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RESUMO

Os compostos de coordenacao comecaram a ser estudados na quimioterapia no fim da década
de 1960 a partir da descoberta da atividade antitumoral do complexo cis-[PtCl2(NH3)2],
denominado cisplatina. Os efeitos colaterais causados por metalofarmacos a base de platina,
contudo, motivaram o estudo de novos complexos utilizando diferentes centros metalicos.
Nesse sentido, complexos de cobre contendo ligantes aromaticos vém sendo amplamente
estudados por associar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) com a capacidade
dos ligantes de intercalagdo com DNA, tornando possivel a clivagem do DNA e
consequentemente a morte celular. Inserido nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
sintetizar e caracterizar uma base de Schiff com propriedades intercalantes, o composto (E)-N-
(4-(metiltio)fenil)-1-(1,10-fenantrolin-5-il)metanimina (fen-Bz-Sme), e o complexo [Cu(fen-
Bz-Sme)>(NO3)](NO3), além de estudar a interagdo do complexo com o DNA e sua capacidade
gerar ERO. A molécula inédita fen-Bz-Sme foi caracterizada por ressonancia magnética nuclear
(RMN), difracdo de raios-X, espectrometria de massa e espectroscopia eletronica na regido do
UV-Vis, além disso foi realizado, também, estudos de calculos tedricos, utilizando a teoria do
funcional da densidade (DFT density funcional theory). O complexo [Cu(fen-Bz-
Sme)2(NO3)](NO3) foi caracterizado por espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis e do
IV, além de técnicas eletroquimicas como voltametria ciclica e ressonincia de pldsmons de
superficie (SPR — Surface Plasmon Resonance). Dessa forma, foi possivel observar
acapacidade do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]" se adsorver em superficie de ouro
devido ao seus ligantes sulfurados. Adicionalmente, os experimentos de interacdo com DNA,
monitorados por espectroscopia de absorcdo eletronica, apresentaram constante de associagao
(Kb) de 8,73 x 10° mol L', com indicios de processo de intercalacio e interagio por sulco maior
do DNA. O experimento de competitividade entre o brometo de etidio (BE) e o ion complexo
demonstrou a capacidade de intercalagdo do ultimo, apresentando uma constante de Stern-
Volmer de 4,2 x 10* Estudos de eletroforese em gel com DNA plasmideo pBR322
demonstraram a capacidade do composto em clivar DNA por meio da geracdo de espécies
reativas de oxigénio. Desta forma, foi possivel obtencao de um complexo de cobre capaz de ser

adsorvido em ouro, além de clivar DNA.

Palavras-chave: base de Schiff; complexo de cobre; espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

Coordination compounds began to be studied in chemotherapy at the end of the 1960s after the
discovery of the antitumor activity of the cis-[PtCl2(NH3)2] complex, called cisplatin. The side
effects caused by platinum-based metallopharmaceuticals, however, motivated the study of new
complexes using different metal centers. In this sense, copper complexes containing aromatic
ligands have been widely studied for associating the production of reactive oxygen species
(ROS) with the ability of ligands to intercalate with DNA, making possible DNA cleavage and,
consequently, cell death. Inserted in this context, the objective of this work was to synthesize
and characterize a Schiff base with intercalating properties, the compound (E)-N-(4-
(methylthio)phenyl)-1-(1,10-phenanthrolin-5-yl) metanimine (phen-Bz-Sme), and the complex
[Cu(phen-Bz-Sme)>(NO3)](NOs3), in addition to studying the interaction of the complex with
DNA and its ability to generate ROS. The unprecedented molecule fen-Bz-Sme was
characterized by nuclear magnetic resonance (NMR), X-ray diffraction, mass spectrometry, and
electronic spectroscopy in the UV-Vis region. The density functional theory (DFT density
functional theory). The [Cu(phen-Bz-Sme)>(NO3)](NOs) complex was characterized by
electronic spectroscopy in the UV-Vis and Infrared regions, in addition to electrochemical
techniques such as cyclic voltammetry and surface plasmon resonance (SPR). Thus, it was
possible to observe the ability of the complex ion [Cu(phen-Bz-Sme)>(NO3)]" to adsorb onto
the gold surface due to its sulfur ligands. Additionally, the DNA interaction experiments,
monitored by electronic absorption spectroscopy, showed an association constant (Ky) of 8.73
x 10° mol L', with evidence of an intercalation process and interaction by the major groove of
the DNA. The competition experiment between ethidium bromide (EB) and the complex ion
demonstrated the intercalation capacity of the latter, presenting a Stern-Volmer constant of 4.2
x 10%. Gel electrophoresis studies with plasmid pBR322 DNA demonstrated the capacity of the
compound to cleave DNA through the generation of reactive oxygen species. In this way, it was
concluded that it was possible to obtain a new copper complex capable of being adsorbed to the

gold surface, in addition to cleaving DNA by oxidative pathways.

Keywords: Schiff base; copper complex; reactive oxygen species.
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1 INTRODUCAO

O céancer ¢ uma das principais causa de morte e barreira para o aumento da
expectativa de vida no mundo'. De acordo com estimativas da Organizagio Mundial da Saude
(OMS)?, em 2019, o cancer foi a primeira ou segunda principal causa de morte de pessoas
abaixo dos 70 anos em 112 dos 183 paises pesquisados. Um estudo feito a cada 2 anos pela
OMS, estimou cerca de 19,3 milhdes de novos casos e 10 milhdes de mortes por cancer em
todo o mundo em 2020 3. Nesse contexto, diversos estudos, em diferentes areas das ciéncias,
vém sendo desenvolvidos buscando melhorias e inovagdes para o tratamento do cancer. Dentre
essas areas ha a quimica medicinal que combina conhecimentos de quimica e farmacologia para

identificar, sintetizar e desenvolver agentes quimicos com uso terapéutico.

1.1 Interacido com o DNA

Devido aos avangos cientificos sobre o papel ¢ o conhecimento acerca da acdo
fisiolégica do acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid), foram
desenvolvidos agente sintéticos (drogas) > com capacidade de interromper ou modificar a
replicacdo da dupla fita, especialmente em relacdo ao reconhecimento e as interagdes
posteriores. A interacao droga-DNA ¢ classificada quanto a localizacao, se nos sulcos maiores
ou menores® (Figura 1) e quanto as ligagdes com as bases nitrogenadas (Figura 1), se covalente
ou ndo-covalente.

Figura 1- Estrutura tridimensional do DNA e estruturas planares das bases
nitrogenadas adenina, citosina, guanina e timina.

Adenina: Citosina:
NH, NH,
N
N N O
H N H
Guanina: Timina: o
N
NH NH
N Z N 0
o N NH, N

Fonte: Autor
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A molécula de DNA vem sendo, portanto, o principal alvo de potenciais
metalofdrmacos desenvolvidos para o tratamento de cancer em razao da capacidade de interacao
direta’®. Alguns compostos de coordenagio podem interagir com DNA por interagdes
covalentes ou nao-covalentes. Essas interagdes covalentes ocorrem quando o complexo
metélico se liga diretamente as bases nitrogenadas ou grupamento fosfato do DNA!'®!!
ocasionando a formac¢ao de adutos DNA-metal, os quais provocam modificagdes na estrutura
conformacional, resultando na desestabilizagdo da molécula e, consequentemente, na morte
celular. Esse mecanismo pode ser observado no composto cis-diaminodicloroplatina (II)
(cisplatina), o qual tem a capacidade de interagir com o DNA por meio de uma ligacao direta
entre o centro metalico de platina e nitrogénio 7 da guanina'?.

As interacOes nao covalentes sdao: interagdes com os sulcos, inser¢ao e intercalacao.
As ligagdes com os sulcos ocorre por interagdes hidrofobicas, van der Waals e eletrostatica'®.
A tor¢do da dupla fita e a geometria da base criam uma cavidade maior (sulco maior) e uma
menor (sulco menor) que apresentam diferentes caracteristicas estruturais e quimicas, como a
exposicao de grupos funcionais especificos, tais como grupos amina, fosfato ou hidroxila, que
podem interagir com compostos de metais de transi¢do. Outra forma € por insercdo e que o
complexo metalico € inserido entre as bases do DNA causando desestabilizagdo e alteragdes de
emparelhamento'®. A terceira forma é por intercalagio. Complexos metilicos que apresentam
ligantes organicos aromaticos e rigidos costumam interagir com o DNA por intercalagdo devido
ao empilhamento -t com os anéis aromdticos das bases'>!6. De forma geral, a intercalagio é a
insercdo de uma molécula entre as fitas de DNA, no meio dos pares de bases consecutivas'’, tal
como ocorre com o composto brometo de etidio, um intercalador ja& muito reportado na
literatura'® (Figura 2). Essa intercalagdo, por sua vez, pode ocasionar mudangas estruturais no
DNA, tais como alongamento, enrijecimento e desenrolamento da dupla fita!®. Tais
modificacdes alteram a acdo da enzima DNA polimerase afetando o processo de replicacao do
material genético, promovendo a clivagem e, por conseguinte, a morte celular por vias

apoptoticas?®2!,
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Figura 2 - Intercalagdo do composto brometo de etidio entre as bases nitrogenadas do
DNA

g
Lo oo loy
To—0— © b

Fonte: Autor

Nesse contexto, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) representam uma
classe de moléculas capazes de intercalar, uma vez que apresentam estruturas rigidas e planas,
com elevada densidade de elétrons m. A coordenacdo de HPAs (ou derivados) a metais de
transi¢do torna-se uma estratégia para produzir compostos de coordenagdo denominados
metalointercaladores'®. Alguns complexos metalicos podem causar a clivagem de DNA,
consequentemente a morte celular, por mecanismo hidrolitico e/ou oxidativo. No mecanismo
oxidativo ocorre a formagao de espécies reativas de oxigénio a parti de reagdes redox no centro
metalico, essas espécies podem causar o rompimento da fita do DNA??, todavia essas espécies
geradas apresentam um tempo de vida muito curto. Por essa razdo, o uso de metalointercaldores
torna-se interessante, uma vez que o fato desses compostos estarem intercalados ao DNA fazem
com que essas espécies reativas sejam geradas dentro do DNA. Dentre os ligantes HPAs, a
molécula 1,10-fentantrolina (fen)** e seus derivados tém sido amplamente utilizados devido a
capacidade de intercalacdo. A Figura 3 ilustra alguns exemplos de ligantes intercaladores
classicos'’:  1,10-fenantrolina; pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolina e dipirido[3,2-a:2'",3'-

c]fenazina.
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Figura 3 - Estruturas das moléculas intercaladoras 1,10-fenantrolina, pirazino[2,3-
f][1,10]fenantrolina e dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina

pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolina

Dipirido[3,2-a:2',3"'-c|fenazina

Fonte: Auto

Dwyer e colaboradores?*, observaram, em 1950, que o composto [Ru(fen);]**
apresentava intercalagdo no DNA. Posteriormente, diversos estudos observaram que outros
complexos apresentavam capacidade de intercalagio'*!?.

