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RESUMO

Compostos de coordenacédo de cobre tém sido considerados pecas
fundamentais em processos que envolvem a redugdo de oxigénio molecular,
particularmente com a geragédo de espécies radicalares. Neste trabalho, foram
reunidos resultados obtidos em superficie e em solugdo a fim de obter
informacgdes sobre a espécie reativa de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen
Species) gerada por um composto de coordenagao de cobre(ll) contendo um
derivado tioéter do ligante clip-phen, 1,3-bis(1,10-fenantrolin-2-iloxi)-N-(4-
(metiltio)benzilideno)propan-2-amina (2CP-Bz-SMe). A adsor¢do do complexo
de cobre(ll) sobre superficie de ouro foi realizada de forma espontanea por
simples imersao do substrato metalico em solugdo aquosa do complexo. A
caracterizagao do eletrodo de ouro modificado foi feita por eletroquimica e
espectroscopia Raman de superficie (SERS - Surface Enhanced Raman
Scattering) onde se concluiu que a adsorgao ocorre através do atomo de enxofre
do fragmento tioéter da molécula. Enquanto os resultados de ressonéncia de
plasmons de superficie (SPR — Surface Plasmon Resonance) e eletroquimica
sugeriram a formagao de um intermediario dimérico de Cu(l) contendo oxigénio
molecular como ligante ponte, imagens de microscopia de varredura
eletroquimica (SECM — Scanning Electrochemical Microscopy) indicaram a
geracdo do radical hidroxil, OH*. A captura de spin por ressonancia
paramagnética de elétrons (EPR — Electron Paramagnetic Resonance) e ensaios
de nuclease de DNA, os quais envolveram a utilizagdo de inibidores de ROS,
mostram que a geragao do radical depende da quantidade de oxigénio e H20:.
Assim, é razoavel admitir um mecanismo catalitico envolvendo reag¢des do tipo
Fenton onde o complexo de cobre(ll) é, reduzido a cobre(l). Na presenga de
oxigénio e em meio acido, o composto reduzido € oxidado por H20:2 resultando
na regeneragado do complexo de partida e na formagao do radical OH* que, por
sua vez, deve ser a espécie ROS responsavel pela clivagem do DNA. Os
resultados deste projeto foram apresentados no XVII Brazilian Meeting on

Inorganic Chemistry e estdo em fase final de compilagéo para publicagéo.

Palavras-chave: Compostos de coordenagao. Complexo de cobre. Clip-phen.
Espécies reativas de oxigénio. Reacao Fenton. SECM. SPR.



ABSTRACT

Coordination compounds of copper have been invoked as major actors in
processes involving the reduction of molecular oxygen, mostly with the
generation of radical species whose assignment have so far not been
unanimously addressed. In the present work we have joined results acquired on
surface and solution to get insights on the radical oxygen species (ROS)
generated by a copper(ll) coordination compound containing a thioether clip-
phen derivative, 1,3-bis(1,10-phenanthrolin-2-yloxy)-N-(4-(methylthio) benzyli-
dene)propan-2-amine (2CP-Bz-SMe). The adsorption of the copper(ll) complex
on gold surface was spontaneously by simple immersion of the metallic substrate
in aqueous solution of the complex. The characterization of the modified gold
electrode, which was performed by electrochemistry and surface Raman
spectroscopy (SERS — Surface Enhanced Raman Scattering), indicated that the
adsorption occurs through the sulfur atom of the thioether fragment of the
molecule. While surface plasmon resonance (SPR) and electrochemistry of the
adsorbed complex indicated the formation of a dimeric Cu(l) intermediate
containing molecular oxygen as bridging ligand, scanning electrochemical
microscopy images (SECM) pointed for OH* radical generation. Spin trapping
measurements acquired by electron paramagnetic resonance (EPR) and
nuclease assays run in the presence of radical scavengers, reinforced such
conclusions showing that the radical production is dependent on the amount of
oxygen and H20:2. Therefore, it is reasonable to assume a catalytic mechanism
involving Fenton-like reaction in which the copper(ll) complex is, at first, reduced
to copper(l). Accordingly, in the presence of oxygen and in acid medium, the
reduced compound is oxidized by H20:2 resulting in the recovering of the parent
complex and in the generation of OH* that, in turn, must be the ROS responsible
for the DNA cleavage. The results obtained during the developing of this proposal
were presented at the XVII Brazilian Meeting on Inorganic Chemistry and are in
the final compilation stage for publication in peer-reviewed journal.

Keywords: Coordination compounds. Copper complex. Clip-phen. Reactive

oxygen species (ROS). Fenton-like reaction. SECM. SPR.
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1 INTRODUGAO

O Cancer tem sido objeto de estudo de diferentes areas da ciéncia,
concentrando grande quantidade de esforgos e recursos para o seu tratamento. A
Quimica Medicinal, uma dessas areas, é a parte da quimica que estuda as interagdes
entre compostos sintéticos’ e sistemas bioldgicos, com o objetivo de sintetizar
medicamentos com atividade biologica especifica para uso terapéutico. Com os
avancos cientificos das ultimas décadas sobre o papel e o conhecimento estrutural da
molécula de DNA, foram desenvolvidos agentes sintéticos?* capazes de interromper
ou modificar a replicagdo da dupla fita, principalmente no que diz respeito ao
reconhecimento e a interagdes posteriores. A interacado droga—DNA, que se constitui
na base dos tratamentos quimioterapicos correntes, pode ser classificado em
interagdes com os sulcos maiores e menores do DNAS e reconhecimento da estrutura
do DNA que, por sua vez, pode ocorrer através de ligacdes covalentes com as bases

nitrogenadas, conforme ilustrado na (Figura 1).

Figura 1: A) Estrutura do DNA mostrando os sulcos maiores e menores; b) pares de bases (pb)
nitrogenadas.

I
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1.1 Complexos de cobre com o ligante Clip-phen que interagem com DNA

As diferentes geometrias e numeros de coordenagdo que o cobre apresenta
em seus estados de oxidagao (I) e (ll) ttm sido amplamente estudadas em diferentes
areas da quimica, tais como quimica supramolecular®’, fotoquimica e bioinorganica®.
A Figura 2 ilustra as geometrias quadrado planar e tetraédrica®'® para Cu?* e Cu*,

respectivamente, ambos com numero de coordenagéo igual a quatro.

Figura 2: Geometrias associadas aos estados de oxidagao (I) e (ll) do cobre tetracoordenado.

Cu (1) Cu (D)

< o

D
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-
Z
Z
S
S
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/
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No fim da década de noventa do século passado foi desenvolvida uma familia
de compostos que mimetiza os sitios ativos de proteinas que contém cobre. Destaque
particular tem sido dispensado a complexos de Cu (l) e (Il) com ligantes bis-
fenantrolinicos, denominados “clip-phen”'"12, devido a capacidade do ligante de se
adaptar a mudangas de geometria de acordo com o estado de oxidagado do centro
metalico. Esses ligantes e seus derivados sao constituidos por duas moléculas de
1,10-fenantrolina unidas por uma ponte 2-amino-1,3-propiléter nas posicées C2 ou C3
de modo a diferenciar esses compostos como 2-clip-phen (2CP) ou 3-clip-phen (3CP),

respectivamente, conforme ilustrado na Figura 3.
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Figura 3: Complexos de cobre com ligantes: (a) 1,10-fenantrolina; (b) 2-clip-phen (2CP); (c) 3-clip-phen
(3CP).

NH,

Estudos sobre a interagcdo de DNA com compostos de cobre' que
apresentam elevada densidade aromatica, tais como [Cu(dmp)z* ou [Cu(bcp)2]*, onde
dmp = 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina e bcp = 2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolina’,
sugerem que a afinidade observada deve-se, em parte, a geometria que os complexos
apresentam’®. Experiéncias de clivagem de DNA realizadas'® em meio aerado na
presenca de um agente redutor!” revelaram notavel capacidade de clivagem dos
complexos Cu(2CP) e Cu(3CP). Estudos mais elaborados'”'8 estabeleceram que o
modo de agdo dos complexos de cobre com os ligantes (CP) é semelhante ao do
composto [Cu'/'(phen)2]'%23, uma vez que interage com o sulco menor do DNA,

clivando-o.

Estudos de DFT (Density Functional Theory) foram realizados para
racionalizar a diferenga na atividade de clivagem (Figura 4) entre os complexos
Cu(2CP) e Cu(3CP)8. Verificou-se que o complexo Cu(3CP) apresenta, em ambos os
estados de oxidacdo, uma forma geométrica mais plana em comparacido com o
complexo Cu(2CP) o que facilita a intercalagdo de uma das suas unidades de
fenantrolina’®. A eficiéncia de tais sistemas tem sido atribuida, principalmente, a
capacidade de geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen
Species) que promovem a degradacao oxidativa do DNA, conforme mecanismo

representativo descrito?® nas Equacdes de 1 a 3.



2[Cu"(phen).]** + 2Red — 2[Cu'(phen).]* + 2Red*
2[Cu'(phen).]* + 2DNA — 2[(phen), Cu'---DNA]

2[(phen), Cu'---DNA] + H.0, — 2[Cu"(phen).;]?** + *OH + ‘OH + DNA — ruptura do DNA (Eq. 3)

Figura 4: Capacidade de interagdo com DNA através do sulco maior, menor e de intercalagdo de

complexos de cobre(l) coordenado aos ligantes; a) phen, b) 2CP e c) 3CP.

i

o8 888883

B Sulco maior
B Sulco menor
Intercalagéo

Cu{phen):

Cu(2CP)

Cu(3CP)
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1.2 Adsorgao de moléculas sobre superficies condutoras

Uma forma viavel de realizar estudos focados principalmente nos processos
redox de uma espécie € mediante a adsorcdo desta para formar monocamadas
automontadas?*?® (SAMs - Self-Assembled Monolayers) sobre superficies
condutoras. A adsorgdo de complexos contendo ligantes aromaticos sulfurados pode
ser realizada sobre eletrodo de ouro devido a reconhecida afinidade entre atomos de

enxofre e ouro?4.

Por meio de modelamento molecular, foram desenvolvidos alguns modelos
para estudar a interagdo adsorbato/substrato?®27-2% entre compostos sulfurados (-
SH e -SCHs) e superficies de ouro monocristalino (Au(111)). A ligacdo entre a
superficie de ouro e o enxofre tem principalmente carater o0 com uma pequena
contribuigdo T para adsorgdes em sitios “on-top™°, ou seja, ligagdo da molécula de
enxofre com s6 um atomo de ouro (Figura 5). Nesta ligagdo, o atomo de enxofre
apresenta uma hibridizagdo sp® com angulo de 109° para a ligagdo Au-S-R.
Considerando o eixo z como eixo internuclear, a ligagao o é realizada principalmente

pelos orbitais p- do enxofre e 6s dos atomos de ouro.

Figura 5: Representacdo de modo de ligagdo “on-top” por meio de calculos tedricos para a
quimissorcdo de enxofre sobre ouro. Os angulos de ligagdo estdo em graus e a distancia em A. A
distancia Au-Au é fixada em 2,884 A.

