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Resumo

Trés novos complexos de Cu(ll) contendo ligantes monodentados derivados de
4-(fenilcalcogénio)-1H-pirazol (Se ou S), denominados 2a, 2b e 2c¢ foram
sintetizados e caracterizados. Os complexos 2a — 2¢ foram caracterizados por
difracado de raios X de monocristal, espectrometria de massas de alta resolugao
com ionizagado por electrospray (ESI-HRMS), espectroscopia na regidao do
ultravioleta-visivel (UV-vis) e no infravermelho (1V). Analise elementar (C,H,N)
dos compostos 2a e 2b foi obtida para determinar a pureza desses compostos.
Os compostos 2a — 2c¢ apresentam caracteristicas no estado solido de
complexos mononucleares, com coordenacgao de dois atomos de Npirazol € dois
atomos de cloro frente ao atomo de Cu(ll) com numero de coordenacgéo quatro
e uma geometria quadratica. Ja o complexo 2c¢ possui caracteristicas de um
complexo dinuclear no estado soélido, com o numero de coordenagao cinco,
dispondo de uma geometria piramidal quadrada. Em solugao, o complexo 2¢
foi caracterizado como espécie monometalica por ESI-HRMS. Os complexos
2a e 2b foram estaveis em solugao de DMSO por 24 h.

Estamos interessados na investigagao das atividades biolégicas de compostos
de coordenacao contendo cobre como centro metalico. Desta forma, os novos
complexos 2a — 2c¢ juntamente com complexos de Cu(ll) 2d — 2h contendo
ligantes bidentados e tridentados naftalato-imina com atomos doadores NNO,
ONO e SNO foram aplicados em testes in vitro de avaliagdo da capacidade
antioxidante desses novos compostos. Investigamos a capacidade de captura
do radical livre ABTS* e DPPH para as duas classes de compostos. Ainda, os
compostos 2a — 2b foram avaliados em teste ex-vivo da inibicao das espécies
reativas (ER). No ensaio de avaliagdo antioxidante os ligantes 1a — 1¢ nao
apresentaram atividade antioxidante na eliminagdo dos radicais DPPH e
ABTS"*. Ja os complexos 2a — 2c¢, apresentaram ICso de 4,0 + 1,2 uM, 8,0 £ 0,5
MM e 3,7 £ 2,2 uM, respectivamente, na eliminagédo do radical DPPH. Na
eliminagcdo do radical ABTS* obteve-se ICso de 37,7 + 1,8 uM para 2a. Os
compostos 2b e 2¢ nao apresentaram atividade nas doses testadas em ABTS™.
Na eliminagao de espécies reativas o composto 2a apresentou melhor inibicdo
das ER em 10 uM, em comparacao a 2b, com percentuais de eliminagao de
63,6 + 1,6 % (2a) e 55,6 £ 4,1 % (2b). A avaliagao de citotoxicidade in vitro foram
realizados empregando a linhagem V79 pelo método Vermelho Neutro. Os
ligantes 1a — 1¢c e complexos 2a — 2¢ n&o exibiram citotoxicidade na linhagem
celular V79 em baixas concentragdes, com ICso chegando a 63,6 uM (1a), 57,3
MM (2a), 54,3 uM (2b) e 41,1 uM (2c).

Estudos de estabilidade em solugdo de DMSO e PBS, assim como avaliacéo
do comportamento redox foram realizados para classe de complexos de Cu(ll)
(2d - 2h) contendo ligante bidentados e tridentados naftalato-imina por técnicas
de UV-Vis e voltametria ciclica, respectivamente. No estudo cinético os
compostos foram estaveis em DMSO, no entanto, em PBS apresentaram um
leve efeito hipocrédmico, mas que nédo indica alteracdes estruturais. Todos os
compostos apresentaram atividade redox, com valores relevantes de AE/mV
para os complexos 2d, 2f e 2h. A avaliacido de captura do radical DPPH e cation
radical ABTS™ foram realizadas em diferentes tempos. Os complexos 2d, 2e, 2f
e 2h apresentaram atividades na eliminacdo do radical ABTS* a partir da
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concentracédo de 5 uM, com percentuais chegando a 83,8 £ 0,1 %; 93,4 + 0,2
%; 52,1 £ 0,4 %; 79,3 £ 0,6 %, respectivamente. Na avaliagdo antioxidante em
DPPH, com excecdo do complexo 2e, os complexos neutralizaram o radical
DPPH a partir de 20 yM, com percentuais de 91,4 + 1,4 (2d); 74,6 + 7,7 (2f);
37,3+6,8 (2g9) € 95,2 + 0,7 (2h).