Foi observado, também, que a geometria dos complexos interfere na sua capacidade
de intercalar citando-se, por exemplo, o ion complexo [Cu(fen):]", de geometria tetraédrica,
que ndo intercala enquanto o ion complexo [Cu(bpy)2]**, que é quadrado planar, experimenta

intercalagdo®.

1.2 Compostos de coordenacgio no tratamento do cancer

Os compostos de coordenacao comegaram a ser estudados na quimioterapia no final
do ano de 1960, a partir do descobrimento da atividade antitumoral do complexo
[Pt(Cl2)(NHs3)2], denominado cisplatina'® (Figura 4), que atua, principalmente, em tumores nos

testiculos, ovarios e bexiga.
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Figura 4 - Estrutura do complexo
[Pt(Cl2)(NH3)2],  primeiro  composto
inorganico utilizado no tratamento de
cancer.

Fonte: Autor

Ha relatos, todavia, de resisténcia celular a essa droga, além de efeitos colaterais

severos>%2’

, podendo-se citar nefrotoxicidade e neurotoxicidade. As respostas fisiologicas
negativas, infelizmente, ndo sdo exclusividade dos metalofarmacos. A literatura médica vem
relatando os efeitos deletérios da maioria dos quimioterdpicos (se ndo de todos), sejam
organicos ou inorganicos, sobre células saudaveis resultando em reagdes indesejadas, tais como
zumbidos, diminuicdo da audicdo, anemia, nauseas, vomitos, diarreia, diminui¢ao do apetite,
perda de paladar, convulsdes, caimbras musculares, aumento da pressdo arterial e inchago do
rosto?®. Nesse contexto, a Quimica Inorganica vem atuando na producdo de novos complexos
utilizando diferentes centros metalicos e ligantes com o objetivo de oferecer a sociedade,
metalofarmacos mais eficazes e que causem menos efeitos colaterais?®°. Dentre os compostos
de coordenacao estudados, destacam-se os complexos de cobre, uma vez que, por serem metais
enddgenos, podem ser menos toxicos as células saudaveis®!2,

O cobre ¢ um elemento essencial para a execucao de inimeras func¢des biologicas
relevantes para o metabolismo celular sendo indispensdvel em diversas reagdes

metaloenzimaticas®. Devido aos diferentes estados de oxidagdo e as diferentes geometrias que

esses complexos podem apresentar, os mesmos sao estudados em diferentes campos, tais como

4 2

na quimica supramolecular’® e na bioinorganica®®. Essas alteragdes na geometria estdo
relacionadas® & mudanca de configuragio do centro metalico de cobre que passa de [Ar]3d'°
no ion Cu* para [Ar]3d’ no ion Cu?". Dessa forma, complexos de cobre(I) tetracoordenados

apresentam, normalmente, geometria tetraédrica®>>¢

, enquanto complexos de cobre(Il),
costumam apresentar geometria quadrada planar®’.
A acdo antitumoral de complexos de cobre vem sendo atribuida a capacidade de

geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) com potencial para destruir células
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cancerosas >3840

. Essa propriedade, aliada a capacidade de intercalacdo de moléculas
aromaticas, tais como a fen e seus derivados, permite, em principio, uma acdo antitumoral
localizada. Assim, complexos de cobre(Il) contendo bases heterociclicas tém sido explorados

em virtude de suas fortes interagdes com o DNA, por meio de associagdes de superficie ou

4143 44-46 ()

intercalacao e potencial atividade de clivagem de DNA através de agdes oxidativas
mecanismo de formacao de EROs por complexos de cobre envolve reagdes do tipo Fenton e/ou
de Haber-Weiss®>**7 onde se tem a reducdo do cobre(Il) a cobre(I) gerando radicais hidroxil
(HO*) e superoxido (O2*)*®. Essas espécies, por sua vez, podem reagir com diferentes
macromoléculas tais como acidos nucleicos, proteinas ou lipidios constituintes da membrana

celular, causando danos oxidativos no interior das células. Um esquema simplificado dessas

reacdes ¢é apresentado nas Equacdes 1 a 5%.

Cu?* + H202 — Cu’ + HO,* + H* (1)
2HO,* — 20"+ 2H" )
20, +2H" - H,0,+ O, 3)
Cu’™ + 02— Cu"+ O “4)
Cu"+ H,0, — Cu?" + HO* + OH- %)

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com a finalidade de sintetizar novos
ligantes derivados da molécula 1,10-fentantrolina passiveis de coordenacdo a metais de
transi¢do para producdo de metalodrogas mais eficientes em relagao a degradagdo de DNA e,
possivelmente, ao tratamento do cancer > 7. Uma das modifica¢des realizadas ¢ a formagio de
uma base de Schiff, uma vez que estas mantém a conjugacao n do sistema garantindo assim, a
capacidade de intercalagdo. Dessa forma, complexos de cobre(Il) contendo bases de Schiff tém
sido explorados com foco em atividades antibacteriana e antiproliferativa, sendo tais

propriedades atribuidas tanto ao centro metalico como aos ligantes iminicos %’

1.3 Base de Schiff (Imina)

O quimico alemao Hugo Schiff sintetizou uma nova classe de compostos organicos,
denominados bases de Schiff ou Imina, que apresentaram potencial para aplicagdo antiviral e
quimioterapica®®®!. As bases de Schiff sdo sintetizadas a partir de uma amina primdria e de um
composto carbonilico que, ao reagirem, formam um intermediario aminoalcool seguido pela

eliminacdo de 4gua e geracdo da base de Schiff®?, conforme esquema ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 - Esquema de sintese de uma imina genérica a partir de um aldeido e uma amina.

o OH H,0O N _R,
+ R,—NH, —» #» |
R R,
v

R;

Fonte: Autor

As bases de Schiff constituem uma das classes de compostos organicos mais
amplamente utilizadas como intermediarios sintéticos. E importante ressaltar que esse grupo de
compostos apresenta um importante papel na quimica de coordenacdo, formando complexos
estaveis com diversos metais de transicdo, tal como o cobre®. Além disso, as bases de Schiff
apresentam uma ampla gama de atividades bioldgicas, como antibacteriana, antifungica e

164

antitumoral®. Hé relatos na literatura de intensificag@o da atividade biologica de bases de Schiff

apos coordenacdo a centros metalicos®.

E importante ressaltar que a base de Schiff pode ser utilizada como uma “ponte”
entre duas moléculas, ou seja, ela pode ser utilizada para unir duas moléculas com propriedades
diferentes. Por exemplo, pode ser adicionado a uma molécula quelante um biomarcador ou um
fragmento que permita a adsor¢do sobre superficies metalicas. De fato, a inser¢do de grupos
funcionais contendo 4tomos de enxofre em bases de Schiff tém permitido a heterogeneizacao
da produgio de EROs. Os complexos [Cu(4-mbpy-Bz-SMe)>(NO3)]* e [Cu(2CP-Bz-SMe)]**,
por exemplo, mantiveram suas capacidades de produ¢dao de HO® apos imobilizacdo sobre
ouro®®-2. A possibilidade de geragio de EROs em meio heterogéneo oferece novos caminhos
terapéuticos na medida em que, a principio, pode-se levar o composto diretamente a molécula
alvo e produzir radicais de modo controlado através da aplicagdo de potencial ou de um campo
magnético. A capacidade de adsorver esses compostos em superficies de ouro pode destacar-se
como uma estratégia promissora, possibilitando sua utilizagdo em sistemas de liberagdo
direcionada. A adsor¢do em catodos de ouro ndo apenas preserva a integridade do composto,
mas também facilita seu transporte até locais especificos, como tumores, proporcionando um
veiculo eficaz para a terapia antitumoral. A habilidade de direcionar o complexo para a regido
alvo, combinada com a potencial gera¢do controlada de EROs, destaca-se como uma

abordagem inovadora e viavel para tratamentos futuros.



