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1. INTRODUCAO

Radicais livres sao derivados principalmente do oxigénio (espécies reativas
de oxigénio/EROs) e nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio/ERNs). EROs sao
constantemente produzidas no organismo e sdo moléculas que contém um ou mais
elétrons desemparelhados na sua ultima camada eletrénica. As EROs sao as
responsaveis por combater os agentes agressores no organismo, sendo de
extrema importancia no sistema imunol6gico. Porém, o aumento descontrolado
dessas espécies reativas ocasiona danos as moléculas bioldgicas, 0 que pode
implicar em diversas doencas como cancer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (RADI et al., 2018).

Antioxidantes sdo substancias que impedem a oxidagdo de outros
compostos. Os antioxidantes atuam no mecanismo de defesa contra os efeitos
deletérios produzidos pelos radicais livres, seja através da inibicao do mecanismo
oxidativo, interrupcao das reacdes deletérias em cadeia, € inibicao de reacdes de
oxidacao (BORA, et al.,, 2019). Essas substancias podem ser produzidas pelo
nosso organismo (enzimaticos) ou absorvidas endogenamente, através da dieta de
alimentos e farmacos (BLANCO, A. et al., 2017).

Complexos metalicos contendo Bases de Schiff tém sido investigados como
scavengers eficazes de EROs, atuando como antioxidantes. Esses complexos sao
geralmente doadores de hidrogénio ou elétrons. Adicionalmente, possuem
capacidade de proteger sistemas de células vivas que podem ser afetadas pelo
estresse oxidativo ou radicais livres (RADI et al., 2018). Complexos de Cu(ll)
contendo ligantes bases de Schiff sdo compostos atrativos na area de catalise e
quimica medicinal. Trabalhos atuais mostram que esses complexos podem
apresentar potente atividade antioxidante, atuando como doadores de prétons ou
elétrons, devido principalmente a presenca do grupo azometina (C=N). O cobre é
um metal enddégeno, o qual esta presente em diversas vias biolégicas, possuindo
um importante papel em todos os seres vivos como um oligoelemento essencial
(SONGUL et al., 2018).

Desta forma, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando na sintese,
caracterizagdo e avaliacdo da capacidade antioxidante de compostos de
coordenacéo de Cu(ll) contendo ligantes bidentados e tridentados bases de Schiff.
Neste trabalho, descrevemos a avaliagdo antioxidante de 2 pré-ligantes tridentados
naftalato-imina, com atomos doadores NNO e ONO, e seus respectivos complexos
de Cu(ll) por ensaios in vitro de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

(DPPH") e do cation radical 2,2’-azino-bis (acido 3-tilbenztiazolina-6-sulfénico)
(ABTS™).
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2. METODOLOGIA

2.1. Procedimento gerais: Os pré-ligantes e os seus respectivos complexos de
Cu(ll) foram sintetizados utilizando reagentes de grau analitico. Os reagentes1,1-
difenil-2picrilhidrazil (DPPH) e 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os outros reagentes
foram de grau analitico.

2.2. Pré-ligantes e complexos de Cu(ll) contendo ligantes naftalato-imina: Os
pré-ligantes  naftalato-imina  ([Ph(NH)-C2Hs-(N=CH)-2-(OH)C1oHs] (1a) e
[Ph(O)C2Hs-(N=CH)-2-(OH)C10Hs] (1b)) e os seus complexos de Cu(ll)
([Cu{Ph(NH)-C2H4s-(N=CH)-2-(OCsH2)-CsH4}CI] (2a) e [Cu{Ph(O)-CzHs-(N=CH)-2-
(OCesH2)-CeH4}Cl] (2b)) (Figura 1) utilizados neste trabalho, foram sintetizados e
caracterizados seguindo métodos descritos na literatura (MACHADO, 2022).

2.3. Avaliacao da atividade antioxidante: A atividade antioxidante dos pré-
ligantes (1a — 1e) e seus complexos (2a — 2b) foi avaliada através de sua
capacidade de eliminar os radicais sintéticos 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e
2,2’-azino-bis (acido 3-tilbenztiazolina-6-sulfénico) (ABTS*). Os compostos foram
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e empregado para preparar solugdes com
diferentes concentracdes (1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM e 200 uM).
Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes e a absorbancia
foi medida em diferentes tempos (10 - 40 min). A atividade antioxidante dos
compostos € expressa em porcentagem de reducao do DPPH ou do cation radical
ABTS (RUFINO et al., 2007).

2.3.1 Ensaio de atividade de eliminacao do radical 2,2’-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH): Para determinar a atividade de eliminagdo do radical DPPH, foram
misturadas diferentes concentracdes dos compostos organicos e inorganicos, com
1.10 ®mM de uma solucio etanélica do radical DPPH em diferentes tempos (10-40
min) a temperatura ambiente na auséncia de luz. A diminui¢do na absorbancia da
solugédo roxa a 517 nm é um indicativo da atividade antioxidante dos compostos
testados.

