracio de 'O, (®A) pelos complexos [(Fe
(cyclam))2Qz]CI(PF¢)3, cis- [Fe(cyclam)CL>]Cl e ligante de quinizrina foram medidos a partir da
reacdo de 'O2 com DPBF, um eliminador de 'O, altamente eficiente (ABREU et al., 2017; DING et
al., 2006). O consumo de DPBF em solucdo de metanol foi monitorado pela diminuigdo da

intensidade de sua emissao a 449 nm. Conforme mostrado na Figura 26.

Figura 16 - Decaimento na intensidade dos espectros de fluorescéncia de DPBF em
funcdo do tempo de irradiagdio na presenca de 20uM de Ru(bpy);** (a) [(Fe(cyclam))Qz]CI(PFe)s ,
(b) Quinizarina livre e (¢) cis — [Fe(cyclam)Cl]Cl.
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Fonte: A autora, 2022.
Tendo posse dos dados obtidos na Figura 26, foi possivel construir os graficos de In (I; /

o) em fungdo do tempo de irradiagao (Figura 27).

Figura 27 - Curva cinética do consumo de DPBF em fung¢ado do tempo de irradiagao.
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Fonte: A autora, 2022.
Os graficos sdo lineares para todos os fotossensibilizadores testados (Io e I; sdo as

intensidades de fluorescéncia do DPBF antes e apds a irradia¢do, respectivamente). Para fins
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comparativos, o @A do fotogerador de oxigénio singlete classico [Ru(bpy)s]*>" nas mesmas condi¢des
foi medido. Os valores de @A foram calculados usando os dados de regressao linear da Figura 26 e
da equagdo 2, empregando [Ru(bpy);]*" como o padrio (®PA = 0,87) (TANIELIAN; WOLFF; ESCH,
1996).

O rendimento quantico de 'O, para o complexo [(Fe(cyclam)).Qz]CI(PF); foi calculado
e o valor obtido foi de 0,130. Esse valor foi muito maior do que o valor observado para o complexo
precursor cis-[Fe (cyclam)Cl, (0,028), contudo apresentou pouca diferenga do valor encontrado para
o ligante quinizarina (0,122). Os valores obtidos para as amostras de mostraram inferiores ao
complexo [Ru(bpy);]** (0,87) (Tabela 7). Esse resultado mostra que o complexo
[(Fe(cyclam))2Qz]C1(PFe); tem maior capacidade de geracdo de 'O,, quando comparado a quinizarina
livre, que pode levar, mais facilmente, a occorréncia de processos importantes como a fotoclivagem
do DNA.

Tabela 7 - Valores de rendimento quantico de geragdo de oxigénio singlete (PA).

Composto DA
cis- [Fe(cyclam)Cl>]Cl 0,028
Quinizarina 0,122
[(Fe(cyclam))2Qz]Cl(PFe)s 0,130

Fonte: A autora, 2022.

Este estudo também foi realizado sem irradiacdo de luz, onde nao houve altera¢dao na
fluorescéncia de DPBF descartando também qualquer extingdo de fluorescéncia. Além disso, também
nao houve decomposicdo do complexo de metal binuclear por irradiagao de luz azul, conforme
indicado pela falta de alteracdes no espectro UV-Vis nessas condi¢gdes. Esses resultados mostram que
o complexo [(Fe(cyclam))2(Qz)]CI(PFs); tem uma capacidade aparente de geracdo de 'O.. Esse
processo pode ser importante, pois pode promover mais facilmente a fotoclivagem do DNA e causar

outros efeitos bioldgicos.
4.1.8 Lipofilicidade

O destino de uma droga no organismo ¢ muito complexo, mas algumas propriedades
iniciais podem indicar melhores chances de sucesso. Entre essas propriedades, a parti¢ao solvente de
um composto medida pelo LogP ¢ um dos parametros fundamentais que pode influenciar em alguns
processos biologicos. Este valor pode refletir a hidrofilicidade/lipofilicidade de um composto e pode

sugerir sua capacidade de atravessar as membranas celulares.
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O valor de LogP para o complexo binuclear [(Fe(cyclam))Qz]CI(PFg)3 e para o precursor
cis- [Fe(cyclam)Cl;]Cl foram calculados de acordo com a Equagao 3 sendo obtidos os valores de 0,42
e -0,27, respectivamente. O resultado obtido indica que tanto o precursor quanto o binuclear
apresentam comportamento pouco lipofilico, contudo, o composto [(Fe(cyclam))>Qz]CI(PFs)s
mostrou mais lipofilicidade do que o precursor isolado. De acordo com Oliveira (2018), a
complexacdo de ions metélicos pode acarretar um melhoramento da lipofilicidade de compostos a

base de cyclam, fato este observado no experimento relatado.
4.1.9 Clivagem do DNA