22

1.4 Adsorcao de moléculas sobre superficies condutoras

Uma forma de realizar estudos focados, principalmente, nos processos redox de
uma espécie ¢ por meio da adsorcdo desta em uma superficie condutora, formando
monocamadas automontadas, SAMs (do inglés Self-Assembled Monolayers)®’%®. A SAM é
formada por agregados moleculares ordenados adsorvidos espontaneamente sobre uma

superficie metalica. Dentre esses agregados, cita-se as SAMs de compostos organossulfurados

sobre superficies de ouro devido a reconhecida afinidade entre 4tomos de enxofre e ouro®”-%%. A

ligacdo entre os &tomos de enxofre e ouro apresenta carater, predominantemente, sigma (6) com

» 69

contribui¢do 7 para adsor¢des em sitios “on-top” *°, conforme ilustragdo na Figura 6.

Figura 6 - Representacdo de modo de ligacdo “on-top” prevista teoricamente para a
quimissor¢io de enxofre sobre ouro. As distdncias Au-Au sdo fixadas em 2.884 A. Os
comprimentos de ligagio estio em A e os angulos de ligagdo estdo em grau.

H H
if

186, A

109.0

F114.2
3.78 -
/| 2.45

Au Au

}.

Au Au

/N

Au Au

Fonte: modificado de J. Phys. Chem. B 106, 12727-12736 (2002).

Medidas eletroquimicas, como voltametria ciclica, e de ressonincia de plasmons
de superficie (SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance), sdo frequentemente empregadas no
estudo de processos de adsor¢ao de moléculas sulfuradas sobre ouro. Considerando o exposto,
o presente trabalho apresenta a sintese e a caracterizacdo de um complexo homoléptico de
cobre(Il) contendo um ligante sulfurado derivado da molécula 1,10-fenantrolina objetivando a
intercalacdo ao DNA e a geracdo de espécies reativas de oxigénio em meios homogéneo e

heterogéneo.
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2  OBJETIVOS

2.1

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consiste na sintese e caracteriza¢ao da base de Schiff

(E)-N-(4-(metiltio)fenil)-1-(1,10-fenantrolin-5-il)metanimina (fen-Bz-Sme) e do composto de

cobre [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)](NO3) para estudos de geracdo de espécies reativas de oxigénio

e atividade nuclease em relagdo a molécula de DNA.

2.2 Objetivos especificos

1.

Sintetizar e caracterizar a base de Schiff (£)-N-(4-(metiltio)fenil)-1-(1,10-fenantrolin-
5-il)metanimina (fen-Bz-Sme);

Sintetizar e caracterizar o composto [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)](NOs);

Estudar a adsor¢ao do complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)](NO3) sobre superficies de
ouro.

Estudar a capacidade de producdo de espécies reativas de oxigénio do composto
[Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)](NO3)

Estudar a interacdo do composto [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)](NO3) com DNA
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1

3.2

Materiais

Os reagentes 4-metil-1,10-fenantrolina, 4-(metiltio)anilina, SeO: (99,8%),
trifenilfosfina (PPhs), hexafluorofosfato de tetrabutilaménio (TBA), cloreto de potéssio
(KCl), fosfato de potassio dibasico (K:HPO4), fosfato de potassio monobésico (KH2POs),
hidroxido de potassio (KOH), amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (tris-base),
cloridrato de tris (tris-HCl), acido acético glacial, solu¢do de brometo de etidio (BE),
DNA-CT (calf thymus), DNA superenovelado plasmidial pBR322, catalase, D-manitol,
superdxido dismutase (SOD), peroxido de hidrogénio, 4acido ascorbico, de procedéncia
Sigma Aldrich, 1,10-fenantrolina (98%, Combi-Blocks), GelRed (Biotium), cobre em p6
(MERCK), 4cido nitrico 65% (Dinamica), dioxano (TEDIA), cloroférmio (Synth),
acetonitrila (J.T.Baker), cloreto de metileno (diclorometano) (Synth) e Celite® (Synth)
foram utilizados sem purificagdo prévia. O solvente metanol (TEDIA), utilizado na
sintese dos ligantes, passou por uma etapa de secagem com o uso de peneira molecular
4A, de procedéncia Sigma Aldrich, recém ativada em um forno mufla Quimis
microprocessado modelo Q318M24 a 450 °C durante 4 horas. Os demais solventes
organicos, de procedéncia Synth, foram utilizados tal como adquiridos. Os solventes
utilizados nas analises de ressonancia magnética nuclear (RMN), DMSO-d6 e CDCl3, de
procedéncia Cambridge Isotope Laboratories, Inc., possuem tetrametilsilano (TMS) em
sua composicao e foram utilizados tal como adquiridos. A 4gua utilizada no preparo das
solucdes aquosas foi purificada utilizando o equipamento de ultrapurificacdo de agua

Direct Q® 3UV com bomba MILLIPORE.

Sintese dos ligantes

3.2.1 Sintese do composto 1,10-fenantrolina-4-carbaldeido

O composto de partida, 1,10-fenantrolina-4-carbaldeido (fen-CHO), foi sintetizado

a partir da reagdo de oxidagdo da molécula 4-metil-1,10-fenantrolina, de acordo com o

procedimento descrito na literatura’®. Resumidamente: a um baldo de fundo redondo de 100

mL contendo 5,5 x 107 mol de diéxido de selénio (SeO) (610 mg) foram adicionados 10 mL

de uma solugio de dioxano/agua (96:4), seguida de adi¢do gotejante de 2,6 x 10~ mol de 4-

metil-1,10-fenantrolina (500 mg) dissolvidos em 40 mL da solugdo de dioxano/agua. A reacao

foi mantida sob agitagao e refluxo por 4 h. Ao final, observou-se a formagao de um precipitado
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cinza e uma solucdo amarelada. A solugdo foi filtrada com um funil de placa porosa e 10 g de
Celite® e o residuo cinza lavado com 100 mL da solucdo de dioxano/agua a fim de extrair uma
segunda fragao da mistura reacional. Essas fracdes foram reunidas e rotoevaporadas, obtendo-
se um solido de cor amarela. Este, por sua vez, foi misturado com 5 g de Celite® e extraido
com 200 mL de CHCIs. Depois da remocdo do solvente, foram obtidos 119,09 mg (22% de

rendimento) do composto 1,10-fenantrolina-4-carbaldeido.

3.2.1 Sintese do composto (E)-N-(4-(metiltio)fenil)-1-(1,10-fenantrolin-5-il)
metanimina (fen-Bz-Sme)

A sintese do ligante (E)-N-(4-(metiltio)fenil)-1-(1,10-fenantrolin-5-il) metanimina
(fen-Bz-Sme) foi realizada a partir do composto precursor fen-CHO, seguindo protocolos
reportados na literatura para moléculas similares’""’2. A um baldo de fundo redondo de 100 mL
contendo 2 x 10 mol de fen-CHO (52,7mg) dissolvidos em 50 mL de metanol anidro, foram
adicionados 2,5 x 10 mol de 4-(metiltio)anilina (31,47 pL), quatro gotas de 4acido acético
glacial e 5 g de peneira molecular 4A. Apos 24 horas de agitagdo a 105 °C, a solugdo foi filtrada
a quente objetivando retirar a peneira molecular. O filtrado foi rotoevaporado para remog¢ao do
solvente e o solido amarelo obtido foi purificado usando-se uma coluna cromatografica com
resina Sephadex®, resultando em 67,2 mg (68% de rendimento). A Figura 7 apresenta um

esquema simplificado para a obtenc¢do do ligante fen-Bz-Sme.
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Figura 7 — Esquema simplificado da reagdo para producao do ligante fen-Bz-Sme.

NH,
O=
SCOZ
. +
Dioxano/Agua (96:4)
S\
A

—_—

MeOH
Fonte:

Autor

A Figura 8 apresenta uma proposta de mecanismo para a obten¢do dessa molécula
onde se tem, inicialmente, uma adicdo nucleofilica do nitrogénio da molécula 4-
(metiltio)anilina ao carbono da carbonila da molécula de 1,10-fenantrolina-4-carbaldeido
gerando um intermedidrio hemiaminal. Essa espécie, por sua vez, ¢ convertida a molécula (E)-

N-(4-(metiltio)fenil)-1-(1,10-fenantrolin-5-il)metanimina com liberagdo de agua.
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Figura 8 - Mecanismo de reagdo proposto para a sintese da base de Schiff fen-Bz-Sme.

NH, o H mH

+ MeOH H—O
7 N\ \ —_ + R
S "N N= CH;COOH Rl

S< "N N

—
-S =S
@ CH,COO" @
— +N—H«) o , :0
</ + /N /N
H H H
7 \ \
N NE

Fonte: Autor

3.3 Sintese do complexo [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)]|(NO3)

3.3.1 Sintese do sal nitrato de cobre(Il)
O esquema reacional para a producdo do complexo de partida [Cu(fen-Bz-
Sme)2(NO3)](NO3) se inicia com a reagdo de formagdo do sal de nitrato de cobre(Il)

demonstrada na Equacao (6).

Cugs) + 4HNO;3 1) — Cu(NO3)2(aq) + 2H20¢0) + 2NO2(g) (6)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 6,35 g de cobre em
p6 e 26 mL de HNOs. Apdés 1 hora de agitacdo, a temperatura ambiente, a solucao foi
rotoevaporadas para remocdo do solvente, obtendo-se 11,92 g de cristais azuis (95% de
rendimento).

3.3.2 Sintese do complexo [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)](NO3)
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O complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)](NOs3) foi sintetizado a partir do sal
Cu(NO3)2. Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,15 mmol de Cu(NO3), (28,1
mg), foram adicionados 20 mL de acetonitrila. Em seguida, 0,30 mmol de (fen-Bz-Sme (100
mg), dissolvidos em 15 mL de acetonitrila, foram adicionados ao baldo. A solucao foi mantida
sob agitacdo por 2 horas quando houve a mudancga da coloragio azul clara da solugdo para um
azul escuro. Ao final desse periodo, a solucdo foi evaporada sob pressao reduzida, obtendo-se
62,9 mg de um solido preto (64% de rendimento). A Figura 9 apresenta a possivel estrutura

para o ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]".