Au
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Para superficies tais como Au(111), a presencga de grupos tioéteres, portanto,
pode favorecer a formacao de SAMs apesar da adsorgao de espécies tidis permitir a
formagdo de SAMs mais robustas. Por outro lado, o fragmento tioéter (-SCH3) pode
melhorar o ordenamento®' da monocamada, dada a maior mobilidade que este grupo
apresenta sobre o eletrodo. Complexos que contém grupos amino associados a
fragmentos aromaticos podem apresentar, ainda, duas possibilidades de adsorgéo
sobre superficies de grafite3?3* a saber: (i) através do grupo amino ou (ii) por

interacdes .

ApOos adsorcao é possivel, mediante técnicas eletroquimicas como voltametria
ciclica, microbalanga de cristal de quartzo (QCM — Quartz Crystal Microbalance) e
ressonancia de plasmons de superficie (SPR — Surface Plasmon Resonance),
determinar a quantidade de moléculas adsorvidas sobre a superficie (I'). Além disso,
as superficies modificadas podem ser caracterizadas por espectroscopia vibracional

Raman (SERS - Surface-Enhanced Raman Scattering).

1.3 Geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Os radicais livres que causam danos oxidativos?°-3® ao DNA na desoxirribose
nos carbonos C1°, C4’e C5° (Figura 6)* sdo chamados de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Sabidamente, o desequilibrio entre as atividades oxidantes e anti-
oxidantes em humanos pode conduzir a varios problemas de saude, incluindo cancer,
doencas cardiovasculares, Alzheimer e Parkinson3¢:37, entre outras. O mecanismo de
acao é atribuido a reacdes de Fenton e/ou de Haber-Weiss3¢3°, onde se tem a redugéo
do cobre (ll) a cobre (I) com geracdo subsequente de radicais hidroxil (OHe) e
superdxido (027)*-43 que podem reagir com diferentes macromoléculas tais como
acidos nucleicos, proteinas ou lipidios constituintes da membrana celular, causando
dano oxidativo generalizado dentro da célula. Os radicais OH+ e O2*", entre outros
ROS, entretanto, também sao conhecidos por atuarem de forma positiva em varios

processos fisioldgicos que envolvem reagdes redox e sinalizagao celular.
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Figura 6: Proposta mecanistica dos danos oxidativos ao DNA na desoxirribose nos carbonos C1°, C4’e
C5’ devido ao complexo [Cu(phen)2] na presenga de H202 gerando 5-MF, 3 -fosfoglicolato e furfural

como subprodutos de reagdo?s.
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A detecgao de espécies ROS bem como o estudo do mecanismo de formacéao
destas espécies tem sido feita por EPR*¢ (Electronic Paramagnetic Resonance)
usando a metodologia de captura de spin (spin trapping). Os radicais OH*, O2*~ e OOH?®,
por exemplo, sao seletivamente detectados por EPR através da formacao de adutos
com as bases PBN (a-fenil-t-butilnitrona) e DMPO (5,5-dimetill-1-pirrolina-N-oxido)*’

(Figura 7) que resultam em acoplamentos hiperfinos caracteristicos para cada espécie.

Figura 7: Reacéo genérica dos “Spin-trap” a) PBN e b) DMPO com espécies radicalares (R*)
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b) H + R ——> HC
/
\
0

Mais recentemente*®, a técnica de microscopia de varredura eletroquimica
(SECM — Scanning Electroochemical Microscopy) tem sido empregada na detecgao
de espécies ROS, desde que a molécula geradora esteja adsorvida sobre um
substrato condutor, usualmente ouro e grafeno. Para este fim, a técnica é utilizada nos
modos de interrogacdo de superficie (S| — Surface Interrogation) e de coleta de
corrente gerada na tip (SG/TC) usando uma espécie redox no meio, denominada

especie titulante.

De acordo com o mecanismo de operagdo SI*°, enquanto o potencial aplicado
na tip € constante e suficiente para reduzir as moléculas da espécie titulante, o
potencial aplicado ao substrato, a principio, deve ser tal que permita a formagao das
espécies ROS. Em seguida, o mesmo é mantido na condigdo de potencial de circuito
aberto (OCP — Open Circuit Potential) quando, entdo, as espécies ROS podem reagir
quimicamente com as moléculas reduzidas do titulante que difundiram para a interface
do substrato, conforme ilustracdo esquematica da Figura 8. Assim, as espécies ROS

podem nao apenas ser identificadas como quantificadas por SECM?%0-52,
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Figura 8: Representacao ilustrativa das etapas redox envolvidas nos modos SI-SG/TC de operagao

SECM.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar complexos de cobre com o ligante sulfurado 2CP-Bz-SMe (1,3-bis-
1,10-fenantrolin-2-il)oxi)-N-(4-(metiltio)benziliden)propano-2-amina) e estudar a
interacdo com DNA e a geragcdo de espécies ROS em meios heterogéneo e

homogéneo.

2.2 Objetivos Especificos
+ Sintetizar e caracterizar o ligante 2CP-Bz-SMe (1,3-bis-1,10-fenantrolin-2-

il)oxi)-N-(4-(metiltio)benziliden)propano-2-amina).

+ Sintetizar os complexos [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOz)2 e [Cu(2CP-Bz-SMe)]ClO4 a
partir da reacdo entre o ligante 2CP-Bz-SMe (Figura 9) e o correspondente

precursor de cobre.

+ Caracterizacao dos complexos por espectroscopias vibracional e eletrénica nas

regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis), e técnicas eletroquimicas.

+ Estudar a adsorcdo do complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NQOz)2 sobre superficies

de ouro.

+ Estudar a interacdo entre o complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOz3)2 e a molécula
de DNA.

+ Estudar a geracdo de espécies ROS a partir dos processos redox do complexo

[Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs3)2 em solucéo e adsorvido sobre superficie de ouro.



Figura 9: Estrutura do ligante 2CP-Bz-SMe

27
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.1 Reagentes

Os reagentes usados na sinteses do ligante e dos complexos sao de
procedéncia Sigma - Aldrich ou Merck, a saber: 1,10- fenantrolina 99% (Sigma),
Metanol e Etanol P.A. (Merck), e 4-metil-tiobenzaldeido (Sigma-Aldrich), POCIs, PCls,
(CH3)2S e Ks[Fe(CN)s] (Merck), NaH 60% em 6leo mineral (Sigma-Aldrich), DMF
(Dimetilformamida) (Sigma-Aldrich), alumina ativa neutra (0,063-0,200 mm, malha de
70-230) (Merck), sédio metdlico ACS (Sigma-Aldrich), 2-amino-1,3-propanodiol
(Sigma-Aldrich). O precursor de cobre(l), [Cu(CH3CN)4]ClO4 foi sintetizado de acordo
com o procedimento relatado na literatura®. O ligante e os complexos foram
caraterizados mediante RMNpara o qual se utilizou C2D2Cls de procedéncia Sigma-
Aldrich. Para a formacao do complexo cuprico, foi usado o sal Cu(NO3)2¢3H20 em
acetonitrila (Sigma-Aldrich) ndo tratada. Para os experimentos de eletroforese foram
utilizados os seguintes inibidores de espécies ROS: catalase, D-manitol, superoxido
dismutase (SOD) e agarose, todos de procedéncia Sigma-Aldrich e GelRed (Biotium),
e KCI e NaTFA Sigma-Aldrich. Para SECM se utilizou o complexo KalrCls e FcMeOH
(Alfa-Aesar Ward Hill). Para a preparagdo da solugdo tampao fosfato se utilizou
K2HPO4 e KH2PO4, ambos de procedéncia Sigma-Aldrich. Para eletroquimica em
acetonitrila, se utilizou PTBA (perclorato de tetrabutilaménia) de procedéncia Sigma-
Aldrich. Para a determinacao da constante de afinidade se utilizou DNA-ct (calf-

thymus) e brometo de etidio (EB) de procedéncia Sigma-Aldrich.

3.2 Instrumentagao

As medidas de RMN (ressonancia magnética nuclear) foram realizadas em
um equipamento Bruker Avance 400 operando a 400,13 MHz para 1H e equipado com
uma sonda de banda larga de 5 mm com gradientes de campo em Z. Os espectros do
ligante 2CP-Bz-SMe foram obtidos a 25 °C em CDCls em tubos de quartzo de 5 mm

de didmetro.

As medidas de espectroscopia UV-Vis foram realizadas a temperatura
ambiente 25 + 0.2 °C em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico utilizando os

espectrofotdbmetros Hewlett Packard, modelo 8453, e Analytik Jena Specord S-100.
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As medidas das absorbancias foram efetuadas pela leitura direta dos espectros

usando-se como branco o respectivo solvente.

A caracterizagao eletroquimica dos compostos sintetizados foi realizada em
um sistema eletroquimico da Bioanalytical System BAS. West Lafayette, modelo
Epsilon a 25 + 0.2 °C. usando uma célula convencional de trés eletrodos: carbono
vitreo ou ouro como eletrodo de trabalho, Pt e Ag/AgCl (Bas, KCI 0,5 mol L-") como
eletrodos auxiliar e de referéncia, respectivamente. O eletrodo de trabalho, antes das
varreduras de potencial, era submetido a um processo de polimento com alumina. Em
seguida, este era lavado exaustivamente com agua destilada e colocado em ultrasom
por 5 minutos, também em agua. O eletrodo de ouro foi eletroquimicamente limpo em
solugdo 0,5 mol L' de acido sulfurico até obtengdo de um voltamograma ciclico
consistente com uma superficie limpa. As medidas eletroquimicas foram realizadas
em KCl e NaTFA ambos de concentragédo 0,1 mol L-'. Tambem foram feitas medidas

em pH 4, 5 e 6 utilizando tampé&o fosfato 0,1 mol L-".

Os valores dos potenciais de meia-onda (E12) dos complexos sintetizados
foram calculados a partir da média dos valores dos potenciais de pico anddico (Ea) e
catédico (Ec), E12= (Ea + Ec)/2. A diferenga entre os valores destes potenciais, AEp =
Ea — Ec, 0 médulo da razao entre as correntes de pico anddica (ia) e catddica (ic), |ialic|,
e a dependéncia de ic com a velocidade de varredura ou com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial (ic vs v ou ic vs (v)"?), foram determinados a fim

de se avaliar o grau de reversibilidade do sistema e o transporte de massa dominante.

Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho foram obtidos a partir de
amostras dispersas em pastilhas de brometo de potassio (KBr), utilizando-se um

espectrometro modelo FTLA 2000-ABB com janela espectral de 400 a 4000 cm™'.