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de danos ao DNA promovidos pela geragdo de
espécies reativas de oxigénio, realizou-se experimentos de eletroforese em gel de agarose com DNA
de pBR322 adicionado a solu¢des do complexo binuclear [(Fe(cyclam)),Qz]CIl(PFs)3, do precursor
cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl e do ligante quinizarina livre. Além da ivestigagdo da atividade térmica de
clivagem do DNA, foram realizados também experimentos de interagdo com DNA apo6s irradiacio
com LED azul (Airr =453 nm). Além disso, realizou-se a investigacdo da capacidade de interagdo do
complexo binuclear com o DNA frente a presenga de agente redutor bioldgico, no caso especifico
desse estudo, o agente utilizado foi a glutationa (GSH).

Como explicado no inicio desse trabalho, as ROS podem ser responsaveis pela
cardiotoxicidade e efeitos citotoxicos das drogas envolvendo danos ao DNA, proteinas e membranas
celulares. Alguns compostos a base de quinona também mostraram a capacidade de gerar superdxido
ou peroxido de hidrogénio mediante a acdo de um agente redutor (por exemplo, glutationa), que
também pode atuar danificando as células (KIM et al,. 2021). A glutationa ¢ um composto a base de
tiol encontrado em concentragdes significativamente altas nas células (até 10 mmol L) funcionando
como um agente de tamponamento redox (JONES, 2002).

Apesar do fato de que a glutationa funciona como um agente antioxidante, ela também
pode funcionar paradoxalmente como gerador de espécies mais reativas através de reacdo com
compostos metalicos. Atualmente, existem muitos metalocompostos que podem consumir oxigénio €
reduzir a glutationa (ou acido ascorbico) para gerar ROS. Essa classe de compostos € conhecido como
metalofarmacos cataliticos. Por conta dessas caracteristicas, a GSH foi escolhida como agente redutor
para ser utilizada neste trabalho.

Inicialmente, decidiu-se investigar se poderia ocorrer dano ao DNA como consequéncia

da irradiacao da luz azul, uma vez que foi observado uma produgdo modesta de oxigénio singlete.



58

Para a realizagdo desse experimento foram utilizadas solugdes dos complexos
[(Fe(cyclam))2(Qz)]CI(PFs)s, do precursor cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl e ligante quinizarina, que foram
incubados com DNA plasmidial pBR322, e mantidos por 1 h no escuro ou irradiado com luz azul,
antes de correr em gel de agarose. O complexo [Ru(bpy);]Cl> (TBP), conhecido fotogerador de
oxigénio singlete, foi utilizado como controle positivo para fotoclivagem de DNA, nas mesmas

condi¢des (Figura 28).

Figura 28 - Interacdo com DNA ap0s irradiagao.
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Fonte: A autora, 2022.

Analisando os resultados apresentados na Figura 28 ¢é possivel observar que nao ocorreu
evidéncia significativa de clivagem de DNA. As amostras que foram submetidas a luz azul, bem como
as que ficaram no escuro, somente sob a¢do térmica, apresentaram resultados similares. Além disso,
observa-se que tanto o complexo binuclear, quanto o precursor e o ligante livre, ndo foram capazes
de promover a clivagem do DNA, mesmo ocorrendo varia¢des de concentragao.

Posteriormente, foi realizado o experimento de clivagem de DNA na presenga de
glutationa. Para a realiza¢do desse experimento adicionou-se uma solugdo de GSH ao complexo
binuclear e ao ligante quinizarina livre na presenca de DNA. Em seguida, essas solu¢des foram
deixadas no escuro por um periodo de uma hora em repouso. A Figura 29 apresenta o resultado obtido

para o experimento descrito.
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Figura 29 - Interagdo com DNA na presenca de GSH.
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Fonte: A autora, 2022.

Analisando a Figura 29 observou-se, inicialmente, que a quinizarina ndo foi capaz de
promover alteracdes significativas ao DNA. Esse resultado ndo era esperado dado o fato de que o
comportamento redox dessa espécie (mudanga de quinona a catecol) promove, eventualmente, a
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Este comportamento pode ser explicado considerando o
potencial redox da glutationa em -504 mV (em tampao aquoso pH 8,0), que pode ndo ser capaz de
reduzir a quinizarina livre (E12 = -646 mV, em acetonitrila).