Figura 9 - Estrutura proposta para o ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]".
- -+

Fonte: Autor

3.4 Difracao de raios-X em monocristal

A andlise por difragdo de raios-X de monocristal foi realizada em um difratometro
para amostras policristalinas modelo DMAXB — Rigaku gerador de raios-X de 2kW, e tubos de
raios-X (Cu, Mo e Co), localizado no Laboratério de Raios-X do Departamento de Fisica da
UFC. As coletas de dados foram realizadas a 100 K usando um criostato Oxford Cryostream
acoplado ao difratdmetro. O software APEX 4 foi utilizado para a determinacdo da célula
unitaria e coleta de dados’. Usando o programa de interface Olex 27* para a suite SHELX, a
estrutura foi resolvida pelo método de faseamento intrinseco implementado no ShelXT7’,
permitindo a localiza¢io da maioria dos 4tomos néo hidrogénio. Atomos de hidrogénio foram

inseridos seguindo critérios geométricos e tratados usando o modelo de equitacao.

3.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) unidimensional de
hidrogénio (*H) e bidimensional COSY foram obtidos em um espectrometro Bruker AVANCE

DPX 300, localizado no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonincia Magnética
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Nuclear (CENAUREMN), a 300 MHz para o nucleo de 'H, utilizando cloroférmio e DMSO
deuterados como solvente e tetrametilsilano (TMS) como padrao de referéncia. Os espectros de
RMN unidimensional de carbono ('3C) e bidimensional HSQC foram obtidos em um
espectrometro Carver BS00 Bruker Avance III HD, localizado na Universidade de Illinois
Urbana-Champaign, a 500 MHz para o nucleo de '*C, utilizando cloroférmio deuterado como
solvente e tetrametilsilano (TMS) como padrao de referéncia. Realizou-se o processamento dos
espectros através do software MestreNova da Mestrelab research S.L. Os experimentos na

Universidade de Illinois Urbana-Champaign, nos Estados Unidos, foram realizados pelo Dr

Adolfo 1. B. Romo.

3.6 Espectrometria de massas

Os espectros de massa foram obtidos em metanol em um equipamento Waters Q-
TOF Ultima ESI com ionizagdo por elétron spray HRESI (High Resolution Electrospray
ionization) no modo de ions positivos, localizado na universidade de Illinois, em Urbana-
Champaign, EUA. A voltagem capilar foi calibrada em +3,5 kV, o fluxo de gds N> em 5 L min™!
a 300 °C e o gas nebulizador a 30 psi. Os experimentos na Universidade de Illinois Urbana-

Champaign, nos Estados Unidos, foram realizados pelo Dr. Adolfo 1. B. Romo.

3.7 Espectros eletronicos de absor¢ao nas regioes do ultravioleta e visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos de absor¢ao nas regides do UV-Vis foram obtidos em um
equipamento UV-Vis-NIR Cary 5000 Varian utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de
caminho Optico. As medidas das absorbéancias foram efetuadas por meio de leitura direta dos

espectros usando-se, como branco, o respectivo solvente.

3.8 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IV)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos a partir de
amostras dispersas em pastilhas de brometo de potassio (KBr), utilizando-se um
espectrofotometro de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da ABB Bomem

FTLA 2000-102 com janela espectral de 400 a 4000 cm™'.

3.9 Estudo teorico

Os calculos apresentados neste estudo foram realizados pelo Professor Tércio de

Freitas Paulo utilizando a teoria do funcional da densidade (DFT, density funcional theory).
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Todos os céalculos foram processados com o conjunto de programas Gaussian 167°. As
geometrias no estado fundamental foram otimizadas por DFT com o funcional hibrido B3LYP
(correlagdo de troca corrigida pelo gradiente de Becke em conjunto com o funcional de
correlagdo Lee-Yang-Parr com trés parametros). Para o ligante fen-Bz-Sme, foi empregado o
conjunto de bases 6-311++G(d,p). As andlises de frequéncia vibracional foram realizadas ndo
sendo determinadas frequéncias imagindarias, confirmando, assim, a obten¢cdo de que as
moléculas estdo em um minimo de energia potencial. A fim de se obter maior concordancia
entre os resultados experimentais e tedricos foi utilizado um fator de correcao de 0,9679 para
os nimeros de onda calculados, considerando o nivel de teoria utilizado®’. Para considerar o
efeito do solvente, no caso do metanol, aplicou-se o modelo de solvatacao implicita que usa o
formalismo de equacdes integrais para o método de polarizacdo continua (IEF-PCM,
Polarizable Continuum Model (PCM) using the integral equation formalism variant)®'. A partir
das estruturas otimizadas, as energias das transi¢des foram determinadas usando a extensao da
DFT dependente do tempo utilizando a aproximagio de Tamm-Dancoff (TDA-DFT)’® 78
usando os conjuntos misto de bases mencionados acima e o funcional corrigido de longo
alcance ®B97X-D.2! Para extrair os dados dos arquivos de saida dos calculas, utilizou-se o

programa gaussSum e multwtn.

3.10 Condutimetria

As medidas de condutividade molar foram obtidas utilizando o equipamento
QUIMIS modelo Q795M2. As medidas foram realizadas em acetonitrila com controle de
temperatura. O valor de condutividade molar foi obtido a partir da média dos valores obtidos

para as concentragdes de 1,0; 0,5 € 0,25 mmol L.

3.11 Medidas eletroquimicas

A caracterizacao eletroquimica dos compostos sintetizados foi realizada utilizando-
se um sistema eletroquimico potenciostato/galvanostato BAS Epsilon E2 818, a temperatura
ambiente, utilizando uma célula convencional de trés eletrodos, sendo fio de Pt, Ag/AgCl (Bas,
KC10,5 mol L) e carbono vitreo ou ouro como eletrodos auxiliar, de referéncia e de trabalho,
respectivamente. O eletrodo de carbono foi submetido a um processo de polimento com alumina
e lavado com agua destila, antes da leitura. Para o eletrodo de ouro, o procedimento de limpeza
envolveu etapas quimicas e fisicas na seguinte ordem de execugao: (i) imersao do eletrodo em

solucdo “piranha” (3x H2SO4 / 1x H202) por 120 segundos; (ii) polimento em alumina seguido
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de lavagem com 4gua destilada; (iii) varreduras ciclicas (20 ciclosa 0,5 Vs~!)de —0,4 a —1,8
V em solucdo 0,5 mol L™! de KOH e (iv) varreduras ciclicas (50 ciclos a 0,5 V s™') de —0,4 a
1,8 V em meio 4cido, H2SO4 0,5 mol L', a fim de proporcionar uma superficie
morfologicamente reprodutivel. As medidas eletroquimicas com carbono vitreo foram
realizadas em acetonitrila contendo tetrabutilamoénio hexafluorofosfato (TBAPFs, 0,1 mol L™).
Utilizou-se ferroceno como padrido de corre¢do de potencial, o par redox ferroceno (Fc**)
apresentou potencial de meia-onda (E12) de 0,52 V vs Ag/AgCl. As medidas eletroquimicas

com eletrodo de ouro foram realizadas utilizando-se, como eletrdlito suporte, uma solugdo 0,1

mol L' de cloreto de potassio (KCI) em agua.

3.12 Ressonincia de plasmons de superficie (SPR — Surface Plasmon Resonance)

O estudo de variagdo de massa durante 0 monitoramento do processo de adsor¢ao
do complexo de Cu(II) foi realizado por ressonancia de plasmons de superficie (SPR — Surface
Plasmon Resonance). Foi utilizado um equipamento da AUTOLAB, modelo ESPRIT Eco
Chemie B. V., Ultrech, Netherlands e discos de ouro de 25 mm de diametro ¢ 48 nm de

espessura sobre base de vidro BK7®. Utilizou-se 4gua com solvente para as medidas realizadas.

3.13 Interacdo com DNA

3.13.1 Titulagcdo de DNA (monitorado por espectroscopia de absor¢ao eletronica)

Foi realizado uma titulacao espectrofotométrica de uma solugdo do ion complexo
de cobre com DNA — Calf - Thymus (DNA - ct) em uma faixa de 200 a 600 nm, com a finalidade
de verificar a interagdo do complexo com o DNA. As medidas foram realizadas em
concentracio constante de complexo (0,4 pmol L') com sucessivas adicdes de uma
concentragio 10 mmol L' de CT-DNA em tampdo PBS, pH = 7,4. As variag¢des de absorbancia
em bandas associadas as transi¢oes intraligantes foram registradas e corrigidas pela absorbancia
de DNA em 260 nm. A andlise dos dados da titulagdo permite o célculo da constante de ligagao
intrinseca (Kp) entre o complexo e o DNA (Equagdo 7)’%. A constante K, mede a forca de
ligagcdo do complexo ao DNA e nos permite comparar, quantitativamente, diferentes complexos

e estimar os principais tipos de interagao que ocorrem.

[DNA] _ [DNA] 1
(€a—¢b) (ep—€f)  Kp(ep—ef)

(7
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Onde ¢f, €a € &, representam, respectivamente, os coeficientes de extingdo molar

para o complexo livre, para cada adigdo de DNA e para o complexo totalmente ligado.