Palavras-chave: Complexos de cobre(ll), Atividade antioxidante e Pro-
oxidante, Citotoxicidade.




Abstract

Three new Cu(ll) complexes containing monodentate ligands derived from 4-
(phenylchalcogen)-1H-pyrazole (Se or S), named 2a, 2b and 2c were
synthesized and characterized. Complexes 2a — 2c¢ were characterized by
single crystal X-ray diffraction, high resolution electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-HRMS), ultraviolet-visible (UV-vis) and infrared (IR)
spectroscopy. Elemental analysis (C,H,N) of compounds 2a and 2b was
performed to determine the purity of these compounds. Compounds 2a — 2¢
show characteristics in the solid state of mononuclear complexes, with
coordination of two atoms of Npyrazole and two atoms of chlorine in front of the
Cu(Il) atom, with coordination number four and a quadratic geometry. Complex
2c, on the other hand, has characteristics of a dinuclear complex in the solid
state, with the coordination number five, having a square pyramidal geometry.
In solution, complex 2c was characterized as a monometallic species by ESI-
HRMS. Complexes 2a and 2b were stable in DMSO solution for 24 h. We are
interested in investigating the biological activities of coordination compounds
containing copper as the metallic center. Thus, the new complexes 2a — 2¢
together with Cu(ll) 2d — 2h complexes containing bidentate and tridentate
naphthalate-imine ligands with NNO, ONO and SNO donor atoms were applied
in in vitro tests to evaluate the antioxidant capacity of these new compounds .
We investigated the ABTS* and DPPH free radical scavenging capacity for both
classes of compounds. Also, compounds 2a — 2b were evaluated in an ex-vivo
test of inhibition of reactive species (RE). In the antioxidant evaluation assay,
ligands 1a — 1¢ did not show antioxidant activity in the elimination of DPPH and
ABTS" radicals. Complexes 2a — 2¢, on the other hand, presented ICso of 4.0 +
1.2 uM, 8.0 £ 0.5 pM and 3.7 £ 2.2 uM, respectively, in the elimination of the
DPPH radical. In the elimination of the ABTS" radical, an ICso of 37.7 £ 1.8 uM
was obtained for 2a. Compounds 2b and 2¢ did not show activity at the doses
tested in ABTS". In the elimination of reactive species, compound 2a showed
better ER inhibition at 10 uM, compared to 2b, with elimination percentages of
63.6 + 1.6% (2a) and 55.6 + 4.1% (2b). In vitro cytotoxicity evaluations were
performed using the V79 strain by the Neutral Red method. Ligands 1a—-1¢ and
complexes 2a — 2c¢ did not exhibit cytotoxicity on the V79 cell line at low
concentrations, with 1Cso reaching 63.6 uM (1a), 57.3 uM (2a), 54.3 uM (2b) and
41 1 uM (2c).