Por outro lado, o complexo binuclear [(Fe(cyclam))2(Qz)]CI(PF¢)s apresentou uma
consideravel capacidade de clivar o DNA na presenca de glutationa. E possivel observar que mesmo
em concentragdes baixas do composto binuclear, cerca de 10 umol L', ocorre grande conversdo do
DNA superenovelado (Forma I) em DNA circular relaxado (Forma II), indicando que ocorreu
clivagem de DNA. Diferentemente do que ocorre com a quinizarina livre, com o complexo binuclear,
a GSH ¢ capaz de reduzir, completamente, os dois centros metalicos de Ferro ( E12 = 156 mV e -23
mV, em acetonitrila) e, além disso, a GSH também ¢ capaz de promover a conversao da quinizarina
ligada ao centro metélico, de quinona para semiquinona (Ei» = -538 mV, em acetonitrila). Esse
processo de redug¢do quimica e eventual reoxidagdo promovida pelo oxigénio pode gerar espécies de
ROS que possibilitam danos ao DNA. Este tipo de processo foi relatado para outros compostos a base
de quinona-catecol e complexos de Ferro ou de Cobre (KIM et al., 2021; DE MEDEIROS et al.,2018;
LIU et al., 2018; MANS et al., 1992; JOYNER; COWAN, 2013).

Com o intuito de verificar a provavel identidade das espécies envolvidas no processo de
clivagem de DNA, realizou-se um novo experimento no qual uma solu¢ao do complexo binuclear
[(Fe(cyclam))2(Qz)]CI(PFs)s, foi adicionada de DNA, de GSH e também de agentes inibidores
seletivos de ROS. Os agentes utilizados foram: azida de sodio (inibidor de '02); manitol (inibidor de

‘OH); piruvato de sodio (inibidor de H>0:) e acido 4,5-dihidroxi-1,3-benzenodissulfonico — tiron
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(inibidor de O27) (FANTONI et al., 2021; LEICHNITZ; HEINRICH; KULAK, 2018). A Figura 30

apresenta o resultado obtido para este experimento.

Figura 30 - Interacdo com DNA na presenca de inibidores seletivos de ROS.

CTRL 1 S1 S2 S3 54

COMP. COMP.+GSH 10, ‘OH H,0, 0-

Legenda: O pogo CTRL contém o complexo [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFs); (COMP); o poco 1 contém o complexo
[(Fe(cyclam)),Qz]CI(PF¢); com Glutationa (COMP. + GSH); todos os outros pogos contém a mistura do complexo e
glutationa além de um inibidor especifico. O pogo S1 contém azida de sédio (inibidor de 'O2); 0 pogo S2 contém manitol
(inibidor de -OH); o pogo S3 contém piruvato de sddio (inibidor de H>0»); 0 poco S4 contém tiron (inibidor de Oy).
Fonte: A autora, 2022.

Na Figura 30 ¢ possivel observar a presenca do grupo controle identificado na figura
como CTRL, no pogo 1 encontra-se apenas o complexo binuclear (50 pMol L) adicionado de
glutationa (10 mMol L™"). Em todos os outros pogos foram adicionadas as mesmas concentragdes do
complexo e de GSH, contudo, em cada pogo adicionou-se também um inibidor especifico. Assim,
temos que no poco S1 foi adicionado azida de sédio (30 mMol L), no pogo S2 foi adicionado manitol
(30 mMol L), no poco S3 foi adicionado piruvato de sddio (30 mMol L) e, por fim, no pogo S4
adicionou tiron (30 mMol L.

Uma analise mais criteriosa da Figura 30 também permite observar que o complexo
binuclear (1) apresentou clivagem de DNA bastante intensa na presenga de GSH. Essa clivagem foi
fortemente suprimida apds a adicao de piruvato de sodio (S3) e de tiron (S4). Esse resultado indica
que o complexo [(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFe); ao reagir com glutationa pode gerar superoxido e
peroxido de hidrogénio, de modo que essas espécies seriam as principais responsaveis pela clivagem
do DNA. Assim, de posse desses resultados foi proposto um esquema reacional para a clivagem do

DNA a partir da reagao do complexo com GSH (Figura 31).
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Figura 31 - Esquema de clivagem de DNA apds reacdo do complexo com GSH.
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Fonte: A autora, 2022.

A Figura 31 mostra que ao ocorrer a reagdo do complexo binuclear de Ferro com a GSH,
o complexo sofre um processo de reducdo. Ao se encontrar na forma reduzida, o complexo reage com
o oxigénio disponivel no meio celular e leva a formagdo de superdxido e perdxido de hidrogénio.
Esse resultado interessante estd de acordo com o que a literatura reporta acerca do comportamento
das ROS geradas nas células, que sdo capazes de promover o comprometimento da fun¢ao fisiologica
através de danos celular ao DNA, as proteinas, aos lipidios ou a outras macromoléculas. A presenga
de espécies reativas de oxigénio também pode acarretar o surgimento de diversas patologias humanas,
incluindo cancer e doengas cardiovasculares (ROWE; DEGTYAREVA; DOETSCH, 2008). Desse
modo, ¢ necessario que haja um equilibrio entre a agao prejudicial e a agdo benéfica das ROS.