3.13.2 Estudo de intercalacdo com brometo de etidio (EB)

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando um Fluorimetro modelo
QM-40 (PTI). A uma cubeta foram adicionados 2 mL do tampdo PBS 2 mmol L!, pH 7,4,
contendo 4 pmol L' de brometo de etidio (EB) com 11,4 pmol L' de CT-DNA.
Posteriormente, foram realizadas adigdes sucessivas de 22,4 pL de uma solugdo 0,35 mmol L'
do complexo. Com a finalidade de calcular a supressao de fluorescéncia, foi utilizada a relagao

de Stern-Volmer (Equacio 8)”".
I
TO =1+ K, [Q] €))

No qual I, e I sdo as intensidades de emissdo na auséncia e presenga do supressor
(complexo), respectivamente, Ky ¢ a constante de supressdo de Stern-Volmer e [Q] ¢ a

concentra¢ao do supressor.

3.13.3 Ensaios de clivagem com o plasmideo pBR322

Os estudos de clivagem do DNA plasmidial superenovelado pBR322 foram
realizados empregando a técnica de eletroforese em gel de agarose. As solugdes do ion
complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NOs)]" (concentragdes 60 — 240 umol L) foram adicionadas a
solugdo contendo o DNA (20 umol L' em pares de base) em tampdo tris-HCI, pH = 8)
permanecendo incubados por 2 horas em trés condicdes a saber: ) DNA + complexo; 1) DNA
+ complexo + H20: (concentragio de 530 pmol L™); IIT) DNA + complexo + Acido Ascorbico
(concentragdo de 530 umol L!). Com o intuito de estudar a natureza das espécies reativas de
oxigénio responsaveis pela clivagem do DNA, foram utilizados os seguintes sequestradores de
espécies radicais: catalase (100 pg mL™"), D-manitol (50 mmol L™') e superoxido dismutase
(SOD) (100 pug mL™!) para H,O,, HO", O™, respectivamente. Ao término do periodo de
incubagdo, as reagdes foram interrompidas pela adi¢ao de 5 uL de tampao de corrida Loadding
Buffer 5X concentrado (EDTA 0,25 mol L', glicerol 50% e azul de bromofenol 0,01%, pH
8,0). O padrdo de bandas foi verificado em gel de agarose (0,8 %) com tampao TAE, pH 8,0,

coradas com GelRedTM e realizada a eletroforese a voltagem constante de 70 mV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Espectroscopia de RMN

Os espectros RMN de 'H em CDCl; dos compostos fen-CHO e fen-Bz-Sme
encontram-se ilustrados na Figura 10. As Figuras 11, 12 e 13 ilustram os espectros COSY (do
inglés, Correlation Spectroscopy), *C e HSQC (do inglés, Heteronuclear single quantum
coherence spectroscopy) do composto fen-Bz-Sme em CDCls.

As Tabelas 1 e 2 resumem os valores de deslocamentos quimicos observados nos
espectros RMN de 'H e 13C, respectivamente.

Figura 10 - Espectros de RMN 'H a 300 MHz em CDClI; para os compostos 1,10-fenantrolina-
4-carbaldeido (A) e (E)-N-(4-(metiltio)fenil)-1-(1,10-fenantrolin-5-il)metanimina (B).

Fonte: Autor
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Tabela 1 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H dos compostos fen-CHO e fen-Bz-Sme em

CDCls.
e CHO Valores de referéncia’® para o BSime
o composto fen-CHO

H
1 9,46 (d, 1H) 9,47 (d, 1H) 9,33 (d, 1H)
10 9,22 (dd, 1H) 9,28 (dd, 1H) 9,24 (dd, 1H)
13 10,58 (s, 1H) 10,65 (s, 1H) 9,22 (s, 1H)
5 9,00 (d, 1H) 9,01 (d, 1H) 8,87 (d, 1H)
8 8,28 (dd, 1H) 8,41 (dd, 1H) 8,30 (dd, 1H)
2 7,99 (d, 1H) 8,01 (d, 1H) 8,17 (d, 1H)
6 7,96 (d, 1H) 7,98 (d, 1H) 7,93 (d, 1H)
9 7,68 (dd, 1H) 7,70 (dd, 1H) 7,69 (dd, 1H)
15 * * 7,36 (d, 2H)
16 * * 7,35 (d, 2H)
18 * * 2,55 (s, 3H)

Fonte: Autor

No espectro de RMN 'H do composto precursor, é possivel observar um sinal em

10,58 ppm caracteristico de hidrogénios de grupos aldeido, os quais experimentam um forte

efeito retirador de elétrons’®. No espectro do ligante fen-Bz-Sme, por sua vez, esse sinal

desaparece enquanto surge um novo sinal referente ao hidrogénio iminico (singleto em 9,22

ppm). A substitui¢ao do grupo C=0 por um grupo C=N justifica a mudanga de sinal para uma

regido de menor deslocamento quimico, visto que este grupo possui menor efeito retirador de

elétrons’8#2, J4 os deslocamentos quimicos caracteristicos® de hidrogénios ligados a carbono

aromatico sp? foram observados na faixa de 9,2 a 7,0 ppm. Além disso, observa-se a correlacio
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entre os hidrogénios (1 € 2); (3 e 4) e (7, 6 e 5) no espectro COSY 'H -'H do composto fen-Bz-

Sme (Figura 11) dando suporte as atribui¢des resumidas na Tabela 2.

Figura 11 - Espectros de RMN bidimensional COSY 'H-'H a 300 MHz em CDClI; para o

composto fen-Bz-Sme.
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Figura 12 - Espectro de RMN *C a 300 MHz em CDCl; para o composto fen-Bz-Sme, nas

regioes de 158 — 120 ppm e 18 — 14 ppm

18

ln—J‘d. J.MJJ\

158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 18
& (ppm)

Fonte: Autor



36

Tabela 2 - Deslocamentos quimicos de RMN *C do composto fen-Bz-Sme em CDCls.

BC & C (ppm) e & 3C (ppm)
13 156,34 3 128,30

1 150,69 6 127,71

10 150,19 15 127,44
14 148,47 4 126,36
12 147,24 9 123,44

11 146,31 2 122,66

17 138,81 5 122,23

7 137,88 16 121,76

8 135,91 18 16,09

Fonte: Autor

Os deslocamentos quimicos caracteristicos de carbono aromatico sp? sdo
normalmente observados®® na faixa de 110 a 175 ppm, enquanto os deslocamentos de carbonos
sp’ sdo observados entre 8 a 30 ppm. No espectro HSQC (Figura 13), foi possivel observar a
relagdo entre os hidrogénios e os carbonos hidrogenados permitindo a atribuicdo. Nesse
contexto, os deslocamentos quimicos e as multiplicidades dos sinais sdo correspondentes as
estruturas e consistentes com os dados apresentados na literatura, indicando que os compostos

de interesse foram obtidos.
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Figura 13 - Espectro de RMN bidimensional HSQC para o composto fen-Bz-Sme em
CDCls.
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Fonte: Autor

Os deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN apresentados acima
sdo consistentes com o isolamento da base de Schiff fen-Bz-Sme. A fim de melhor elucidagao

da estrutura do composto, foi realizado espectroscopia de massas.

4.2 Espectroscopia de massas

O espectro de massas do composto fen-Bz-Sme encontra-se ilustrado na Figura 14,

utilizando metanol como fase moével.

& (ppm)



38

Figura 14 - Espectro de massas obtido para o composto fen-Bz-Sme utilizando
metanol como fase mével.
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Fonte: Autor

O espectro de massas do composto fen-Bz-Sme (Figura 14) apresentou o pico do
ion molecular (M+) em 330.1065. Com a hidrolise da base de Schiff € possivel observar o pico
base em 209,0717, sendo atribuido ao fragmento da molécula fen-CHO. Foram observados,
também, outros picos em 181,0768 e 140,0538 que foram atribuidos aos compostos 1,10-

fenantrolina e 4-(metiltio)anilina, respectivamente.

4.3 Difracao de raios-X de monocristal

A recristalizagdo do ligante fen-Bz-Sme em cloroférmio resultou na formagao de
cristais amarelos passiveis de difragdo por raios-X. A estrutura ORTEP para o ligante ¢
apresentada na Figura 15 com probabilidade de elipsoide de 50%. A representacdo da célula
unitaria ¢ apresentada na Figura 16 e os dados coletados e parametros de refinamento estdo

organizados na Tabela 3.
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Figura 15 - Estrutura ORTEP do monocristal da molécula fen-
Bz-Sme com 50% de probabilidade de elipsoide. Os atomos de
hidrogénios foram omitidos para maior clareza.

Fonte: Autor

Figura 16 - Representacdo da célula unitaria do cristal do
ligante fen-Bz-Sme.

Fonte: Autor

Tabela 3 - Dados cristalograficos da molécula fen-Bz-Sme.

Formula Empirica C20H1sN3S
Massa Molar (g mol™) 329,42
Sistema Cristalino Triclinico

Grupo Espacial (P1(2))
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Comprimentos da Célula (A) a: 7,1127(6); b: 9,6611(7); ¢: 11,6593(9)
Angulos da Célula (°) a: 90,367(3); b: 93,557(4); g: 100,652(4)
Volume da Célula (A) 785,733

z 4

Fonte: Autor

O ligante fen-Bz-Sme cristalizou no sistema triclinico, com grupo espacial P1 (2).
Os dados de distancia de ligagao e de angulos de ligagdo, Tabela 4, obtidos experimentalmente
estdo em consonancia com os valores previstos por DFT a partir da geometria otimizada da

molécula.

Tabela 4 - Comprimentos e angulos de ligacdo selecionados experimentais (Exp.) e tedricos
(Calc.) para o ligante fen-Bz-Sme.