Os estudos de variacdo de massa durante o monitoramento do processo de
adsorgao do complexo de Cu(ll) foram feitos por microbalanga de cristal de quartzo
(QCM — Quartz Crystal Microbalance), PM-740 Maxtex, e ressonancia de plasmons
de superficie (SPR — Surface Plasmon Resonance), Autolab ESPRIT. Nas medidas de
QCM foram utilizados eletrodos comerciais com ouro depositado sobre cristais
piezoelétricos de quarzo de corte AT (Standford Research System, 5 MHz Ti/Au
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polished) com didmetro de 24,5 mm. O eletrodo de ouro depositado apresenta areas
geométricas de 1,37 cm? na parte frontal e 0,317 cm? na parte inferior para estes
eletrodos. O substrato do SPR tém diametro do disco de 25 mm sendo de vidro BK7®

com espessura do filme de ouro 48 nm, depositado sobre uma fina camada de titanio.

A condutividade do composto de cobre(ll) foi medida nos equipamentos
Hanna Instruments CE-215 e DDS-12DW modelo W com controle de temperatura. As

medidas, feitas em triplicata, foram realizadas em agua e em acetonitrila.

As medidas de SECM (Scanning electrochemical Microscopy) foram
realizadas em um equipamento CH Instrument Austin Texas modelo 920D. O ultra
microeletrodo de Pt (25 ym de didametro) e ultra microeletrodo de Au (50 uym de
didmetro) foram fabricados utilizando platina e ouro 99.99%, Goodfellow Corp.,

Oakdale, PA e capilar Narishige Scientific Instrument Lab, Tokyo, Japan.

Os testes de eletroforese foram feitos em um sistema de eletroforese
horizontal (Bio-Rad). Apés as medidas, os géis foram corados utilizando GelRed
(Biotium) durante 30 minutos e os dados foram revelados em Gel Doc sistema XR +
(Bio-Rad).

Os espectros de EPR do complexo [Cu(2CP-BzS-Me)](NO3)2 em sdlido foram
registrados em um equipamento Bruker EMX-1572 operando a banda X (9,0-9,9 GHz)
em -140 + 1 °C. Os parametros experimentais usados para aquisicado dos espectros
de EPR foram: frequéncia 9.876022 GHz, poténcia de micro-ondas de 0,638 mW;
modulagdo de amplitude de 10 G; constante de tempo de 40,96 ms e tempo de
conversao de 81,92 ms. Para as medidas utilizando “spin traps” foi utilizado um
equipamento de EPR Varian E-109 X-Band com cavidade retangular de quartzo
Wilmad Glass a 25 °C na Universidade de Sao Paulo. Para a simulagcao do espetro foi
utilizado o programa Easy Spin com parametros para PBN* [g = 2,0063, espessura de
linha= 0.149mT, An = 1.638mT, AH=0.318mT ] e OH*[ g = 2,0064, espessura de linha
= 0.144mT, An = 1.553mT, An=0.295mT ].
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3.3 Procedimentos Sintéticos
3.3.1 Sintese do ligante 2-Cl-1,10-fenantrolina455

A reagcdo de metilagdo da molécula de 1,10-fenantrolina com sulfato de
dimetila foi feita em benzeno de acordo com procedimento descrito na literatura. Apés
a remocao do solvente, o produto foi oxidado com ferricianeto de potassio em uma
solugdo aquosa de hidréxido de sddio para produzir 1-metilfenantrolona. Em seguida,
o produto resultante foi aquecido com cloreto de fosforilo e pentacloreto de fosforo.
Rendimento: 70%.

3.3.2 Sintese do ligante 2Clip-phen (2CP)"

A uma solucdo de NaH em DMF seco, 2-Cl-1,10-fenantrolina e 2-amino-1,3-
propanodiol foram misturados em banho de gelo. A mistura foi agitada durante 24
horas a temperatura ambiente. O produto bruto foi dissolvido em uma mistura de
DMF/EtOH 3:1 e precipitado com H20. Apods filtragdo, o solido foi dissolvido em
cloroférmio e, em seguida, precipitado com hexano resultando em um p6 amarelo, o
composto 2Clip-phen (2CP). Rendimento 70%.

3.3.3 Sintese do ligante 2CP-Bz-SMe

A uma solucdo de MeOH contendo o ligante 2CP, foi adicionado uma
quantidade equivalente em moles do composto 4-metiltiobenzaldeido. Apds 4 horas
de refluxo, a mistura foi rotoevaporada até a secura para a obtencao do produto final.
Rendimento: 90 %.

A Figura 10 apresenta um resumo das etapas de sintese para obtencao do
composto 2CP-Bz-SMe.
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Figura 10: Esquema simplificado da sintese do ligante 2CP-Bz-SMe: (i) (CH3)2SOs em CesHe; (ii)
Ks[Fe(CN)e], NaOH; (iii) PCls em POCIs; (iv) Serinol, NaH em DMF; (v) 4-(metiltio)benzaldeido em
CHsOH anidro.

NH,

3.3.4 Sintese do complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NO3):

Os reagentes 2CP-Bz-SMe (1 grama, 1,7 mmol) e Cu(NOs3)2 (0,324 gramas,
1,7 mmol) dissolvidos em acetonitrila em uma razédo estequiométrica de 1:1, foram
deixados sob agitagdo a temperatura ambiente durante 2 horas. Em seguida, a
mistura foi rotaevaporada, lavada com agua e cromatograficamente purificada em
coluna de alumina (condigdo de eluicdo: de mistura 10% de MeOH/CH2Cl).
Rendimento: 90%.

3.3.5 Sintese de complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]CIO4

A 50 mL de uma solugdo de acetonitrila desareada contendo o ligante 2CP-
Bz-SMe (1 grama, 1,7 mmol), foram adicionados (gota a gota) 20mL de acetonitrila
contendo o complexo de partida [Cu(CH3CN)4]CIO4 (0,554 gramas, 1,7 mmol). Apos 2
horas sob agitagdo em atmosfera inerte de N2, a mistura foi rotaevaporada até a
secura e purificada com coluna cromatografica de gel de silica (eluigdo com cloreto
de metileno). Rendimento: 80%. A sintese deste composto foi realizada no
Laboratério de Quimica Inorganica, da “Facultad de Quimica y Biologia” da

“Universidad de Santiago de Chile”.
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3.4 Procedimentos e Técnicas experimentais

3.4.1 Preparagcao do DNA

Foi preparada 5 mL de solugdo de DNA-ct (ct - Calf- Thymus) em 2 mmol L™
de tampao de fosfato (PBS — Phosphate Buffer Solution), pH 7,4. Apés 20 minutos a
80°C em banho de agua termostatizado, a solugdo foi resfriada a temperatura
ambiente e, em seguida, foi determinada a concentragao do DNA por espectroscopia
UV-Vis utilizando a absorbancia em 260 nm e o coeficiente de extingado molar relatado
de 6600 Lmol-'cm~'. Abanda em 280 nm corresponde a impurezas de origem proteico,
por ém, se estabelece a razdo entre a Abs2s0/Abs2so € 1,95, confirmando a auséncia
de proteinas e nucleasses no DNA-ct. A concentracdo molar do DNA-ct foi

considerado em pares de bases [pb].

3.4.2 Obtengao da constante de afinidade (Kb)

Uma solugéo 2x10-° mol L' do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)}]?* em PBS 2
mmol L' e pH 7,4, foi titulada com DNA preparado em PBS 2 mmol L' pH 7,4. As
variacbes de absorbancia em bandas associadas a transi¢des intraligantes foram
registradas e corrigidos pela absorbancia de DNA em 260 nm. Valores de absorgao
relativos a formacdo do complexo foram aplicados a Equagédo 17 (Resultados e

Discussao secgéo 4.3.1), para a determinagéo da constante de afinidade (Kb).

3.4.3 Estudo de intercalagao com brometo de etidio (EB)

A 2 mL de uma solugcéo de DNA e brometo de etidio (EB) na propor¢ao 1:1 de
concentragédo 4 umol L' em PBS 2 mmol L-' pH 7,4 foram adicionadas aliquotas de
400 pL de uma solugdo 2x10~° mol L' do ion complexo [Cu(2CPBzSMe)]?* PBS 2
mmol L~ pH 7,4. As variagbes na intensidade de emissdo do aduto de DNA-EB e os
valores de emissao foram aplicados na Equacao 19 (Resultados e Discussao secgao
4.3.2) para a determinagao da constante de Ksy.
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3.4.4 Estudo de geracao de radicais por SECM

O substrato de ouro foi modificado por imers&o (1 hora) em solugdo aquosa 5
mmol L' do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*. Foi utilizado o método de
interrogacao de superficie (Sl - surface interrogation) em conjunto com o método de
geragado em superficie e coleta na sonda (SG/TC — Surface Generation Tip Collection)
sendo utilizado o mediador eletroquimico [IrCle]* (EO, IV = 0.87V vs Ag/AgCI). Dessa
forma foi aplicado um potencial de -0,2 V no substrato de ouro previamente modificado
a fim de reduzir o complexo, favorecendo a formagao da espécie [Cu(2CP-Bz-SMe)]".
Apods da redugdo, o sistema foi deixado a potencial de circuito aberto (OCP) e, entéo,
foram registradas as correntes geradas pelo sistema devido a formacao de espécies

no substrato capaz de oxidar o mediador previamente reduzido na Tip.

3.4.5 Estudo de geragao de espécies ROS por EPR

O ion complexo [Cu(2CPBzSMe)]|?* possui a capacidade de gerar espécies
radicais de oxigénio que podem ser detectadas utilizando EPR (Electronic
Paramagnetic Resonance). Para facilitar a detecgdo das espécies ROS geradas foi
utilizado um “spin trap” chamado PBN (N-terc-butil-a-fenilnitrona) que tem um tempo
de vida longo para poder detectar o aduto formado com a espécie radicalar de oxigénio.
Em uma solugao contendo o PBN, o complexo de Cu(ll) foi reduzido a Cu(l) pela
adicdo de uma solugdo de H202. O experimento foi feito em solugdo aerada e

parcialmente desareada.