4.1.10 Atividade anticdncer

Com o objetivo de avaliar a possivel atividade potencial do complexo binuclear frente a
células cancerigenas e células normais, o efeito do [(Fe(cyclam))>Qz]CI(PFs); na viabilidade de duas
linhagens de células cancerosas, LNCaP (cancer de prostata) e A549 (cancer de pulmao) e uma linha
celular normal 1929 (fibroblasto de camundongo) foi determinada usando um ensaio de MTS (Figura

32).
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Figura 32 - Viabilidade de células tratadas com concentracdes crescentes de cis-

[Fe(cyclam)CI12]Cl (a e b), quinizarina (¢ e d) e [(Fe(cyclam)).Qz]CI(PFe)s3 (e e ).
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Fonte: A autora, 2022.
Para a realizacdo do experimento evidenciado na Figura 32, foram utilizadas
9

concentragdes diferentes de cada composto (1,58; 3,12; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 e 100,0 pg / mL). As

células foram tratadas por 48h na auséncia e na presenga de luz azul (Airr =453 nm). Os dados obtidos



63

foram normalizados utilizando a absorbancia medida em cada caso sobre as do seu respectivo controle
ndo tratado (0 pg/mL). Os gréficos de barras representam as médias (= DP) de triplicados de trés
medicdes independentes.

No caso do complexo cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl, ndo houve inibig¢ao efetiva da viabilidade
celular, mesmo em altas concentragdes e ap6s irradiacdo de luz (Figura 32 a e b). No entanto, houve
uma reducao leve na viabilidade celular das células A549 e L929 comegando em 6,25 ng/ mL e 12,5
pug / mL para o ligante de quinizarina (Figura 32 ¢ e d) e para o complexo binuclear
[(Fe(cyclam)),Qz]CI(PFs)3, se comparado com o grupo controle, que s6 foi percebido com a
irradiacao de luz (Figura 32 e ¢ f).

O efeito citotoxico foi mais eficaz para o composto binuclear em concentragdes mais
elevadas. Além disso, ¢ importante ressaltar que o complexo binuclear ¢ a quinizarina afetaram
minimamente as células malignas e também as normais ap6s irradiagdo de luz, indicando baixa
seletividade para células tumorais. No entanto, vale ressaltar que a baixa citotoxicidade do complexo
binuclear foi uma surpresa, visto que, esse composto apresentou expressiva capacidade de clivar
DNA. Contudo, devem ser consideradas outras questdes em um meio celular complexo, incluindo a
captagdo celular (ALVES et al., 2016.). Este composto pode ter alvos intracelulares (como o DNA);
portanto, deve penetrar na bicamada lipidica das membranas celulares. Dessa forma, sua baixa
lipofilicidade indicada pelo LogP e sua captacdo desconhecida podem prejudicar sua atividade

citotoxica.
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5 CONCLUSAO

A constante de proporcionalidade encontrada para o complexo binuclear Fe**, contendo
a quinizarina como ligante em ponte, ¢ alta, apresentando forte deslocalizagdo eletronica entre os
centros de Ferro (RICHARDSON; TAUBE, 1984; RICHARDSON; TAUBE, 1981). O complexo
binuclear apresentou alta capacidade de promover danos ao DNA na presenca de um agente redutor
bioldgico, uma propriedade que ndo ¢ observada para o ligante quinizarina livre. A mudanca de
potencial redox da quinizarina apds a ligagdo ao Ferro pode ser responsavel por esse processo, no
qual superoxido e peroxido de hidrogénio podem ser produzidos causando clivagem do DNA.
Embora o composto binuclear apresente uma alta capacidade de danificar o DNA, ficou evidente que
esse composto ndo apresentou capacidade relevante de promover a morte de células cancerigenas.
Isso pode ser devido a uma baixa lipofilicidade do complexo [(Fe(cyclam))>(Qz)]CI(PF)s, fato esse
que impede uma melhor captagdo. No entanto, as propriedades quimicas promissoras deste composto
como gerador de ROS ainda podem ser exploradas como uma droga potencial, projetando
modificag¢des para melhorar a lipofilicidade ou usando uma plataforma de entrega para atingir alvos

celulares (OLIVEIRA et al., 2020; DE FRANCA LOPES et al., 2021; KHALID et al., 2017).
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