Distancia (A) Angulo (°)

Ligacao Exp. Calc. Ligacao Exp. Calc.
S(1)—CHj; 1,782 1,820 C(6)-S(1)—C(2) 103,9  103,7
S(1)—C(2) 1,760 1,779 C=N-C(9) 118,1  120,6
C(9)-N(1) 1,423 1,402 NC(16)C(17) 122,2  120,6

C(16)=N(14) 1,255 1,278 CON=C(16)C(17) 177,0 176,3
C(16)—-C(17) 1,478 1,472 C(13)C(9)-C=N 48,3 36,3

Fonte: Autor

4.4 Espectroscopia eletronica de absorc¢io nas regides do UV-vis

4.4.1 Ligante fen-Bz-Sme
Os espectros experimental e tedrico de absorcdo eletronica nas regides do
ultravioleta e visivel (UV-Vis) do ligante fen-Bz-Sme em metanol encontram-se ilustrados na

Figura 17.
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Figura 17 - Espectros UV-Vis experimental (4,8 x 10~ mol L) (linha preta s6lida) e
teorico (linha vermelha tracejada) da molécula fen-Bz-Sme em metanol. Célculo
realizado em nivel de teoria TDA-DFT/@wB97X-D/6-311++g(d,p). Valores de A(nm) e €
(L mol! cm™) foram plotados abaixo.
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Fonte: Autor

r

O perfil de absor¢des observado para o ligante fen-Bz-Sme ¢ compativel com
sistemas aromdticos polinucleares altamente conjugados®’. O espectro UV-Vis experimental
apresenta cinco bandas em 378, 305, 286, 232 e 207 nm (Figura 17) que, comparado ao espectro

calculado, mostra uma boa concordancia.



42

Para avaliacdo da natureza das transigoes, utilizou-se a localizagdo dos orbitais
naturais de transicdo (NTO), conforme os dados apresentados na Tabela 8. As trés bandas de
maiores energias no espectro experimental sdo atribuidas as transigdes localmente excitadas
(LE), majoritariamente no fragmento fenantrolinico. A banda de menor energia, em 376 nm,
apresenta um carater de transferéncia de carga intramolecular (TCI) com a densidade eletronica
sendo transferida do fragmento metil-tiobenzeno para o grupo fenantrolinico da molécula. O
espectro tedrico apresenta, ainda, uma banda de baixa intensidade em 320 nm atribuida a uma

transi¢ao do tipo LE localizada sobre toda a molécula.

Tabela 5 - Valores de comprimentos de onda (A, em nm), constante de for¢a do oscilador (f),
contribuicdo majoritaria (percentual entre parénteses), isosuperficies dos orbitais naturais de
transi¢do (NTO), percentual de contribuicdo e carater da transicao.

A (nm)

f ;l::n;(ax NT O NT O (((j);ll)ltrlb.
Maior Contrib. P- Aceptor Doador )
° (nm) Carater
(%)
[ ¥ o
() o
342 \ , ) 899
S1 0.8721 376 ., x ’
.9 ° TCI
H—-L (70%) "‘... o> e
287
0.2106
H-2—L(26%) 70%
S Haora 320 LE
(16%)
252
0.6264 57%
Ss  H-2—L(22%) 286 LE
H-2—L+1 Fen
(24%)
(2)058234 48%
Sis Hol >L42 232 Il;fn
(32%)
03547 38%
S29 H-8—L+1 <206 LE
Fen

(18%)
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Fonte: Autor H: HOMO; L: LUMO; TCI Transferéncia de carga intramolecular; LE: Localmente excitada
4.4.2 Complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)](NO3)]*

Os espectros UV-Vis do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]" (preto) e do
ligante fen-Bz-Sme (vermelho) em acetonitrila respectivamente, encontram-se ilustrados na
Figura 18.

Figura 18 - Espectros UV-Vis do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)»(NO3)]" (7,8 x 107
mol L) (linha preta) e da molécula fen-Bz-Sme (6,7 x 10~ mol L) (linha vermelha)
em acetonitrila.
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Fonte: Autor

Comparando os espectros do complexo (linha preta) com o do ligante (linha
vermelha), € possivel observar mudancas indicativas de coordenacdo. As bandas em regides
mais energéticas, com maximo em 266 nm (€max, 19969 L mol™! cm™) e 375 nm (max, 6042 L
mol™! em™) no espectro do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]*, sdo observadas, também,
no espectro do ligante fen-Bz-Sme, sendo atribuidas, portanto, as transi¢des internas dos
ligantes. J4 a banda menos energética observada com maximo em 502 nm (emax, 2864 L mol™!
cm™!) no espectro do ion complexo, ¢ atribuida a uma transi¢dio de transferéncia de carga do
ligante para o metal (LMCT), valores semelhantes foram reportados na literatura para
compostos de Cu(Il) coordenados a ligantes derivados da fenantrolina . Além disso,

84-86

diversos complexos de Cu(Il) descritos na literatura exibem uma banda ampla e de baixa
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intensidade (¢ = 10 a 10> mol™' L cm™!) em uma regiio menos energética (<700 nm) devido ao
efeito Jahn-Teller®”. No entanto, no caso do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]", essa
banda caracteristica nao pdde ser observada, provavelmente devido ao alargamento da banda

com pico em 502 nm.

4.5 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

O espectro vibracional na regido do infravermelho do complexo [Cu(fen-Bz-

Sme)>(NO3)](NOs) foi investigado na regido de 400 a 4000 cm™ (Figura 19).

Figura 19 - Espectro vibracional na regido do infravermelho em pastilha de KBr para o
complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)](NO3) (preto) e do ligante fen-Bz-Sme (vermelho).
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Fonte: Autor

O espectro vibracional do complexo apresenta as seguintes bandas (Tabela 6), cujas
atribuicdes foram baseadas em trabalhos reportados na literatura®>3%%
Tabela 6: Atribuigdo de sinais dos modos vibracionais do espectro infravermelho para o

complexo [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)](NO3)

Numero de onda cm’! Atribuicdes

2994 a 2904 v C-H alifatico da molécula orgénica
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1623 v C=C dos anéis aromaticos

1593 v C=N das iminas e dos anéis piridinicos
1388 v N=0 do contra ion NO3"

1091 6 C-H no plano

1018 6 C-H fora do plano

956 v C-C simétricos do anel benzénico
819 0 C-H fora do plano

Dentre as bandas observadas é possivel destacar os v C=C (1623 cm™) e v C=N
(1593 cm™) que sdo comumente observados, nessa regido, em complexos de cobre contendo
ligantes derivados da fenantrolina®’®. Além disso, é possivel observar uma banda de alta

intensidade em 1388 cm™! muito caracteristica de complexos com NOs %,

4.6 Condutimetria

De acordo com a literatura®, complexos de cobre(Il) com ligantes fenantrolinicos
apresentam um quinto ligante quando em solug¢do, sendo este uma molécula do solvente ou um
contra ion. Visando observar se esse fendmeno também ocorre no complexo estudado, foram
medidos os valores de condutividade molar em acetonitrila a 24°C. O resultado obtido para a
condutividade molar (Am) do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]" foi de 116,7 Q! cm? mol
!, Tal valor é indicativo de proporgdo 1:1 conforme dados de referéncia®’ (120-160 Q' cm? mol-

1 confirmando, assim, a coordenacio de um ion NOs™ ao centro metalico.

4.7 Caracterizacao eletroquimica

Os estudos eletroquimicos do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)]" foram

realizados por meio da técnica de voltametria ciclica e encontra-se ilustrado na Figura 20.
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Figura 20 - Voltamograma ciclico de um eletrodo de carbono vitreo a 100 mV s
! em acetonitrila contendo TBA PFs 0,1 mol L! e o ion complexo [Cu(fen-Bz-
Sme)>(NO3)]".

I2:
10+
g
64
4]

corrente (nA)

-8 Y T T T v T T T T 1

-0,2 0,0 0,2 0.4 0.6 0.8
potencial, V vs Ag/AgCl

Fonte: Autor

O voltamograma ilustrado na Figura 20 apresentou uma onda atribuida ao par redox
[Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]*/ [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)]° com potencial de meia-onda (Ei2) em
0,35 V vs Ag/AgCl. A diferenca entre os potenciais de pico anodico e catodico (AE,) foi de 70
mV enquanto a razdo entre as correntes de pico catddica e anddica (Ipe/ Ipa) indicando se tratar

de um sistema quasi-reversivel.

4.8 Caracterizaciio eletroquimica do eletrodo de ouro modificado com o ion complexo

[Cu(fen-Bz-Sme)(NO3)]*

4.8.1 Voltametria ciclica
A Figura 21 ilustra o voltamograma ciclico do eletrodo de ouro obtido em solugado

de KC10,1 mol L' ap4s modificagio com o ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]*
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Figura 21 - Voltamograma ciclico a 75 mV s™!' do eletrodo de ouro em KCI

0,1 mol L ! apds 2 h de imersdo em uma solugdo 1,0 mmol L' do ion
complexo [Cu(fen-Bz-Sme),(NO3)]".

4

corrente (uA)

-6 T T T T T T T ¥ T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0.6 0.8

Potencial, V vs Ag/AgCl

Fonte: Autor

A observagdo das ondas de oxidacdo (Epa = 0,54 V) e redugdo (Epc = 0,13 V)
atribuidas ao processo redox Cu'"! indica que o composto se encontra, efetivamente, adsorvido
sobre o eletrodo. A fim de confirmar se o processo redox observado ocorria somente na
superficie do eletrodo foram realizados voltamogramas em diferentes velocidades de varredura
de potencial (Figura 22). O grafico de corrente catddica vs velocidade de varredura encontra-

se ilustrado na Figura 23.