3.4.6 Ensaios de clivagem com o plasmideo pBR322

As reacdes usando o plasmideo pBR322 super-enovelado foram realizadas em
tampao fosfato de sédio 20 yL de 10 mmol L' pH 7,4. Em todas as reagdes, as
concentragbes do DNA e do composto [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs)2 foram mantidas
constantes, 5 ng/mL e 10 ymol L' respectivamente. Uma reagéo de controle foi
realizada contendo apenas o plasmideo de DNA e o tampao nas mesmas condicdes
experimentais. Nas reacbes contendo acido ascorbico, a concentracao final deste
composto foi de 30 ymol L-'. Para investigar a natureza das espécies ROS foram
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utilizados os seguintes sequestradores de espécies radicais (scavenger) catalase, D-
manitol e superoxido dismutase (SOD) com concentragdes de 100 ug/mL, 50 mmol
L-" e 100 yg/ml, que reagem respectivamente, com H202, OH*, O2*-, protegendo o
plasmideo pBR322. Apds incubagdo durante 30 min, as amostras foram
imediatamente aplicadas em gel de 0,8% de agarose em TEA pH 7,4 e realizada a

eletroforese a voltagem constante de 70 mV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagoes estruturais dos compostos

4.1.1 Caracterizagao do ligante 2CP-Bz-SMe

O espectro "H-RMN em CDCIs3 do ligante 2CP-Bz-SMe encontra-se ilustrado
na Figura 11. Os deslocamentos quimicos caracteristicos de hidrogénio ligado a
carbono sp? de aromatico sdo comumente observados®® na faixa de 9,2 a 7,0 ppm.
Assim, os deslocamentos observados em 9,18 (d, 2H), 7,63 (dd, 2H), 8,28 (d, 2H),
7,75 (dAX, 2H), 7,70 (dAX 2H), 7,28 (d, 2H) e 7,78 (d, 2H) (d: dubleto; dd: duplo dubleto;
dAX: dubleto com efeito telhado; s: singleto; m: multipleto) foram atribuidos aos
hidrogénios do anel fenantrolinico enquanto aqueles observados em 7,2 (d, 2H), e
8,15 (d, 2H) foram atribuidos ao anel benzénico. O préton da ligagdo imina foi
observado em 8,64 (s, 1H). Na regido de hidrogénio ligado a carbono alifatico foram
observados deslocamentos correspondentes a cadeia propilica fenantrolinica em 5,15
(m, 2H), 5,19 (m, 2H) e 4,45 (q, 1H). O sinal atribuido ao grupo metila foi observado
em 2,52 (s, 3H).

Figura 11: Espectro "H-RMN do ligante 2CP-Bz-SMe em equipamento de 400 MHz. Espectro inserido
com ampliagdo de regiao de alifatico.
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4.1.2 Caracterizagao dos complexos [Cu(2CP-Bz-SMe)]CIOs4 e [Cu(2CP-Bz-
SMe)](NOs)2

E conhecido que os sistemas de cobre (I) reagem muito rapidamente com o
oxigénio, sendo esta uma propriedade favoravel para a geragao de espécies ROS.
Essa instabilidade em relagdo a sua rapida oxidagdao, porém, complica muito a
caraterizacao deste compostos, ja que quase sempre ele vai ter trazes de Cu(ll) o que
torna quase impossivel a obtengdo de um espectro 'H-RMN. Para a obtengéo do
espectro deste composto foi necessario desarear o solvente deuterado (C2D2Cl4) €
manter um meio redutor adicionando hidrazina (N2H4). Posteriormente, a solugao
contida no tubo de RMN foi congelada com nitrogénio liquido, e foi feito vacuo para

retirar oxigénio da solugéo.

O complexo [Cu(2CPBzSMe)](NOs3)2 foi caracterizado por EPR,
espectroscopias UV-Vis e vibracional Raman e na regido do infravermelho,
condutimetria e eletroquimica. Por fim, um estudo de condutimetria foi conduzido para

estudar a composicao da amostra.

4.1.2.1 Ressonancia magnética nuclear proténica '"H-RMN

O espectro de 'H-RMN do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]*, ilustrado na
Figura 12, apresenta um padrao duplo que € atribuido ao equilibrio entre o complexo
monometalico e espécies bimetalicas” de [Cu(2CP-Bz-SMe)]2?* em solugéo, dada a
natureza tetracoordenante do ligante bis-fenantrolinico, conforme ja reportado para

sistemas similares.
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Figura 12: Espectro '"H-RMN do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]* em C2D2Cls. Equipamento: 400 MHz.
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O espectro "H-RMN do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]* mostra um padrao
complexo de sinais devido, possivelmente, a presenca de Cu' oriundos da rapida
oxidagao do complexo cuproso em solugao (baixa resolugcéo de sinais). Apesar disso,
€ possivel obter informacdes a partir da analise do espectro. Na regiao de hidrogénio
alifatico (3,3-3,7 ppm) e aromatico (7,6-7,8 ppm), por exemplo, os prétons parecem
ter um comportamento diastereotopico o que seria atribuido a formagdao de um
complexo bimetalico helicoidal e justificaria o numero excessivo de sinais observados
no espectro. O numero de espécies em solugdo pode ser estimado pelos sinais
singletes correspondentes aos prétons CHs-S- na regido de 2,4 a 2,6 ppm. Esta
informagéo sugere que, apds a dissolugdo do complexo de Cu (l), ha um equilibrio

entre as espécies bimetalica e monometalica, reforgando a sugestao anterior.

4.1.2.2 Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR)

A configuragdo eletronica paramagnética de compostos de Cu(ll), d°,
impossibilita a utilizacdo da técnica de RMN, mas torna possivel a aquisicdo de
espectros de ressonancia paramagnética eletronica (EPR). A Figura 13 ilustra e

esquematiza o espectro EPR do complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NO3)2 no estado sélido.



Figura 13: Espectro EPR policristalino do complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NO3)2
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Os valores de gx gy e gz utilizados para obter o parametro R, onde R = (gy-
92)/(gx-gy) € maior que 1 (R = 1,37), o que significa que o orbital dz? tem a maior
contribuicao no orbital HOMO que esta composto por uma combinacao lineal de
orbitais dz? e dx?-y?, o que sugere uma geometria intermediaria entre bipiramide
trigonal e piramide quadrada. Tendo em consideracao a estrutura do ligante 2CP-Bz-
SMe, sugere-se que a geometria do complex [Cu(2CP-BzSMe)](NO3)2 é semelhante
a uma bipiramide trigonal®” distorcida onde uma unidade de fenantrolina do ligante
esta em posicao equatorial e a outra axial referente ao atomo de cobre e a quinta

posicao de cordinacao®863 é ocupada por un NOs".
4.1.2.3 Espectroscopia eletronica nas regioes do ultravioleta e visivel (UV-Vis)

As Figuras 14 e 15 apresentam os espectros UV-Vis dos ions complexos
[Cu(2CP-Bz-SMe)]* e [Cu(2CPBzSMe)]**em acetonitrila e metanol.
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Figura 14: Espectro eletronico do ion complexo [Cu(2CPBzSMe)]* em acetonitrila (azul) e metanol
(vermelho).
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A banda observada em 434 nm ¢é atribuida a transicdes de transferéncia de
carga do tipo metal ligante® (MLCT — Metal-to-Ligand Charge-Transfer). Os espectros
apresentaram valores de coeficiente de absor¢gdo molar para o estado de oxidacao +1
(€ = 4337 mol'Lcm™ em acetonitrila, momento de dipolo (D = 3,84) e € = 3895 mol
Lem' em metanol, momento de dipolo (D = 1,69)). Este composto ndo apresenta o
solvatocromismo esperado para transicoes de transferéncia de carga. Este
comportamento pode ser explicado devido a estrutura tetraédrico distorcida
apresentada, fato que gera que o momento dipolar do composto seja muito baixo,
sendo percebido como auséncia do solvatocromismo, ja que este efeito depende da
polaridade do composto assim como a do solvente, onde solventes mais polares vao
deslocar a MLCT para o azul®. Espera-se que as espécies de cobre (I) (d'9)
apresentem trés transigcbes de carga®. No sistema em estudo, apenas uma banda
com maximo em 434 nm foi observada. Esta absorc¢ao, todavia, apresenta-se bastante
larga (AN = 150 nm) podendo compreender as distintas transicbes normalmente
observadas em compostos de Cu(l) com ligantes fenantrolinicos.6%66
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Para o complexo [Cu(2CPBzSMe)](NOs)2 foi observada por espectroscopia
eletrénica UV-Vis em dois solventes, acetonitrila e metanol, observando-se uma
banda do tipo d-d com maximo em 824 nm, como ilustrado na Figura 15. As bandas
possuem baixa intensidade em ambos os solventes, provavelmente por se tratar de
uma transigdo d-d (€ = 115 mol-'Lcm'para metanol e € = 99 mol-'Lcm™ para

acetonitrila) que sao proibidas por Laporte.5”

Figura 15: Espectros UV-Vis do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* em acetonitrila (azul) e metanol
(vermelho). Concentragdo: 1x10-3 mol L.

300
—— CH,CN
250 7 —— CH,OH
—~ 200 ]
4
e
(&)
‘—Ii_l 150 H
°
e
S
T
50 -]
T T T T T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800 900 1000

Comprimento de onda, nm

Pode-se observar, também, uma segunda absorcdo em 950 nm,
possivelmente devido a uma distor¢ao tetragonal, tal como previsto pelo teorema de
Jahn-Teller, uma vez que ions Cu" apresentam uma assimetria de configuragdo

eletrdénica nos orbitais eg.

4.1.2.4 Caracterizagao eletroquimica

Os estudo eletroquimicos dos ions complexos [Cu(2CP-Bz-SMe)]* e [Cu(2CP-

Bz-SMe)]?* foram realizado por voltametria ciclica e encontram-se ilustrados na Figura
16.
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Figura 16: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de platina a 100 mV s-' em acetonitrila contendo PTBA
0,1 mol L' e os ions complexos a) [Cu(2CP-Bz-SMe)]* e b) [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* Como eletrodos
auxiliar e de referéncia, foram usados fio de prata e Ag/AgCl respectivamente.
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De fato, as curvas voltamétricas dos ions complexos [Cu(2CP-Bz-SMe)]** e

[Cu(2CP-Bz-SMe)]* em acetonitrila (Figura 16) apresentam valores de Ei2

consideravelmente diferentes. Considerando que a esfera de coordenagao em ambos

0s complexos s&o iguais, esperar-se-ia 0 mesmo perfil voltamétrico. A observacéo de

curvas voltamétricas distintas sugere a atribuicdo de coordenagao dos ions NO3™ e

ClO4~ ao centro metalico de cobre (Figura 17) nos ions complexos [Cu(2CP-Bz-
SMe)J?** e [Cu(2CP-Bz-SMe)]*, respectivamente.

Figura 17: Estrutura dos complexos a) [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOz)z2 e b) [Cu(2CP-Bz-SMe)]CIOa4.

a) b)
H;C CH,
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Dado a capacidade de coordenagao de um quinto ligante no complexo de
Cu(ll), foi realizado um estudo eletroquimico de onda quadrada em diferentes
eletrélitos suporte, tal como se apresenta na Figura 18. Se observou diferentes valores

de potencial de meia onda para os processos.

Figure 18: Voltamograma de onda quadrada do eletrodo de ouro em solugédo de KCIO4 e KNO3 0.1 mol
L-" contendo o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*.
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Os ciclo voltamogramas obtidos para o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)J?* nos
diferentes solventes apresentaram um perfil caracteristico de processo quasi-
reversivel com valores de diferenga entre os potenciais de pico anddico e catédico
(AEp) superiores a 150 mV. Além disso, outro parametro eletroquimico a considerar é

a razao entre as correntes de pico anddica (ipa) € catddica (ipc).