Stability studies in DMSO and PBS solution, as well as evaluation of the redox
behavior were performed for Cu(ll) complex class (2d-2h) containing bidentate
and tridentate naphthalate-imine ligands by UV-Vis techniques and cyclic
voltammetry, respectively. In the kinetic study, the compounds were stable in
DMSO, however, in PBS they showed a slight hypochromic effect, which does
not indicate structural alterations. All compounds showed redox activity, with
relevant values of AE/mV for the 2d, 2f and 2h complexes. The evaluation of
DPPH radical capture and ABTS" radical cation was performed at different
times. Complexes 2d, 2e, 2f and 2h showed activities in the elimination of the
ABTS" radical from the concentration of 5 yM, with percentages reaching 83.8
+ 0.1 %; 93.4 £0.2%; 52.1 £ 0.4%; 79.3 + 0.6%, respectively. In the antioxidant
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evaluation in DPPH, with the exception of complex 2e, the complexes
neutralized the DPPH radical from 20 uM, with percentages of 91.4 £ 1.4 (2d);
74.6 £ 7.7 (2f); 37.3 £ 6.8 (2g) and 95.2 + 0.7 (2h).

Keywords: Copper(ll) complexes, Antioxidant and Pro-oxidant activity,
Cytotoxicity.
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Lista de Estruturas

CAPITULO | — Complexos de Cu(ll) contendo ligantes monodentados 3,5-

dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-

(fenilselenil)-1H-pirazol (Se).

Classe I: Ligantes monodentados 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-

pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (Se).

QO
QLK

3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (1c)

QX0

3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilselenil)-1H-pirazol (1a) - 3 5-dimetil-1-fenil-4-(feniltio)-1H-pirazol (1b)

Classe I: Complexos de Cu(ll) contendo bis-ligantes 3,5-dimetil-1-fenil-4-

(fenilcalcogenil)-1H-pirazoles (Se, S) e bis-ligante 3,5-dimetil-4-(fenilselenil)-

1H-pirazol.

i b ¢

O Em solugao

Cl
/N\ /

. -S€
HN
N

Cu/CI

/

NH

2c

1z

C|—’Cu >/:
N=\_Se
CI HN—/

No estado sélido
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CAPITULO Il — Complexos de Cu(ll) contendo ligantes bidentados e

tridentados naftalato-imina funcionalizados com grupos amina, éter, tio

éter.

Classe llI: Ligantes tridentados naftalato-imina funcionalizados com grupos

amina, éter e tioéter.

()
O/\/\ Y
HO N N

1-(2-(fenilamina)etil-imina)metil-naftalen-2-ol (1d) 1-(quinolin-8-imina)metil)naftalen-2-ol (1e)
e e
< “ - “
S HO O HO

1-(2-(tiofenil)fenil-imina)metil-naftalen-2-ol (1) 1-(2-fenoxifenil)imina)metil-naftalen-2-ol (1g)

o~ O

HO

1-(2-fenoxietil)imina)metil-naftalen-2-ol (1h)
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Classe Il: Complexos monoméricos de Cu(ll) contendo ligantes tridentados

naftalato-imina funcionalizados com grupos amina, éter, tioéter.

Classe II: Complexo dimérico de Cu(ll) contendo ligante bidentado naftalato-

imina funcionalizados com grupo éter.
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1. Introducgao

A quimica inorganica medicinal, vem contribuindo com o
desenvolvimento de novos medicamentos com propriedades farmacoldgicas
especificas. A partir da escolha do metal de transigdo, ha possibilidade de
selecionar o grupo funcional organico, que ira melhor atender a finalidade que
se quer dar ao composto de coordenagao no ambito farmacoldgico.

Os metais bioessenciais tém caracteristicas unicas, como modos de
coordenagao variaveis, diferentes estados redox, e reatividade sendo
indispensavel para diversos processos bioquimicos nas células. Além das
caracteristicas termodinamicas e cinéticas de cada ion metalico (PEDROSA et
al., 2018). Dentre os metais de transicdo, o Cu(ll) vem apresentando grande
potencial na quimica medicinal, estando presente em diversas aplicacoes, tais
como, anti-inflamatérios (GZIUT et al.,, 2013), antibacterianos (HINIS et al.,
2021), antifungicos (SUMALATHA et al., 2021), antioxidantes (CHKIRATE et
al., 2019) e agentes antitumorais (MANJURI et al., 2018). O cobre por ser um
elemento bioessencial esta presente na maioria dos organismos aerdbicos, em
enzimas e proteinas, onde auxilia em muitos processos bioldgicos realizando
diversas fungdes importantes (WAIL AL ZOUBI T AL., 2019). Além disso, pode
facilmente coordenar-se em sitios de ligantes organicos doadores, gerando
compostos com diferentes geometrias e numeros de coordenagao.