Figura 22 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo de ouro modificado com o ion
complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NO3)]" em KCI 0,1 mol L' em diferentes
velocidades de varredura. Pt e Ag/AgCl foram usados como eletrodos auxiliar e
de referéncia, respectivamente.
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Figura 7 - Grafico de corrente versus velocidade de varredura obtidos a partir
dos voltamogramas ciclicos ilustrados na Figura 22.
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E possivel observar uma relagio linear no grafico de corrente versus velocidade de
varredura, indicativo de que o processo redox esta confinado na superficie do eletrodo’!. Este
resultado sugere fortemente que o composto passou por um processo de adsor¢ao na superficie
de ouro. Com o intuito de explorar ainda mais a capacidade intrinseca desse composto em se
adsorver em superficies de ouro, especialmente considerando a perspectiva de futuros
experimentos nos quais o composto estard ancorado nessa superficie, realizou-se o experimento

de ressonancia de plasmons de superficie (SPR).

4.8.2 Estudo gravimétrico da adsor¢io do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme):(NO3)]* sobre
ouro

O monitoramento da adsor¢do do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)>(NOs)]" foi
realizado por ressondncia de plasmons de superficie (SPR). A Figura 24 apresenta um

sensorgrama com a varia¢ao de angulo SPR (0) em funcdo do tempo.

Figura 24 - Variagao de angulo SPR em fung¢do do tempo durante a adsor¢ao do ion
complexo [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)]" sobre ouro em agua. No qual “*” indica o
momento da adi¢do da solu¢do do complexo e “#” indica 0 momento da lavagem.

os

=\ 1 S S
N2 s
- \5—@—N\ \_¢N"—Cu‘~,§\
0 7 A

200 +

-200 -
~400 -

-600

lo SPR (m®6)

-800 H

angu

H,0/CH,CN

A

-1000 +

-1200 +

-1400

' T T v T T T v T : T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
tempo (s)

Fonte: Autor

Ap6s estabilizacdo do sinal SPR (t = 50 s), foi injetada uma solucao de acetonitrila,

de concentragdo 3,1 pmol L', contendo o ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)]". A mudanca
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brusca de sinal SPR nesse ponto se deve tanto @ mudancga de solvente (nigua = 1,333 € Nacetonitrila
= 1,344) como a interagdo do composto a superficie do disco. Em seguida, foi observado um
aumento gradual durante 250 s quando, entdo, procedeu-se a lavagem com acetonitrila e agua
a fim de remover moléculas fracamente adsorvidas. A variacao de angulo SPR apds lavagem
(em relagdo a linha de base) foi de 938,72 m°. A partir da relagdo®® 122 m°® — 1,0 ng mm2,
determinou-se a densidade de massa adsorvida do complexo 7,69 ng mm~ que corresponde a
9,82 x 107" mol cm=. Dessa forma, no contexto das perspectivas futuras, a promissora
conjuntura destes resultados delineia um caminho propicio para avancos inovadores em
aplicagdes cientificas e tecnologicas. Considerando a capacidade do composto em se adsorver
em superficies de ouro, visualiza-se o potencial emprego desse complexo em um eletrodo de
ouro conectado a um catodo. Essa estratégia inovadora permitiria que médicos direcionassem
esse eletrodo ao tumor, aplicando potencial no local desejado para gerar espécies reativas de
oxigénio de maneira localizada. Esta abordagem, além de minimizar efeitos colaterais
indesejados, pode potencializar a eficacia do tratamento, representando um avango significativo

em dire¢do a terapias mais precisas e eficientes.

4.9 Estudo de interagio do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)]" com DNA
4.9.1 Estudo de constante de afinidade do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme):(NO3)]" com
DNA

A interacdo de um complexo com DNA pode ocorrer por diferentes maneiras.
Dependendo do tipo de interacdo, ¢ possivel observar alteracdes no coeficiente de absor¢ao
molar (g) de absor¢des resultantes de transi¢des eletronicas no complexo®**. De fato, ¢é
reportado na literatura a interagdo significativa entre DNA e complexos de cobre que contém

ligantes derivados da fenantrolina®>%%%>

sendo esta ocorrendo por meio de intercalagdao e/ou
interacao com os sulcos do DNA. Para estudar a interagdo do DNA com o complexo de cobre
estudado neste trabalho, realizou-se a titulagdo espectrofotométrica de uma solugdo aquosa,
com menos de 5% de DMSO, do complexo com DNA. O monitoramento foi realizado através
das mudancas na banda intraligante observada em 270 nm. Os espectros obtidos encontram-se

ilustrados na Figura 25.
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Figura 25 - Titulagdo espectrofotométrica de uma solugdo 4,4 x 10° mol L' do fon
complexo [Cu(fen-Bz-Sme)2(NO3)]" com adi¢des sucessivas de 50 pL de DNA (4,5 x 10
3mol L.
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1,54 | 300
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© — 400
1,0 - 20 260 280 300 320
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comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor

A titulagdo da solugdo do ion complexo [Cu(fen-Bz-Sme)(NOs3)]" com DNA
resultou em uma diminuicdo na intensidade da banda em 270 nm (hipocromismo) e um
deslocamento do maximo de absor¢do para 264 nm (hipsocromismo). De acordo com a
literatura, essas mudancas indicam que o composto pode esta interagindo por intercalacdo e por
interagio com os sulcos”?*7. A fim de realizar uma analise quantitativa dessa intera¢io,
calculou-se a constante de afinidade (Ky), utilizando a equagdo proposta por Schmechel e
Crothers®® (Equacio 7). O valor calculado para Ky, foi de 8,73 (£0,34) mol L™ x 10°. Na Tabela
7 tem-se diferentes complexos de cobre citados na literatura com suas respectivas constantes

de ligacao.

Tabela 7 - Constantes de ligagdo ao DNA (Ky) para diferentes complexos metélicos de cobre.

Complexo Geometria Kb (mol L) Referéncia
Piramidal quadrada
[Cu(fen-Bz-SMe)2(NO3)]* ‘ ‘ 8,73x 10° Este trabalho
distorcida

[Cu(phen),]** Quadrado planar 2.72 x 10° 9
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[Cu(dpq)2]** Quadrado planar 4.51 x 10* 9
[Cu(dppz)2(C1)]* Piramidal quadrada 5,11 x 10* 9
[Cu(sal)(5,6-dmp)]* Piramidal quadrada 4.22 x 10* 100
[Cu(sal)(3,4,7,8-tmp)]" Piramidal quadrada 5.13 x 10* 100
Piramidal quadrada
[Cu(3,5-diCl-salo)(phen)] * ' ‘ 7.23 x 10° 1ot
distorcida
. . Piramidal quadrada
[Cu(3,5-diCl-salo)(bipy)] * 1.06 x 10° 101
distorcida
Tetraédrico
[Cu(PPhs)2(dppz)]” . . 1,80 x 10* 88
distorcido
Tetraédrico
[Cu(PPhs)2(dppme)]* o 1,85 x 10° 88
distorcido

Fonte: Autor. Abreviagdes: phen = 1,10-fenantrolina; dpq = dipirido[3,2-d:2" ,3’ -f]quinoxalina; dppz =
dipirido[3,2-a:2",3" -c]fenazina; sal = Salicilaldeido; 5,6-dmp = dmp = 5,6- dimetil-1,10-fenantrolina; 3,4,7,8-tmp
= 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina; 3,5—diCl-salo = 3,5—dicloro—salicilaradeido; bipy = 2,2’ -bipiridina; dppme
= éster metilico do acido dipirido[3,2-a:2’,3'-c]fenazina-11-carboxilico; PPhs = trifenilfosfina.

Diversos fatores podem influenciar na forma de interagdo dos complexos com o
DNA’"1% citando-se, dentre outros, as geometrias dos compostos. Como observado na Tabela
6, complexos com geometria planar apresentam um constante de afinidade de magnitude 10°,
enquanto aqueles com geometria tetraédrica (distorcida ou ndo) apresentam constantes de
afinidade na faixa de 10* a 10°. Diversos estudos sugerem que o ion complexo [Cu(phen),]**
interage com o DNA, preferencialmente, no sulco menor, com intercalacdo parcial entre os

971027104 Gupta e colaboradores” observaram que o fon complexo

pares de bases
[Cu(dppz)2(Cl)]" exibe capacidade significativa de intercalagdo de DNA no sulco maior e
atribuiram essa propriedade a porcdo aromatica estendida. Desta forma, o elevado valor
observado para o ion complexo [Cu(fen-Bz-SMe)>(NOs3)]" pode estar associado a uma
intercalagdo no sulco maior do DNA através da por¢ao aromatica do ligante fen-Bz-SMe. Com

intuito de averiguar essa hipotese, realizou-se um estudo de competicdo com o brometo de

etidio (BE), um conhecido agente intercalador!®> do DNA.

4.9.2 Estudo de competi¢do com brometo de etidio (EB)
O composto brometo de etidio (BE) ¢ conhecido por interagir com o DNA por

intercalagdo através de empilhamentos & entre os anéis aromaticos e as bases nitrogenadas do
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DNA'. A intensificagdo de fluorescéncia desse composto apés intercalagdio com DNA tem
permitido sua ampla utilizagdo como molécula de prova. Tipicamente, sdo realizados
experimentos de competicdo em que se avalia a capacidade de uma determinada molécula de
deslocar o composto BE do DNA. Ocorrendo o deslocamento, ha uma diminuicao de
fluorescéncia passivel de mensuracdo. Esse principio foi adotado no estudo de intercalagdo do
ion complexo [Cu(fen-Bz-SMe)>(NO3)]". A Figura 26 ilustra os espectros de fluorescéncia
obtidos durante adigdes sucessivas de uma solu¢ao do complexo a uma solu¢ao contendo o

aduto DNA calf thymus -EB.