Os valores de potencial de meia-onda (E1,2) atribuidos ao processo redox Cu'"!
do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]** foram observados em -0,045 e 0,13 V em
acetonitrila e KClI, respectivamente. De acordo com a literatura, complexos de Cu(ll)
contendo ligantes derivados de fenantrolina costumam apresentar estrutura
bipiramide trigonal distorcida ou piramide de base quadrada tendo moléculas do
solvente como quinto ligante. A dependéncia dos valores de E12 com o meio
eletrolitico, de fato, reforca esta observacao. Foi realizado uma voltametria de onda
quadrada do complexo em KNO3 e KCIO4 0,1 mol L' obtendo valores de 0,15 e 0,09
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V vs Ag/AgCI respectivamente (Fiugura 18), esta observagao reforga a sugestdo da
coordenagdo de um quinto ligante' no complexo, onde o ion NO3™ gera uma forma

pentacoordinada'-%8 do complexo mais estavel que o ion ClO4-.

A redugdo do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* (0.13 V vs Ag/AgCl) é
facilitada em comparagdo aos ions complexos [Cu(Clip-Phen)]?* (E12 = 0.085 V vs
Ag/AgCl) e [Cu(Phen)z2]?* (E12 = - 0.056 V vs Ag/AgCl) considerando o mesmo meio
(KClI 0,1 mol L'). Em todas as solugbes eletroliticas pode se observar um
comportamento de quase-reversibilidade com diferengas entre os potenciais de picos

catodicos e anodicos de 190 mV.

No voltamograma ilustrado (Figura 16, Quadro a), € possivel observar dois
processos de oxidagao centrados em 330 e 500 mV, enquanto apenas uma onda de
reducao é vista em 18 mV. Os dois processos oxidativos sao atribuidos a oxidagao de
duas espécies de Cu(l) resultantes do equilibrio entre os compostos bimetalico e
monometalico em solugdo. Resultados semelhantes tém sido reportado para
compostos similares e helicoidais de Cu(l) em solugao’. Este resultado € consistente

com o perfil de padréo duplo observado no espectro de 'H-RMN (Figura 12).

Os experimentos obtidos em meio aquoso para o complexo de Cu(l), em
menores velocidades de varredura que a apresentada na Figura 16, quadro b,
sugerem um processo de dois elétrons para a onda de oxidagao. A fim de verificar
esta hipotese, foram obtidos voltamogramas em diferentes valores de pH. A Figura 19
ilustra os voltamogramas de onda quadrada obtidos em PBS nos valores de pH de 4,
5e6.
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Figure 19: Voltamograma de onda quadrada do eletrodo de ouro em solugdo de PBS 0.1 mol L' de
diferentes valores de pH contendo o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*. Velocidade de varredura 375

mVs-.
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Figura 20: Representagao grafica de E versus pH para o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*.
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Utilizando a deduc¢ao a partir da Equacgao 4, pode-se determinar o numero de

elétrons envolvidos no processo.

Cu’t+ e 4+ H"' > Cut

0,0592

E=E° —

logQ
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[Cu*]

Q= e (Eq.6)
0,0592 [Cu™]
E = EO _ n log [Cu2+][H+] (Eq7)
Como as concentragdes de Cu(l) e Cu(ll) sdo iguais, segue;
0,0592 1
E=E° — log Ty (Eq.8)
E= g0 — 2% logl + —0’0592 log[H*] (Eq.9)
E= E0 + 2% log[H*] (Eq.10)
Como o log[H*] é o pH, tem-se entao:
E= E° + MpH (Eq.11)

Onde o valor da inclinacédo da curva ilustrada no grafico de E versus pH
corresponde a 0,0592/n, sendo n o numero de elétrons envolvidos na reagao de
eletrodo. O valor 1,94 elétrons encontrado para o complexo de cobre a partir da
inclinacdo da curva é consistente para um processo de 2 elétrons confirmando,
portanto, a sugestao discutida anteriormente e reforgando os resultados de 'H-RMN
e eletroquimica obtidos para o complexo de Cu (l). Possivelmente esta espécie
bimetalica corresponde a um dimero formado por uma ponte de oxigénio entre os
centros metalicos de cobre, conforme representacgao ilustrada na Figura 21 simulando

sitios ativos de enzimas mono oxigenasse.5%72
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Figura 21: Estrutura proposta para o dimero de Cu(l) contendo uma ponte O-O entre os centros
metalicos.

4.1.2.5 Estudo de condutiancia molar

Os experimentos de condutividade foram realizados em solugbes de
acetonitrila e agua em dois instrumentos diferentes e em triplicata. Foi considerado o

valor médio das trés amostras. Os resultados se apresentam na Tabela 1.

Tabela 1: condutividade molar expressada em ohm-' cm? mol' para o complexo [Cu(2CP-Bz-
SMe)](NOs)2 em acetonitrila e agua

Condutividade Molar Am, ohm™ cm? mol-

Solvente Relagao 1:1 Relagao 2:1 Ammedia
H20 118 - 131 235-273 195,2
CHsCN 120-160 | = - 123,2

A condutividade molar (Am) média para o complexo em acetonitrila foi 123,2
ohm™' cm? mol'. Este resultado estd de acordo com eletrélitos 1:1 (120-160 em
CH3CN). Na agua, a condutividade molar € maior do que o esperado’® para eletrdlitos
1:1, sendo Am média = 195,2 ohm" cm? mol-!, com um valor ideal entre 118-131 ohm-
' cm? mol'a 25 °C. Para eletrolitos 2:1, o intervalo em agua deve ser 235-273 ohm™"
cm? mol'. Estes resultados sugerem que o complexo em acetonitrila contém uma
molécula de NO3s™~ coordenada ao centro metalico sendo consistente com a formulagao

[Cu(2CP-Bz-SMe)(NO3)](NOs). Em agua, o valor situa-se entre 1:1 e 2:1, razdo pela
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qual é razoavel admitir a mistura de compostos com diferentes moléculas na esfera
de coordenagado, [Cu(2CP-Bz-SMe)(NO3)](NO3) e [Cu(2CP-Bz-SMe)(H20)](NOs3)-.
Fato que pode-se observar ao comparar os voltamogramas de ambos os complexos

em acetonitrila, Figura 21.

4.2 Caracterizagcao eletroquimica do eletrodo de ouro modificado com o ion
complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]**

A Figura 22 ilustra o ciclo voltamograma do eletrodo de ouro modificado com
o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)J?* (linha azul pontilhada) obtido em solugdo de KCI
sem complexo em solugdo. Para efeitos de comparagao, a Figura 22 ilustra, também,

o ciclo voltamograma em solugao contendo o complexo.

Figura 22: Voltamograma ciclico a 50 mV s (linha sélida preta) do eletrodo de ouro em KCI 0,1 mol
L~ contendo 5,0 mmol L™ do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*. Voltamograma ciclico a 10 mV s™*
(linha pontilhada azul) em eletrodo de ouro em KCI 0.1 mol L' apés 1h de imersdo em uma solugéo
5,0 mmol L' do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)J?*.
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A observacao das ondas de oxidacao e reducéo atribuidas ao centro metalico de cobre
na curva voltamétrica obtida apds modificagédo (linha azul pontilhada) e em solugao
sem complexo indica que o composto encontra-se, efetivamente, adsorvido sobre o
eletrodo. Comparativamente ao complexo em solugéo, o valor de E12 apds adsorcao
apresenta um deslocamento positivo de 0,13 para 0,29V indicando uma maior
estabilizagdo do complexo no estado reduzido. Adicionalmente, a onda de oxidagao
do voltamograma obtido apds adsor¢géo ndo € consistente com um processo de dois
elétrons sugerindo que a dimerizagado ndo ocorre nestas condi¢des. A quantidade de
composto adsorvido (I = 5,1 x 107" mol cm-?) foi calculada a partir da integragdo da

area sob a onda de reduc¢ao, de acordo com a Equacgao 12:

_
[ = — (Eq. 12)

onde Q ¢é a carga relativa ao processo redox, A é a area do eletrodo, n € o numero de
elétrons envolvidos na reacao de eletrodo e F é a constante do Faraday.
4.3 Espectroscopia vibracional

A Figura 23 apresenta os espectros vibracionais na regiao do infravermelho e

Raman, respectivamente, do complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs3)2 no estado sdlido.

A Tabela 2 apresenta as vibragbes mais relevantes e suas respectivas

atribuigcoes.”476
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Figura 23: Espectro vibracionais raman (verde) e na regidao do infravermelho(azul) do composto
[Cu(2CP-Bz-SMe)](NO3)2 disperso em sélido.
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Tabela 2: Tabela de atribuicdo de sinais dos modos vibracionais do espectro Raman e Infravermelho
para o complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs3)2

Infravermelho Raman
Numero de onda
(cm™) Intensidade | Atribuigao Intensidade | Atribuigao
738 Fraca v=C-S Média v=C-S
804 Muito fraca 0=C-S-C Fraca o =C-S-C
850 Fraca v=C-H Muito fraca v =C-H
1043 Fraca v =C-N Média v=C-N
1324 Fraca v=C-C Média v=C-C
1344 Fraca v=C-C Média v=C-C
1383 Intensa v=N=0 Muito fraca v =N=0
1427 Fraca v=C-C Forte v=C-C
1464 Fraca v=C-H Média v=C-H
1513 Media v=C-N Muito fraca v=C-N
1596 Media v=C=N Média v =C=N
1612 Media v=C=C Média v=C=C
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Os espectros vibracionais do composto [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs)2 sao

dominados pelos modos vibracionais do ligante 2CP-Bz-SMe.

A regido no espectro vibracional na regidao do infravermelho ressalta as
vibragdes atribuidas aos modos de estiramento da ligagdo C=C em 1612 cm™' e 1596
cm' para a ligagdo C=N, além do modo de estiramento simétrico atribuido a ligagao
N=0O do contra ion, em 1383 cm. Os sinais observados em 738 e 804 cm"'
correspondem as vibragdes do C-S (metila terminal) e a deformagéo & = C-S-C (grupo
tioéter) respectivamente. Estas sinais podem ser observadas também no espectro
Raman com uma intensidade media para a vibragao C-S e fraca para a vibragao C-S-
C. Se observa que em 1383 cm™' a sinal correspondente a N-O em infravermelho nao
€ observada no Raman. Os sinais compreendidas entre 1043 cm™” e 1612 cm’
correspondem as vibragdes para os atomos dos anéis fenantrolinicos e benzénicos

que tem o ligante.

4.4 Estudo da adsorgio do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* sobre ouro

As superficies de ouro foram modificadas através da imersao das mesmas por
1 hora em solugédo aquosa contendo o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)J?* (5,0 mmol
L-"). As Figuras 24 e 25 apresentam, respectivamente, os voltamogramas ciclicos
obtidos em diferentes velocidades e o grafico de corrente catddica vs velocidade de

varredura de potencial para o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* adsorvido sobre ouro.
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Figura 24: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de ouro modificado com o ion complexo [Cu(2CP-Bz-
SMe)]?* 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 25: Representacdo grafica de corrente versus velocidade de varredura obtidos a partir dos
voltamogramas ciclicos ilustrados na Figura 24.
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A relagao linear observada no grafico de corrente versus velocidade de
varredura, ilustrado na Figura 25, indica que o processo redox esta confinado na
superficie do eletrodo.”” Este resultado reforca a atribuicdo de que o composto

experimentou adsorgao sobre a superficie de ouro. A Figura 25 ilustra o espectro



53

SERS ex situ (sem aplicagao de potencial) obtido para o eletrodo de ouro modificado
com o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)J?*. Para efeitos de correlagdo, a Figura 26
contém, também, o espectro Raman normal do complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs)2

no estado sodlido.