O potencial redox do Cu(l)/Cu(ll) no meio fisiolégico varia dependendo
da geometria molecular, natureza do grupo doador, efeitos estéricos e
eletrénicos dos substituintes, e 0 modo de coordenagéo do ligante (MEDINA,
M. et al., 2019). Além disso, tal transferéncia de elétrons sempre envolve
modificagdes importantes da estereoquimica do metal oxidado/reduzido
pertinente de complexos (SANTINI, C. et al., 2014).

Normalmente, a coordenacéo do ligante ao centro metalico leva a uma
melhoria das atividades farmacoldgicas, em virtude dos efeitos sinérgicos entre
o metal e o ligante. Em algumas situacdes, os ligantes podem neutralizar a

carga elétrica de Cu(ll), aumentando a lipofilicidade do complexo, podendo
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intercalar com o DNA e interagir com diferentes proteinas (MEDINA, M. et al.,
2019).

Os compostos contendo calcogénios (Se, S) e pirazois sao substancias
organicas que apresentam uma ampla gama de potencial farmacoldgico e
sintético. Os calcogénios, especificamente o selénio € bastante utilizado em
compostos que apresentam atividade antioxidante e antitumoral (CHKIRATE et
al., 2019). Ja os derivados de pirazol possuem importantes propriedades
biolégicas e quimioterapicas, sendo encontrado em compostos com atividades
anti-inflamatérias, antipirética, hipnoética, antiartrite, bactericida, fungicida, entre
outras (OLIVEIRA et al., 2020).

Outra classe de compostos organicos que vém desempenhando papéis
fundamentais na tecnologia e industria farmacéutica s&o as bases de Schiff,
que apresentam em sua estrutura o grupamento imina (HC=N) (CHELLAIN et
al., 2021). As bases de Schiff possuem propriedades quelantes de metais,
flexibilidade estrutural e atividade bioldgica. Tais propriedades tornam esses
compostos amplamente versateis, sendo aplicados como agentes antitumorais
(Jiang et al., 2020), antioxidantes e antifungicos (HAMEED et al., 2017).

Portanto, compostos com centro metalicos de Cu(ll) com atividades
antioxidantes vém recebendo atencdo, por conta da sua capacidade de
proteger sistemas vivos e células de danos causados por estresse oxidativo
e/ou radical livre. Geralmente esses complexos sao doadores de elétrons ou
doadores de hidrogénio para o sitio reativo na neutralizagdo dos radicais livres
(WAIL AL ZOUBI AL., 2019).

Os antioxidantes sao substancias que tém a capacidade de proteger as
células contra os efeitos deletérios ocasionados pelas espécies reativas de
oxigénio (ERO), atuam através da inibigado do mecanismo oxidativo, interrupgao
das reacdes deletérias em cadeia, além da inibicdo de reagdes de oxidagao
(BORA, et al., 2019). Os antioxidantes podem ser produzidos pelo nosso
organismo (enzimaticos) através das enzimas superoxido dismutases (SODs),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que atuam como um sistema de

defesa celular primario contra danos oxidativos em organismos vivos. Ainda,
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podem ser absorvidos de forma enddgena através da dieta de alimentos e
farmacos (BLANCO, A. ET AL., 2017).

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos, no capitulo |
descrevemos a sintese e caracterizacdo das propriedades eletrénicas e
estruturais, de novos complexos de Cu(ll) contendo ligantes monodentados
3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-
(fenilselanil)-1H-pirazol (Se). Os novos complexos foram caracterizados por
difracdo de raios X de monocristal, espectrometria de massas de alta resolugéo
com ionizagédo por electrospray (ESI-HRMS), espectroscopia na regido do
ultravioleta-visivel (UV-vis), analise elementar (C, H, N) e espectroscopia no
infravermelho. Ainda, investigamos a atividade antioxidante total dos novos
complexos pela captura do radical livre ABTS", radical DPPH e inibicdo das
espécies reativas (ER). Estudos de citotoxicidade in vitro foram realizados
empregando a linhagem de fibroblastos de hamster chinés (V79) pelo método
Vermelho Neutro, sendo este um ensaio que fornece informagdes sobre a
toxicidade dos novos compostos candidatos a farmacos de uma forma rapida e
econdmica.