Figura 26 - Espectros de fluorescéncia de BE (Aexc = 480 nm) na presenca de DNA-
ct com adi¢des sucessivas de 5,6 pL de uma solugio 0,35 mmol L' do ion complexo

[Cu(fen-Bz-SMe)>(NOs)]* em tampio PBS 2 mmol L (pH 7.4).
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A banda com maximo em 600 nm ¢ atribuida ao composto EB intercalado no
DNA'%. A medida em que sdo adicionadas aliquotas da solu¢io do ion complexo de cobre, a
emissdo dessa banda ¢ suprimida ao mesmo tempo em que se observa um deslocamento para
regides de maiores energias. A supressao de emissao ¢ atribuida ao deslocamento das moléculas
de EB pelas do ion complexo. A constante de Stern-Volmer'%, Ky, (Equacio 8), permite
quantificar a supressao do composto EB e, consequentemente, estimar a intercalagdo do

complexo no DNA.

Io
1 =1+ K, [Q] 3
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Onde [, e I sdo as intensidades de emissdo na auséncia e presenga do supressor
(complexo), respectivamente, Ky ¢ a constante de supressdao de Stern-Volmer e [Q] ¢ a
concentracdo do supressor (o ion complexo no sistema estudado). A Figura 27 ilustra
graficamente Io/I vs [Complexo] (umol L), podendo-se obter K a partir do coeficiente

angular da reta formada.

Figura 27 — Gréfico de Io/I vs [complexo] (umol L") com R? = 0,98333.
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Fonte: Autor

O valor obtido para a constante de Stern-Volmer para o ion complexo [Cu(fen-Bz-
SMe)2(NO3)]" foi de 4,2 x 10*. Valores na ordem de grandeza de 10* — 10° sdo considerados
altos'%’, indicando que o composto em estudo é capaz de interagir com o DNA por meio de
intercalagdo. O valor calculado ¢ comparéavel a valores reportados para complexos de cobre
similares!?"%¢ tais como [Cu(PPhs)2(dppz)]* (2,3 x 10°) e [Cu(3,5-diCl-salo)(phen)]* (9,9 x
10%). A presenca do quinto ligante induz uma distor¢io na geometria do composto, resultando
em uma menor capacidade de intercalagdo®’, como pode ser observado nos complexos [Cu(3,5-
diCl-salo)(phen)]" (9,9 x 10°) e [Cu(3,5-diCl-salo)(bpy)]+ (1.32 x 10%) 1°!. No entanto, esses
compostos exibem um valor de Kp, da ordem de 10° (Tabela 6) indicando que, mesmo com a
diminui¢do da capacidade de intercalagdo, ainda ocorre uma forte interacdo com o DNA. Esse
processo ocorre, possivelmente, com o sulco maior do DNA, sendo est4 a proposta de interagao

entre as moléculas de DNA e do composto em estudo. Apds a investigagao da interacao do ion
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complexo [Cu(fen-Bz-SMe)>(NOs)]*, foi realizado um estudo de mobilidade em gel por

eletroforese para avaliar a capacidade dessa espécie em degradar o DNA.

4.10 Ensaios de clivagem do DNA por eletroforese em gel de agarose

Foram conduzidos estudos de eletroforese em gel de agarose para analisar a
degradagdo do DNA plasmidial pPBR322 com o complexo metélico na presenca e auséncia de
peréxido de hidrogénio (H202). O DNA plasmidial pode existir em trés formas diferentes:
Forma I, que ¢ superenovelada e apresenta-se tensionada; Forma II, que ocorre quando uma das
fitas esta quebrada, resultando em uma conformacao relaxada; e Forma III, que ocorre quando
ambas as fitas estdo quebradas, resultando em uma forma linear de fita!®®!®, Sabendo que a
atividade de degradacdo do DNA por complexos de cobre estd associada, em sua grande
maioria, a produ¢io de EROs*!*>%, A Figura 28 exibe as imagens obtidas por eletroforese

durante o estudo de clivagem do DNA utilizando o ion complexo [Cu(fen-Bz-SMe)2(NO3)]".

Figura 28 - Clivagem do DNA pBR322 (20 umol L) na presenca do complexo [Cu(fen-Bz-
SMe)2(NO3)](NO3) (30 pmol L~!) na auséncia e na presenga de AA e H,0». Pogos 1 e 4: apenas
DNA pBR322. Poco 2: DNA pBR322 + Cu. Poc¢o 3: DNA pBR322+ AA + Cu. Pogo 5: DNA +
H20:z. Pogo 6: DNA + H202 +Cu. *Cu = [Cu(fen-Bz-SMe)2(NO3)]".

Forma 11
Forma II1

Forma I

Pocos

(1) DNA (4) DNA

(2) DNA+Cu (5) DNA + H20:

(3) DNA+AA+Cu | (6) DNA +H:0:+Cu

Fonte: Autor
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Na Figura 28, pode-se observar que ao incubar o ion complexo [Cu(fen-Bz-
SMe)>(NO3)]" com o DNA (pogo 2), ele ndo gera nenhuma alteragdo na forma do DNA em
relagdo ao controle (poco 1), indicando que nao ocorreu clivagem do DNA plasmidial nessas
condig¢des. Todavia, quando ¢ adicionado acido ascorbico (3), observa-se o desaparecimento da
Forma I e o aumento da Forma II, sendo possivel observar um pequeno surgimento da Forma
II1, confirmando que ocorreu a clivagem do DNA. Esse fato pode ser atribuido a geragdo de
EROs que possuem um elevado poder oxidante e sdo capazes de promover a clivagem do
DNA!? Os resultados obtidos indicam a geracio de EROs, no entanto, nio é possivel
determinar por meio desse experimento quais espécies sdo geradas, uma vez que o ion
complexo tem a capacidade de se intercalar ao DNA, ou seja, a geracdo de EROs, se ocorrer,
se da dentro da dupla fita. Essa condigdo implica na dificuldade de detec¢ao dos radicais em

7,111

solucao devido ao tempo de vida muito curto” . Além disso, trabalhos publicados na

literatura®*~2

, indicam que, na presenga de H>O», complexos de cobre(Il) podem experimentar
rea¢des do tipo Fenton'!? produzindo radicais O~ e HO", como explicitado nas Equagdes 9 e

10.

Cu** + H,0, - Cut + O+ 4H" (11)
Cu" + H,0, —» Cu*' + HO" + HO™ (12)

Nesse contexto, ¢ possivel estimar que a clivagem do DNA plasmidial esta
relacionada a geragdo de EROs promovidas pelo ion complexo [Cu(fen-Bz-SMe)>(NO3)]". A
fim de determinar quais sao os radicas gerados e responsaveis por degradar o DNA, € necessario
realizar experimentos, como os de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR), que

permitiriam a detec¢do direta e a identificagdo do radical produzido durante o processo.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo destacam a obtencdo da molécula inédita (E)-N-(4-
(metiltio)fenil)-1-(1,10-fenantrolin-5-il)metanimina (fen-Bz-Sme), cuja caracterizagdo foi
abordada utilizando diversas técnicas analiticas, como espectroscopia na regiao do UV-Vis,
RMN, DRX e EM. A sintese do ligante fen-Bz-Sme, realizada através de uma adigdo
nucleofilica da amina ao carbono da carbonila do aldeido, resultou na formag¢ao do aminoalcool
intermediario, convertido posteriormente a imina apds a eliminagao de 4gua. A conclusdo dessa
etapa de sintese foi confirmada por meio de analises de RMN 'H e '3C, destacando
deslocamentos quimicos especificos e a estrutura cristalina obtida pela difragdo de raios-X, que
revelou caracteristicas como o comprimento da ligacdo C=N e os angulos de ligagdo N=CC.

O estudo prosseguiu com a caracterizagdo do complexo [Cu(fen-Bz-
Sme)2(NO3)|NOs, empregando diversas técnicas, incluindo espectroscopia na regido do UV-
Vis e Infravermelho, condutividade molar, voltametria ciclica em C vitreo e Au, além de SPR.
A comparacao entre os espectros do complexo e do ligante evidenciou mudangas indicativas de
coordenacdo, revelando uma banda em 502 nm atribuida a transi¢do de transferéncia de carga
do ligante para o metal (LMCT)34 86, A confirmacio da adsor¢io do complexo & superficie de
ouro, avaliada por técnicas eletroquimicas, fortalecem a compreensdo das propriedades do
complexo.

Os resultados relativos a interagdo com o DNA demonstraram uma notavel
constante de associacdo (Kp) de 8,73 x 10° mol L™}, indicando uma significativa afinidade entre
o composto e o DNA, sugerindo possiveis interacdes por intercalagdo e sulco maior. A
competicdo com brometo de etidio, apresentou valor de Ky = 4,2 x 10*, um valor considerado
elevado de acordo com a literatura'®’. O experimento de eletroforese corrobora a capacidade de
intercala¢do do complexo, bem como sua habilidade em causar clivagem do DNA pBR322 na
presenca de agentes redutores.

Conclui-se que os estudos revelam o potencial promissor do composto,
evidenciando suas propriedades de adsor¢do em superficies de ouro e sua eficidcia na
degradagdo oxidativa do DNA. Estes resultados, além de contribuirem para a compreensao das
caracteristicas do composto, sugerem aplicagdes futuras em terapias antitumorais, explorando
a possibilidade de direcionar o complexo a tumores utilizando eletrodos de ouro. Essa
abordagem inovadora poderia oferecer um tratamento mais preciso e eficiente, reduzindo

efeitos colaterais e potencializando o impacto terapéutico.
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