Figura 26: Espectro SERS ex situ do eletrodo de ouro modificado com o ion complexo [Cu(2CP-Bz-
SMe)]?* e espectro Raman normal do composto [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs)2 no estado sélido.
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Comparativamente ao espectro Raman normal, o aumento de intensidade
relativa das bandas associadas aos modos vibracionais do fragmento CHs3-S em 717
e 739 cm~! no espectro SERS indica que o complexo experimenta adsorgdo através
do atomo de enxofre. Tal resultado, em verdade, € normalmente observado para a
modificag&o de superficies de ouro com moléculas que contém enxofre.”® A Figura 27
apresenta uma representacdo esquematica de uma molécula do complexo adsorvida
sobre ouro. Os outros sinais correspondem as vibragcdes que estdo presentes nos
anéis fenantrolinicos e no grupo benzénico. O sinal correspondente a ligacao N-O do
grupo nitrato, é observada em 1040 cm™' reafirmando a estrutura pentacoordinada

proposta para o complexo.
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Figura 27: Representacdo esquematica de uma molécula do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*
adsorvido sobre ouro.
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4.4.1 Estudo gravimétrico da adsorgido do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*

sobre ouro

4.4.1.1 Microbalanga de cristal de quartzo (QCM)

A microbalanca de cristal de quartzo permite monitorar em tempo real as
mudancas na superficie do eletrodo de ouro através de um transdutor piezoelétrico de
quartzo acoplado a um circuito de oscilagdo ligado a um medidor de frequéncia.” A
Figura 28 apresenta o grafico de variagao de frequéncia em fungéo do tempo durante

a modificagéo do eletrodo de ouro com o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]J?*.



55

Figura 28: Variacdo de frequéncia (Af) em fungdo do tempo durante a adsor¢gdo do ion complexo
[Cu(2CP-Bz-SMe)]?* sobre um cristal piezoelétrico de ouro em solucdo de KCI 0,1 mol L.
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A variagado de massa, Am, esta associada a variagao de frequéncia através

da Equacao de Sauerbrey®® (Equagéo 13);

Am = —CAf
(Eq. 13)

onde Cr é a constante de proporcionalidade (Ct = 17,7 ngHz'cm para os cristais
utilizados neste trabalho). A diferenga de frequéncia Af de 61,5 Hz observada no
grafico ilustrado na Figura 31 corresponde a uma variagdo de massa de Am de 61,5
Hz, ou seja, I' = 1,09 uyg cm? ou 1,42 x 10 mol cm?, diferente do valor 5,1 x 109
mol cm= obtido da modificacdo superficial do eletrodo com o complexo. Esta
diferencia é atribuida a que a técnica de microbalanca de cristal de quartzo considera

contra ions e moléculas de agua que geram uma variagao de frequéncia do eletrodo.
4.4.1.2 Ressonancia de plasmons de superficie (SPR)

O monitoramento da adsorgdo do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]** bem
como o estudo do efeito da aplicacao de potencial sobre este processo foi realizado,
também, por ressonancia de plasmons de superficie (SPR). A Figura 28 apresenta um

sensorgrama com a variagao de angulo SPR (6) em fungao do tempo.
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Figure 29: Variagido de angulo SPR em fungéo do tempo durante a adsor¢éo do ion complexo [Cu(2CP-
Bz-SMe)]J?* sobre ouro com aplicagdo de potencial negativo (#) e em condigéo de circuito aberto (*).
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A injecdo de KCI 0,1 mol L' contendo o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*
durante 60 min resulta em um aumento de angulo SPR indicando a adsor¢do do
complexo, tal como previamente observado por eletroquimica e SERS. A partir da
relagdo®’ 122 m° — 1,0 ng mm=2, o valor de T foi calculado em 5,4 x 10-'° mol cm2
coincidindo, portanto, com o valor calculado a partir da curva voltamétrica ilustrada na
Figura 22. Apds a aplicagao de potencial negativo (#, —0,2V), observa-se um segundo
aumento do angulo SPR (364 m6) com aproximadamente a mesma variagdo de
massa observada na primeira etapa. Apos 15 min, quando a condicao de OCP é
restabelecida e é passado fluxo de KCI sem a presenga do complexo, o angulo SPR
diminui até o valor observado no primeiro patamar (345 m0). Este comportamento &
observado em todas as etapas exceto naquelas destacadas em vermelho que se
referem ao fluxo de solucdo de KCI sem a presenga de complexo. Este resultado
sugere que O processo de dimerizagdo ocorre apenas quando ha moléculas do
complexo no meio eletrolitico. Admitindo que dioxigénio € o ligante ponte entre os dois
centros metalicos, a diferenca entre os valores de massa (364 — 345 = 19 ng cm)
corresponde a 5,9 x 10~ mol cm~2 que é consistente para uma molécula de dioxigénio
entre duas moléculas do complexo dada a quantidade adsorvida (5,4 x 10-'° mol cm~2).

A Figura 30 ilustra uma representacao do dimero formado.
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Figura 30: Estrutura proposta para o dimero do complexo de [Cu(2CP-Bz-SMe)]* sobre ouro.

angulo SPR

Assim, é razoavel admitir que, apds reducao, ha a formacao de uma espécie

dimérica, de acordo com as Equacdes 14 e 15:

2Cu" + 2e~ — 2Cu (Eq. 14)

2Cu' + 02 —» [Cu'-0O-O-Cul (Eq. 15)

A sugestao de formacdao de uma espécie dimérica intermediaria contendo
dioxigénio como ligante ponte & consistente com alguns trabalhos publicados na
literatura.82 Recentemente, Karlin e colaboradores®® sugeriram a formagdo de um
intermediario de Cu'-OOH em solugdo, mas ndo é suficientemente reativo para fazer
a abstracido de H e, portanto, experimenta uma quebra homolitica da ligagdo O-O
produzindo Cu'OH e o radical OH*. Neste trabalho, para o complexo adsorvido e
tendo-se o composto em solugao, os dados de SPR indicam um aumento de massa

consistente com a ligagdo de moléculas do complexo (em solugdo) a moléculas
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adsorvidas através de uma ponte O-O. De fato, a formacgéao de espécies intermediarias
de cobre contendo oxigénio tem sido proposta por varios autores,®-8 como
comentado anteriormente. Na maioria das publicagdes, todavia, a detecgao de tais
intermediarios s6 € possivel mediante a aplicacado de condi¢cdes extremas, tais como
temperaturas abaixo de —50 °C. Adicionalmente, a possibilidade de formag¢ao de uma
espécie dimérica helicoidal, tal como sugerido em solugao, é descartada em superficie
devido a impedimentos estéricos. Para a formacgao da espécie helicoidal, € necessaria
a saida do ligante fenantrolinico da esfera de coordenagéo. Apds adsorgéo, quando

se tem uma diminuic&do dos graus de liberdade da molécula, esta saida ndo é possivel.

Foi realizado o mesmo experimento utilizando NaF 0,1 mol L-! como eletrdlito
suporte em vez de KCI, para descartar a possibilidade de que o dimero formado na
superficie correspondesse a uma espécie contendo cloreto como ligante ponte. O
sensorgrama obtido apresentou o mesmo perfil ilustrado na Figura 30 descartando,
por tanto, o ligante cloreto como a espécie responsavel pelo ponte entre os dois

atomos de cobre.

4.4.2 Estudo de SERS in situ

O comportamento do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?** adsorvido sobre ouro
com a aplicacdo de potencial foi estudada por espectroscopia SERS com aplicacao
de potencial (in situ) suficiente para reduzir o composto (-0,4 V). A Figura 30 ilustra,
além do espectro SERS in situ, os espectros Raman normal e ex situ (sem aplicagéao

de potencial) para fins de correlagéo.
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Figura 31: Espectros Raman do complexo de Cu?*: (a) Raman normal; (b) SERS ex situ e (c) SERS
in situ (-0,4 V por 60s).
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O espectro SERS do composto [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs3)2 (Figura 31, Quadro
b) € muito similar ao espectro Raman do mesmo (Figura 31, Quadro c), apresentado
a mesma atribuicdo de sinais para ambos casos (O espectro de Raman foi discutido
na sec¢ao 4.1.4.1, Figura 27, Tabela 1). A aplicagao de potecial negativo (-0,4 V) induz
a reducao do centro metalico da molécula. Pode-se ver que as bandas do espectro
SERS com aplicagao de potencial (Figura 31, Quadro ¢) mudam em comparagao ao
espectro de SERS sem aplicacdo de potencial (Figura 31, Quadro b), fato que é
atribuido a mudanga de geometria devido ao processo de redox. Esta mudancga
conformacional devido a mudanga no estado de oxidagdo de Cu(ll) a Cu(l) é tao
dramatica, que pode ser percebida nas vibragdes do fragmento final da molécula (R-
SCHs) a través da banda correspondente aos modos vibracionais de ligagao CS em

719 e 739 cm™" apds da redugdo do centro metalico.?478.87-89

Adicionalmente, observou-se uma mudanca significativa entre os espectro
devido ao surgimento de um sinal em 2132 cm-'. A literatura reporta®® que essa banda
€ atribuida para o fragmento CN de radicais. Esta banda pode-se formar devido a
abstragao do hidrogénio iminico gerando um radical nitrila (Figura 31) mediante agao

alguma espécie ROS gerada no processo redox do cobre.
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Figura 32: Esquema da geragao do possivel radical nitrila
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4.5 Estudo de interagdao do complexo [Cu(2CPBzSMe)](NO3) com DNA