No capitulo Il, € descrito a investigagdo de uma nova classe de
complexos de Cu(ll) contendo ligante bidentados e tridentados naftalato-imina
aplicados no ensaio de avaliacdo antioxidante pelos métodos de 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) e 2, 2' radical-azinobis-3- etilbenzotiazolino-6-sulfénico
(ABTS*) em diferentes tempos 10-40 min. Estudos de estabilidade em solugao
desses complexos e avaliagdo do comportamento redox foram realizados por

técnicas de UV-Vis e voltametria ciclica, respectivamente.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. O cobre na quimica inorganica medicinal

Os metais de transicdo de primeira linha, como ferro (Fe), zinco (Zn) e
cobre (Cu), séo vitais para o crescimento e proliferacdo de quase todos os
organismos. O cobre €& um micronutriente metalico essencial para a
estabilizacao estrutural de proteinas e para a catalise de multiplas atividades
redox de transporte, desnitrificagdo e respiragdo oxidativa (SHARMA et al.,
2018). O cobre também ¢é vital para varios processos metabdlicos relacionados
a producado de energia, biossintese de melanina e defesa antioxidante
(SHARMA et al., 2018). Esse metal possui a homeostase fortemente regulada
e esta envolvido em varias fungdes bioldgicas, tais como a sinalizagéo celular
e sintese do DNA (SANTINI et al., 2014), sendo encontrado em diferentes
metaloenzimas Figura 1. A maioria dessas enzimas de cobre biologicamente
ativas sdo usadas para a utilizacdo de reacbes de oxigenacao (tirosinase,
ascorbato oxidase), transportando oxigénio (hemocianina) e para reagdes de
transferéncia de elétrons (azurina, plastocianina, lacase) (ABHIMANYU et al.,

2022).
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Figura 1- Fungcdo metabdlica essencial das proteinas de Cobre. Fonte. (COTTON et

al.,1980)
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O cobre (Cu) é o terceiro elemento de transicado mais abundante no
corpo humano, sendo um bom candidato para a sintese de compostos de
coordenagao aplicados ao desenvolvimento de novos farmacos. Quando
combinado com outros compostos organicos ou elementos, apresenta
principalmente os estados de oxidacao (1 e 2%), sendo 0 nox mais estavel e
comum o 2% (TISATO et al., 2010). Os complexos de Cu(l) com numero de
coordenagao igual a 2, 3 e 4 adotam geometrias linear, trigonal planar e
tetraédrica/quadratica, respectivamente. Ja os complexos de cobre(ll)
possuem numero de coordenagao que variam entre 4 e 6, sendo predominante
0 4 (geometria quadratica ou tetraédrica), 5 (geometria bipirdmide trigonal ou
piramide de base quadrada) e 6 (geometria octaédrica distorcida) (SANTINI et
al., 2014). A configuragéo eletronica [Ar]3d® do Cu(ll) é disposto ao efeito Jahn-
Teller devido ao estado degenerado dos orbitais eg (d2? e dx?-y? ). Desta forma,

uma variedade de estruturas distorcidas pode ser obtida, conforme Figura 2.
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Figura 2- Possiveis geometrias ao redor do centro metalico cobre (Il). Fonte. Adaptado

de (COTTON et al.,1980)
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Portanto, a quimica inorganica medicinal € uma area de pesquisa em
plena expansao, em vista do potencial farmacolégico dos compostos de
coordenacao (CHEFF et al., 2017), diversos complexos de cobre(ll) contendo
diferentes classes de compostos organicos e diferentes ions espectadores tém
sido planejados com o intuito de avaliar seu potencial bioldgico e propor novos
farmacos, como por exemplo, anti-inflamatérios (GZIUT et al.,, 2013),
antibacterianos (HINIS et al., 2021), antifungicos (SUMALATHA et al., 2021),
antioxidantes (CHKIRATE et al., 2019) e agentes antitumorais (MANJURI et al.,
2018).