2.3.2 Ensaio da atividade de eliminacao do radical 2,2’-azino-bis (acido 3-
tilbenztiazolina-6-sulféonico) (ABTS*): O cation radical ABTS* foi gerado a partir
da oxidacdo do ABTS pelo reagente persulfato de potassio. Solugdes com
diferentes concentragées (1 - 200 uM) dos pré-ligantes e complexos de Cu(ll),
foram misturados com 10mM de uma solucao etandlica do cation radical. A mistura
reacional foi incubada em temperatura ambiente em diferentes tempos (10-40min)
na auséncia de luz. A absorbancia resultante foi medida no comprimento de onda
de 734 nm. Os resultados sdo expressos em porcentagem de inibicao do radical
ABTS+.

2.4.3 Analise Estatistica: Todos os testes foram realizados em triplicata e os
dados sao expressos como média + desvio padrao da média. Diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes quando p <0,05. A concentracdo da
solucao dos pré-ligantes ou dos complexos necessarias para inibir 50% do radical
DPPH ou ABTS (ICso) e os valores de maximos de inibicao (Imax) foram calculados
usando o software GraphPad Prisma 8.0 (GraphPad Software).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pré-ligantes fenolato imina (1a — b) e seus complexos de Cu(ll) (2a — b)
(Figura 1) foram previamente sintetizados e caracterizados pelo nosso grupo de
pesquisa. A atividade antioxidante de 1a — b e 2a — b foi avaliada através de sua
capacidade de eliminar os radicais sintéticos 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e
do cation radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS*), utilizando
diferentes concentracdes (1 — 200 uM) das solucdes dos pré-ligantes e complexos.
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Figura 1 . Pré-ligantes naftalato-imina (1a-b) e Complexos de Cu(ll)
contendo ligantes naftalato-imina (2a-b)

Entre os diferentes tempos avaliados no método DPPH e ABTS+, o tempo
de 30 min apresentou o melhor % de inibicdo para todos os compostos testados.

Na Figura 2 sdo apresentados o percentual (%) de captura do radical DPPH
e do cation radical ABTS, para as diferentes concentracdes dos pré-ligantes e
complexos estudados no tempo de 30 min. Os pré-ligantes 1a e 1b néao
apresentaram redugdo no percentual da concentracdo inicial do radical DPPH,
sugerindo, inabilidade antioxidante desses compostos, pelo método empregado. Ja
os complexos (2a e 2b), contendo os respectivos ligantes 1a e 1b, reduziram a
concentracéao inicial da solu¢cao de DPPH, com valores chegando a 91,4 + 1,4 % de
Imax para 2a e 95,2 + 0,7 % para 2b. Os valores de ICso foram calculados e
comparados com o padrao postivo (trolox). Os complexos apresentaram valores de
ICs0 (11,3 £ 0,1 uM (2a) e 11,2 £ 0,3 pM (2b)) comparaveis ao trolox (12,5 + 1,3
pMM), um potente antioxidante.

Na captura do cation radical ABTS+, os pré-ligantes e complexos
apresentaram atividade antioxidante. Para os pré-ligantes os valores de Imax
chegaram a 97,9 + 0,1 % e 86,7+ 0,1% na concentracdo de 100 uM para 1a e 50
MM para 1b. O valor de 1Cso de 1a (17, 4 £ 0,9 yM) foi similar a 1b (ICso = 14,31
0,2 uM). O complexo 2a (Imax = 100 % a 10uM e ICs0 = 2,1 + 0,8 uM) apresentou
perfil antioxidante até a dose de 20 uM. A partir de 50 uM 2a apresentou perfil pré-
oxidante. 2b (Imax = 100 % e ICs0 = 0,8 + 0,2 uM) foi capaz de reduzir o % de ABTS
a partir de 1 yM, chegando a 100% de inibicdo em 20 uM.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, avaliamos a atividade de captura dos radicais sintético DPPH
e ABTS* de novos complexos de Cu(ll) contendo ligantes tridentados naftalato
imina NNO e ONO e seus respectivos ligantes. Os complexos 2a e 2b
apresentaram similar potencial antioxidante. Novos estudos estdo em andamento
para melhor compreensao do mecanismo de agdo antioxidante dos pré-ligantes (1a
e 1b) e complexos de Cu(ll) (2a e 2b).
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Figura 2. Atividade antioxidante expressa pela % de inibicdo de captura do radical DPPH
e do cation radical ABTS dos pré-ligantes (1a e 1b), complexos de Cu(ll) (2a e 2b) e
trolox.Os asteriscos indicam os niveis de significAncia quando comparados ao grupo
controle: (**) p<0.01, (***) p<0.001 e (****) p < 0.0001. A analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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