4.5.1 Estudo de constante de afinidade do complexo [Cu(2CPBzSMe)](NO3):
com DNA

A inclusédo de um complexo dentro da estrutura do DNA, ou seja, no sulco
maior ou menor da dupla fita por intercalagao total ou parcial, produz uma alteragao
no coeficiente de absor¢cédo molar do complexo, €, ou um deslocamento do maximo de

absorgdo das bandas intraligante (IL) ou na banda MLCT do complexo.®'.92

Como foi mencionado na secao introdutoria, complexos de cobre com ligante
Clip-phen interagem significativamente com o DNA. Para o complexo cuprico derivado
do ligante 2CP-Bz-SMe foi realizado o estudo da interagdo com o DNA por meio de
uma titulacao espectroscépica na regiao do ultravioleta e visivel. Como o complexo é
de cobre (ll), ndo apresenta bandas MLCT, mas apenas transicoes d-d, cujas
intensidades sdo muito fracas. Assim, os valores de absortividade molar da banda
intraligante observada em 273 nm foram subtraidas considerando-se para ser
utilizadas neste estudo. Assim utilizou-se a banda de 273 nm, que corresponde a
absorcao em 260 nm atribuida a transicdes associadas ao DNA-ct. Os espectros
obtidos encontram-se ilustrados na Figura 33.
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Figura 33: Titulagcdo espectroscépica do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* de concentragdo 2 x 10
mol L', com aliquotas de 50 pL de DNA (1.56x10-2 mol L-1).
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A titulagdo da solugdo do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* (Figura 36) com
DNA resulta em uma diminui¢ao na intensidade da banda em 273 nm (hipocromismo)
devido a interacdo do composto com o DNA. Além disso, pode-se observar um efeito

batocrémico, onde o maximo de absorbancia se desloca (5 nm) para uma regiao de

menor energia, sugerindo a intercalagdo do composto ao DNA.%39%

Um método amplamente aceito para quantificar a interacdo de compostos
com DNA é através da determinacdo da constante de afinidade, Kb, que € uma
constante aparente, uma vez que nao € necessario determinar a estequiometria exata

da interacao DNA-complexo (Equacéao 16).

n complexos + DNA < DNA-(complexo)n (Eq. 16)

Para calcular a constante de afinidade, utilizou-se a equagéo proposta por
Schmechel e Crothers® (Equagado 17):

[DNA]  [DNA] 1
= -+ Eq. 17
€a—Ef Ep—Ef Kp(ep—¢f) (Ea.17)
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Onde [DNA] é a concentragao molar de ct-DNA em pares de base [bp], €a € a
Absobs/[Complexo], € € a absorbancia do complexo livre e &b € 0 coeficiente de
extingdo molar do complexo com o DNA. Representando graficamente [DNA]J/(€a - &)
vs [DNA] obtém-se uma relagao linear, conforme ilustrado na Figura 34. A Tabela 3

apresenta os dados obtidos.

Figura 34: Representacao grafica de [DNA]/(ea-€1) em fungéo de [DNA] para a obtengéo da constante
de afinidade (Kb) para o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*.
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Tabela 3: Dados utilizados na obtencédo da constante de afinidade do ion complexo [Cu(2CP-Bz-
SMe)] ?* com DNA.

DKILA [Complexo] | [DNA] Ap/;tr):hte €a £f €a-€f | [DNAJ(Ea-E)
0 | 2,047E-05 0 0,8404 | 41055 | 41075 19 0

50 | 1,997E-05 |3,804E-05| 0,6298 | 31536 | 41075 | -9538 -3,988E-09
100 | 1,949E-05 |7,428E-05| 0,5729 | 29386 | 41075 | -11688 | -6,355E-09
150 | 1,904E-05 |1,088E-05| 0,5431 | 28521 | 41075 | -12553 | -8,669E-09
200 | 1,860E-05 |1,418E-05| 0,5204 | 28448 | 41075 | -12626 | -1,123E-08
250 | 1,819E-05 |1,733E-05| 04778 | 26259 | 41075 | -14815 | -1,169E-08
300 | 1,781E-05 |2,035E-05| 04642 | 26078 | 41075 | -14996 | -1,356E-08
350 | 1,742E-05 |2,323E-05| 04559 | 26169 | 41075 | -14905 | -1,558E-08
400 | 1,705E-05 |2,600E-05| 0,4533 | 26573 | 41075 | -14501 | -1,792E-08
450 | 1,671E-05 |2,865E-05| 04442 | 26582 | 41075 | -14492 | -1,977E-08

A constante de afinidade (Kb) € obtida da relagéo coeficiente angular/ordenada

no origem (Equacao 18)
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K. = Coeficiente angular £ 18
b~ Ordenada na origem (Eq. 18)

O valor obtido para a constante de afinidade (Kb) a partir da Equagao 18 é
5,74 x 10* mol! L. Este valor é consistente com uma interagdo com DNA do tipo
“groove binders”. Na Figura 34 & possivel comparar as constantes de afinidade para

varios complexos de cobre'® com diferentes geometrias.

Figura 35: Esquema comparativo de valores de constantes de afinidade (mol L-') de diferentes tipos e
geometrias de complexos de cobre.
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Da Figura 35 pode-se observar que complexos de cobre com geometria planar

(Complexo 6) apresentam um constante de afinidade de magnitude 108, observando-
se uma intercalagao direta no sulco menor do DNA. No en tanto, moléculas com
geometrias pseudo tetraédricas (Complexos 1, 2, 3 e 4) apresentam constantes de
afinidade com ordem de magnitude 104-10%, o que é atribuido a interagdes com o sulco
maior do DNA. Particularmente o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* (Complexo 5),
objeto deste estudo, apresenta uma ordem de magnitude de104, sugerindo que o tipo
de interagao é no sulco maior do DNA. Entretanto, o efeito batocrémico observado na
titulacdo do complexo com DNA sugere que o complexo também pode possuir

intercalacdo (sulco menor) dentro da dupla fita. Para corroborar se o complexo
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apresenta intercalagao realizou-se um estudo de competicdo com o brometo de etidio

(EB) que é um conhecido agente intercalador do DNA.

4.5.2 Estudo de competicao com brometo de etidio (EB). Obtengao da constante
de Stern-Volmer (Ksv)

Um método de determinacdo do modo de interagdo de um composto com o
DNA, ¢é a través da reacao de competicdo entre este composto e o brometo de etidio
qgue ja se encontra previamente coordenado a dupla fita. O brometo de etidio € uma
molécula que intercala no sulco menor do DNA por interacéo eletrostatica da carga
positiva do EB com os grupos fostafo do DNA e a formagao de empilhamentos 11 entre
seus aneis com bases nitrogenadas do DNA, gerando um ambiente hidrofébico,®’ fato
que aumenta significativamente a emissao (fluorescéncia) do sistema. O EB livre
apresenta uma fluorescéncia muito fraca em solugéo, ao contrario do que acontece
quando esta intercalado ao DNA. A possivel intercalagdo do ion complexo [Cu(2CP-
Bz-SMe)J?* deve gerar uma diminuigdo da intensidade da emissdo da solugdo do
fluoréforo (EB-DNA) devido a remocgéao do EB de seu sitio de intercalagdo no DNA,

fato que foi observado neste estudo, conforme € ilustrado na Figura 36.

Figura 36: Espectro de fluorescéncia de DNA-ct incubado com EB em proporcao de 1:1 de
concentragdo 4 ymol L' em [bp]. Adigdes de 20 uL de uma solugdo 2x10-° mol L' do ion complexo
[Cu(2CP-Bz-SMe)]>** em PBS 2mmol L' e pH 7,4.
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Ao titular a solugdo de DNA-EB com ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*
(Figura 36) se observa uma diminui¢cao da intensidade da banda de emissdo do EB
ligado ao DNA. Esta diminuigdo deve-se a remogao do EB do sulco menor do DNA e

pode ser quantificado a través da Equacéo 19 deduzida por Stern-Volmer.%8
lp
T =1+ Kgo*r (Eq. 19)

Onde Iy é a intensidade de emissao correspondente ao fluoréforo EB-DNA, 7
€ a intensidade de emissdo em cada adigao das aliquotas do complexo, r é a razao
[Complexo])/[DNA] em pares de bases (bp) e Ksv é a constante de Stern-Volmer.
Representando graficamente )/l e a razdo [Complexo]/[[DNA] (Figura 37) se pode

obter Ksv a partir da Equacéo 20.

K. — Coeficiente angular Eq. 20
SV.™" Ordenada na origem (Eq. 20)

Figura 37: Aplicacdo da equacado de Stern-Volmer para a interagdo do ion complexo [Cu(2CP-Bz-
SMe)]?* dentro do intervalo [complexo]/[DNA] de 0-6
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O valor obtido para a constante de Stern-Volmer para o ion complexo
[Cu(2CP-Bz-SMe)J?* foi de 1,65. Este é um valor muito elevado, que se obtém
normalmente para compostos intercaladores,®' corroborando a sugestdo anterior
(Figura 36). O fato do composto experimente intercalagao e, além disso, apresentar
interacao com o sulco maior do DNA era esperado tendo por base compostos similares
observados para complexos de cobre com ligantes clip-phen. Estudos de DFT
reportados na literatura’® reforcam a capacidade destes compostos de intercalar e

interagir com o sulco maior e menor do DNA. (Secgéo 1.1)

4.6 Estudo de geragao de espécies ROS (Reactive Oxygen Species)

4.6.1 Estudo de geracao de espécies ROS mediante eletroforeses

Sabidamente, a clivagem do DNA por complexos de cobre pode ocorrer
através de vias hidroliticas ou oxidativas. A atividade nucleasse do ion complexo
[Cu(2CP-Bz-SMe)]?* foi monitorada pelo relaxamento do plasmideo circular
superenovelado pBR322 de DNA (Forma 1), para as formas Il (nicked)® e lll (linear)

do DNA por meio de eletroforese em gel de agarose. (Figura 38)

Figura 38: Forma circular e clivagem do plasmidio pBR 322 devido a 10 pmol L' de Cu(Il)*. A; (1)
controle de DNA; (2) DNA + Cu(ll); (3) DNA + Cu(ll) + 30 umol L™"; (4) DNA + Cu(ll) + 30 pymol L™ +
0.1 pg/uL catalase; (5) DNA + Cu(ll) + 30 ymol L' + 50 mmol L' D-manitol; (6) DNA + Cu(ll) + 30
pmol L=" + 0,1 yg/uL SOD. B; (1) controle de DNA; (2) DNA + 3 mmol L' H202; (3) DNA + 3 mmol L~*
H202 + Cu(ll). Cu(ll)* = [Cu(2CP-Bz-SMe)J?*.

A

1 2 3 4 5 6




67

Na Figura 38, quadro A, se pode observar que ao incubar o ion complexo
[Cu(2CP-Bz-SMe)]** com o DNA (2), ele ndo gera nenhuma alteragdo na forma do
DNA em relagao ao controle (1). Quando acido ascorbico é adicionado (3) (devido a
seu carater redutor) observou-se uma degradacao total do DNA, fato atribuido a
geragédo de ROS que possuem um elevado poder oxidante. Para tentar identificar que
espécie estda sendo gerada, foram utilizados “scavengers” (agentes de
reconhecimento especifico para espécies ROS). Na reacdao (4), foi utilizada
catalase, % enzima que catalisa a decomposigéo de perdxido de hidrogénio a oxigénio
e agua. Como resultado, surgiu uma banda correspondente a forma 1l (DNA
desenovelado). Também é possivel observar uma banda mais ténue correspondente
aformalll, isto €, DNA linear. Comparando o dano causado na auséncia desta enzima,
que leva a degradar completamente o DNA, podemos afirmar que a catalase esta
protegendo parcialmente o DNA, detectando a geragéo de peroxido de hidrogénio. ™'
103 A adicdo de D-manitol'® como “scavenger” de radical OH* (5), ndo fornece
nenhuma protegdo adicional. Esta observagédo pode ser atribuida a auséncia deste
radical. Entretanto, como o composto tem a possibilidade de intercalar dentro do DNA
gerando radicais dentro da dupla fita e este radical ndo difunde em solugéao e tem um
tempo de vida de 10° s, a sua formagédo pode ocorrer sem que seja possivel a
detecgdo.'9%1%6 A presenga do radical superoxido (O2*-) por méio de SOD'Y
(superoxodismutase) (6) nao € sugerida neste experimento, mas pode acontecer que

este seja gerado dentro do DNA depois que a molécula intercala a dupla fita.