2.2. Complexos de Cu(ll) com atividade antioxidante

O processo de oxidacado que ocorre na cadeia transportadora de elétrons
€ de extrema importancia para muitos organismos vivos, sendo responsavel
pela producao de energia metabdlica durante seu ciclo de vida (THANAN et al.
2015). No entanto, radicais livres centrados em oxigénio e outras espécies
reativas de oxigénio, que sédo produzidos continuamente durante a respiragao
aerdbica na célula, resulta em morte e dano tecidual (SONGUL et al., 2018). As
espécies reativas de oxigénio (ERO) quando produzidas em excesso tornam-
se tOxicas para os principais componentes das células, lipidios, proteinas e
acidos nucléicos, e pode dar origem ao estresse oxidativo que esta envolvido
em diversas patologias, tais como doengas cardiovasculares, cancer, diabetes,
doencas neurodegenerativas e lesdes inflamatdrias (RAY et al., 2012).

Em alguns tipos de cancer, as ERO estdo presentes em altas
concentragcbes, devido a alta atividade metabdlica das células, mutagao
genética e hipoxia (DTORDOIR et al., 2016). No entanto, numerosos estudos
concluiram que o aumento dos niveis de ERO, também pode promover a morte
de células cancerigenas induzidas pelo estresse oxidativo (RECZEK et al.,
2012). Assim, enquanto o papel das ERO na prevengao/indugao do cancer &
um tema de intenso debate, a ideia de usar terapias que seletivamente geram
estresse oxidativo em células cancerosas foi proposto como um possivel

tratamento terapéutico para canceres malignos (DHARMARAJA, 2017).
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O termo antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em
baixas concentracdes, retarda ou previne o estresse oxidativo (SANCHEZ et
al., 2019). Esses compostos podem ser produzidos pelo nosso organismo por
vias enzimaticas, tais como, superéxido dismutases (SODs), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) que exercem a fungéo de defesa celular primaria
contra danos oxidativos ocasionados nas células. Nas condigbes em que esses
sistemas de defesa podem nao ser suficientes para prevenir os danos,
suplementos antioxidantes ou alimentos que contenham antioxidantes podem
ser usados para ajudar o corpo humano a reduzir o dano oxidativo (SONGUL
et al., 2018).

Os antioxidantes sintéticos tém atraido muita atencédo do ponto de vista
farmacéutico, uma vez que a farmacoterapia antioxidante tornou-se uma
técnica para reduzir o dano biomolecular causado pelo ataque de espécies
reativas de oxigénio (ERO) a esses componentes dos organismos vivos
(ABDELGAWAD et al., 2017). Algumas caracteristicas quimicas sao
necessarias para um farmaco ser considerado um bom agente antioxidante, por
exemplo, ter a presenga de substituintes doadores de hidrogénio ou elétrons,
em conformidade com seu potencial de redugao; capacidade de quelar metais
de transig&o implicados no processo oxidativo; habilidade de deslocamento do
radical formado em sua estrutura; e acesso ao local de agdo, dependendo de
seu coeficiente de particdo e de sua lipofilicidade ou hidrofilia (SUMALATHA et
al., 2021).

A atividade antioxidante de um composto pode ser expressa por diversos
parametros, através de técnicas sensiveis, eficientes e baratas. Os métodos
mais utilizados para a determinagado antioxidante in vifro sao o Poder
Antioxidante Redutor Férrico (FRAP), 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS?*), 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH*®) e Capacidade de
Absorcéo de Radicais de Oxigénio (ORAC) (SANCHEZ et al., 2019).

O método ABTS" estd baseado na habilidade dos antioxidantes em
capturar o cation radical ABTS. Esta captura ocasiona um decréscimo na
absorbancia, que € lida em 734 e 815 nm a partir da mistura do radical com o
antioxidante (PEREZ-JIMENEZ J et al., 2006). Foram desenvolvidos novos
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métodos de geragao do radical ABTS?, a partir da oxidagao do sal por persulfato
de potassio, cuja reacao ocorre no escuro. A redugao do radical ABTS* a ABTS,
com a adigao de um antioxidante a solugdo, promove a perda da coloracédo do
meio reacional, do verde para incolor, indicando que houve a estabilizagao da
espécie reativa pela doagao de proton ou elétron (PRADO et al., 2009).

Ja o método com DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) € considerado rapido
e com boa estabilidade, sendo aplicado para determinar a possivel capacidade
antioxidante de um composto em sequestrar radicais livres. A reducdo do
radical DPPH é monitorada pelo decréscimo da absorbancia durante a reacéo
que € lida normalmente na faixa de 517 nm. A intensidade de absorg¢ao
decresce perdendo a cor violeta, na presenca de um doador de hidrogénio ou
elétron, tornando-se amarela, de acordo com o numero de elétrons capturados,
sendo assim, quando o elétron desemparelhado do atomo de nitrogénio no
DPPH recebe um atomo de hidrogénio procedente de compostos antioxidantes,
ocorre a mudanca de cor violeta para o amarelo (PRADO, 2009). Esses dois
ensaios antioxidantes sdo usados principalmente para medir o envolvimento
direto do composto na melhoria da atividade antioxidante primaria.

Um numero significativo de pesquisas se concentrou no papel dos
complexos contendo ions metalicos como antioxidantes (SONGUL et al., 2018).
Os complexos metalicos com atividade antioxidante normalmente atuam como
doadores de hidrogénio ou doadores de elétrons, onde agem neutralizando
radicais livres a partir da redugao das espécies reativas de oxigénio. Além de
possuirem capacidade de proteger sistemas de células vivas que podem ser
afetadas pelo estresse oxidativo ocasionado pelos radicais livres (SANCHEZ et
al., 2019). Ligantes contendo atomos doadores N, S e O sdo particularmente
interessantes para a construcido de complexos polinucleares como modelos
para sistemas bioinorganicos (CHKIRATE et al., 2017).

O cobre esta presente em diversas vias bioldgicas, tendo importante
papel em todos os seres vivos como um oligoelemento essencial, assim é um
candidato promissor redox-ativo, cuja homeostase é fortemente controlada
(SONGUL et al., 2018).
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A capacidade redox do cobre (Cu(ll) / Cu(l)) o torna promissor para atuar
como composto antioxidante, juntamente com moléculas que auxiliam na sua
funcado redox. Além disso, por participar de reagdes redox, como no sistema
Cu?* e Cu", o cobre é capaz de produzir grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (ERO), induzidas pela redugdo com glutationa ou
ascorbato seguido de re-oxidagdo com O2 ou na presenga de peroxido de
hidrogénio através de uma reagao Tipo-Fenton (Figura 3), produzindo o radical
hidroxil, sendo mais reativo e podendo danificar o DNA e proteinas (SANTINI
et al., 2014). Portanto, compostos de cobre(ll) podem exercer fungdes como

antioxidantes ou pro-oxidantes.

Cu(l) + HoOy — Cu(ll) + OH + OH°®

Figura 3- Equacao tipo-Fenton com cobre (II)
Fonte. (BOAL AK, ROSENZWEIG AC, 2009)