Na Figura 38, Quadro B, se pode observar que o DNA nao sofre nenhuma
reacao quando o peroxido de hidrogénio € adicionado na auséncia do complexo de
cobre (2). Quando peréxido de hidrogénio € adicionado a uma solugado contendo DNA
e o ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*, observa-se o surgimento das formas Il e Il do
DNA. Isso é atribuido a geracdo de espécies ROS na reagdo que, neste caso,

correspondem a reagao Fenton. Equacéo 21.

2Cu" + 2H202 — 2Cu' + 202 + 4H* (Eq. 21)

O peroéxido de hidrogénio atua reduzindo Cu(ll) a Cu(l) que, posteriormente, reage

com peroéxido de hidrogénio para gerar o radical OH*. Equacgao 22.
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2Cu' + 2H202 — 2Cu" + 20H* + 2HO" (Eq. 22)

4.6.2 Deteccao de espécies reativas de oxigénio por meio de SECM

A Figura 39 ilustra o experimento realizado para a detecgdo de espécies
radicais por SECM.

Figura 39: Imagem ilustrativa esquematica do experimento de SECM usando os modos de interrogagao
de superficie (S| — Surface Interrogation) e detecgdo de corrente gerada na tip (SG/TC - Surface
Generated Tip Collection), com o ion complexo [IrCle]>~ como mediador.
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De acordo com o método de interrogacdo de superficies (SI)*°, enquanto o

potencial aplicado a tip SECM é mantido constante para gerar a forma reduzida do
mediador (IrCle*>) (Figura 39, Quadro 1), o potencial aplicado ao substrato modificado
foi -0,2 V durante 60 s (Figura 39, Quadro 2) o que foi suficiente para gerar espécies
ROS que, apds retornar para a condi¢cao de potencial de circuito aberto reagiu com as
espécies reduzidas (primeira etapa) do mediador oxidando-as de IrCle> a IrCle*
(Figura 39, Quadro 3). A corrente resultante medida na tip permite inferir a respeito da

espécie ROS comprovando a sua formagao. (Figura 40)
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Figura 40: Imagens de SECM SG-SI/TC mostrando a corrente na tip de SECM atribuida a deteccgao
de espécies ROS geradas sobre o substrato de ouro modificado com o complexo [Cu(2CPBzSMe))?*.
Condigbes de obtengdo das imagens: SECM tip a 0,5 V em solugdo aerada de KCI 0,1 mol L' e
substrato de ouro em OCP apés 60 s a (A) 0,40 V e (B) -0,20 V. Distancia tip—substrato = 12 ym e
velocidade de varredura da tip (direcao eixo-y) = 200 ym/s. Referéncia: Ag/AgCI/CI-(KCI saturado).

l 2120E-09
2.855E.09
el

3.590€-09

l 4.325E-09
5.060E-09

8 B)

l 5.700E-09
1.150€-08
Py

1.730E-08

l 2.310E.08
2.890E.08

As imagens de SECM (Figura 40) mostram a retrodonagao positiva de
corrente (zona vermelha do grafico tridimensional) esta zona evidencia a formagao de
espécies reativas de oxigénio devido a reoxidagao do centro metalico do complexo

adsorvido.

Apods a reducao do complexo metalico de cobre (Il) a cobre (1) numa solugao
aerada, a oxidagao do complexo de cobre (l) devido ao oxigénio presente na solugao
resulta na formacao de intermediarios contendo O2 ou "OOH. Em meio levemente
acido (pH = 5) e em condi¢des de OCP os intermediarios gerados durante o primeiro
processo tornam o processo de reoxidagao de Cu (I) a cu (Il) favoravel, gerando nesta
etapa uma espécie de elevado poder oxidante sendo o radical peroxil (HOO®) ou
provavelmente o radical OH*, que prontamente reage com o mediador na forma
reduzida Ir(lll) oxidando a sua forma anterior Ir (IV) gerando entdo uma corrente de

retroalimentagéo positiva. (Figura 41)
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Figura 41: Mecanismo sugerido para a formacgao de radical hidroxila durante a reoxidagao do complexo
de cobre (I) por médio de SECM.
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Pode-se dizer, portanto, que em solugao aerada, a redugdo monoeletrénica
do complexo de Cu(ll) adsorvido é seguida por uma reagao com moléculas de O2
difundido na solugéo,®384 resultando provavelmente na formacgéo do radical OH® que,
por sua vez, reage com as moléculas reduzidas do mediador de iridio reoxidando-as
a Ir (IV). O mediador reoxidado volta entdo a ser reduzido na interface da tip. Este

processo resulta entdo na observacao da corrente de retrodoacgao positiva.
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4.6.3 Determinacdo do radical OH* por meio de ressonancia paramagnética
eletronica (EPR)

Utilizou-se a técnica de EPR'%8 para a investigagédo da natureza da espécie
ROS produzida pelo ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?*. Para facilitar a detecgéo da
espécie radicalar, utilizou-se um “spin trap”'®® chamado PBN (N-terc-butil-a-
fenilnitrona) Sec¢&o 1.3) ja que ele possui um tempo de vida longo permitindo, dessa

forma, a detecgéo do aduto gerado pelo radical ligado a nitrona.

O experimento foi realizado seguindo os processos sugeridos pela “Fenton-
reaction”, onde foi adicionado PBN, junto com uma solugé&o que continha o complexo

de cobre (ll) e perdxido de hidrogénio. (Figura 42)

Figura 42: Espectros de EPR do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* (100 umol L-') em solugdes
aeradas e parcialmente desareadas que contem H202 e PBN. Espectro simulado obtido usando o

programa EasySpin“6. a) Aduto PBN-OH?®; b) Radical PBN®.
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Observou-se a formagao de dois radicais, um correspondente ao radical PBN
e o outro foi identificado através do valor do acoplamento hiperfino (aM:15,53 G) como
o radical hidroxil''® (aN:15,3 G). Para a reag&o do complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* com
H202 é favorecida a geragdo do radical OH* sobre o PBN* com um 59% e 41%

respetivamente*® em solugdo areada (preto). Na solugdo parcialmente desareada
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(azul) presenta uma importante diminuicdo no porcentagem do radical OH* gerado
sobre o PBN* de acordo com os percentuais de 33% e 67% respetivamente. O fato de
se observar a diminuicdo da quantidade de ROS gerado quando diminui a presencia
de oxigénio, é um indicativo importante que este desempenha um papel muito
importante na geragao dos radicais deste composto de cobre, atuando como um
intermediario entre dois complexos gerando o dimero®34 sugerido em meio
homogéneo pela voltametria em solugdo do composto a diferentes pH e em meio
heterogéneo mediante o SPR. Provavelmente, a diminuigdo da quantidade de
oxigénio disponivel gera uma diminuigdo na producado de H202. A possibilidade de
formacédo do aduto PBN-OOH devida na presencga do radical peroxil e descartada

devido a que o acoplamento hiperfino para esta espécie € aN: 14,8 G
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5 CONCLUSAO

O ligante 2CP-Bz-SMe foi sintetizado e caracterizado por 'H-RMN. A partir
destes, os respectivos complexos de cobre [Cu(2CP-Bz-SMe)](NO3)2 e [Cu(2CP-Bz-
SMe)]CIO4, foram obtidos. As caracterizagdes de espectroscopia eletronica UV-Vis e
eletroquimica mostraram que o complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]CIO4 nao é estavel em
solugdes formando, provavelmente, espécies diméricas. Por esta razdo o mesmo n&o
foi usado nos estudos de adsorgdo. O complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs)2 foi
caracterizado por EPR, UV-Vis, Raman, infravermelho e eletroquimicamente, sendo
consistentes com as formulagdes propostas. Mas, condutimetria demostrou que umo
dos contra ions nitrato esta coordenado no cobre, gerando uma espécie
pentacoordinada, fato que foi observado ao compara os valores do gL e g| do espectro
(EPR — Electron Paramagnetic Resonance) com os valores de g do complexo
[Cu(2CP)]Cl2, além das diferengas eletroquimicas que o complexo [Cu(2CP-Bz-
SMe)](NO3)2 apresenta frente ao complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]CIOa4.

A adsor¢ao do complexo de cobre(ll) sobre superficie de ouro foi realizada de
forma espontanea por simples imersado do substrato metalico em solugdo aquosa do
complexo. A caracterizagao do eletrodo de ouro modificado foi feita por eletroquimica
e espectroscopia Raman de superficie (SERS — Surface Enhanced Raman Scattering)
As técnicas de voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada possibilito-nos
evidenciar a adsorgdo do ion complexo [Cu(2CP-Bz-SMe)]?* sobre ouro, mas também
calcular a quantidade de material adsorvido, assim como também por (QCM — Quarts

Crystal Microbalance).

Os resultados obtidos em superficie e em solugao foram reunidos a fim de
obter informagbes sobre as espécie reativa de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen
Species) geradas pelo ion complexo [Cu(2CPBzSMe)J?*. Enquanto os resultados de
ressonancia de plasmons de superficie (SPR — Surface Plasmon Resonance) e
eletroquimica sugeriram a formagao de um intermediario dimérico de Cu(l) contendo
oxigénio molecular como ligante ponte [(2CP-Bz-SMe)Cu]*-O-O-*[Cu(2CP-Bz-SMe)].
Imagens de microscopia de varredura eletroquimica (SECM - Scanning
Electrochemical Microscopy) indicaram a geracdo do radical hidroxil, OH*. Os

experimentos de captura de spin por ressonancia paramagnética de elétrons (EPR —
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Electron Paramagnetic Resonance) e ensaios de nuclease de DNA, os quais
envolveram a utilizagao de inibidores de ROS, reforgaram tais conclusdes mostrando
que a geragao do radical depende da quantidade de oxigénio e H202. Assim, é
razoavel admitir um mecanismo catalitico envolvendo reacdes do tipo Fenton onde o
complexo de cobre(ll) é, inicialmente, reduzido a cobre(l). Na presencga de oxigénio e
em meio acido, o composto reduzido é oxidado por H202 resultando na regeneragéao
do complexo de partida e na formagao do radical OH* que, por sua vez, deve ser a
espécie ROS responsavel pela clivagem do DNA. Os resultados obtidos durante o

desenvolvimento deste projeto sdo resumidos na Figura 43.

Figura 43: Proposicdo mecanistica para a geracado do radical OH* a partir do processo redox do
composto [Cu(2CP-Bz-SMe)](NOs)z2.
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