Os complexos de Cu(ll) contendo bases de Schiff sdo conhecidos por
importantes aplicagées na area medicinal (EMAM et al., 2019). As bases de
Schiff sdo ligantes versateis, devido a doagdo de elétrons do atomo de
nitrogénio da ligagdo —HC=N-, os efeitos eletrdnicos e estéricos facilmente
ajustaveis, tornando os ligantes eficazes na formacédo de complexos estaveis
com diferentes metais de transicdo, e com diferentes estados de oxidagcao
(ANNAPOORANI et al., 2011). Para estas bases de Schiff operarem como
ligantes e formar compostos de coordenacédo estaveis, o composto deve
possuir um outro grupo funcional, de preferéncia uma hidroxila (OH),
consideravelmente proxima ao sitio de complexacédo (—-HC=N-), para que um
anel de cinco ou seis membros possa ser formado quando reagir com um ion
metalico (HAMIL et al., 2012). Na literatura observa-se, que alguns compostos
apresentam maior atividade quando administrados como complexos metalicos
do que como compostos organicos livres (GOLCU et al., 2005).

No estudo de YADAV et al., (2021) a avaliagao antioxidante foi realizada
para todos os compostos sintetizados, conforme apresentado na Figura 4.
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Nesse trabalho foi analisado a inibicdo do radical sintético DPPH, usando acido
ascorbico como padrao positivo. Os autores observaram que o percentual de
eliminagao do radical aumenta com o aumento da concentragcdo das solucdes
(100, 200, 300, 400, 500 pg/mL) (YADAV et al.,, 2021). O percentual de
eliminagao das espécies reativas foi explicado com base na retirada de elétrons
da base de Schiff, que foram aprimorados na complexacdo com os ions
metalicos, devido os complexos serem bons doadores de hidrogénio ou
elétrons para o radical DPPH (DEVI et al., 2019). O hidrogénio da ligagao
azometina apresenta natureza acida, sendo facil de ser doado, devido a
presenca de grupos retiradores de elétrons na posi¢cao orto-para e dispersao
de carga negativa no anel fenil, atribuidos a retirada de elétrons dos ions Cu(ll)
(retrodoacédo) que facilita a liberagao de hidrogénio para reduzir o radical DPPH
(DEVI et al., 2019).

M = Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), Zn(ll)

R=H ou CI
Figura 4- Complexos com diferentes ions metalicos de Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll),

avaliados perante sua atividade antioxidante. Fonte. (YADAYV et al., 2021)

A atividade antioxidante de ligantes, complexos metalicos e padréo
positivo, mostrou ser dose-dependente com o aumento das concentragdes. O
ICs0 € a concentragao suficiente para obter 50% da atividade de eliminacéo. O

menor valor de ICso corresponde a maior atividade dos compostos com relagao
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a inibicdo das espécies reativas (GANJI et al., 2018). Os complexos de Cu(ll),
Ni(ll), Co(ll) e Zn(ll) obtiveram ICs0 de 2,04 + 0,971 uM; 2,18 £ 0,986 uM; 2,88
+ 0,983 uM; 3,44 £ 0,974 uM, respectivamente, na eliminagdo do radical DPPH.
Enquanto o acido ascérbico (padrao positivo utilizado no estudo) apresentou
ICs0de 1,92 £ 0,978 uM (YADAV et al., 2021).

A ordem de atividade antioxidante exibida pelos complexos foi Cu(ll) >
Ni(ll) > Co(ll) > Zn(ll) (DEVI et al., 2019). Os resultados concluem que todos os
complexos apresentaram boa atividade antioxidante, mas os complexos de
cobre(ll) sdo os mais ativos com valores de ICso mais baixos. Desta forma, os
autores concluem que os estudos contribuem para um tratamento promissor
para doencas patolégicas com envolvimento de estresse oxidativo (YADAV et
al., 2021).

Outro estudo de IFTIKHAR et al., (2018), demonstra a capacidade dos
complexos de Cu(ll), Figura 5, para atuarem como inibidores de radicais livres
ou doadores de hidrogénio, pelo ensaio de eliminagao do radical livre DPPH
(EJIDIKE et al., 2015). Os resultados apresentados revelam que a atividade
antioxidante de todos os compostos foi dependente da concentragdo (dose
dependente), com aumento do percentual de inibigcdo, conforme aumentou a

concentragao das solugdes testadas (ALl et al., 2013).

=

ﬁ N\CU/N =
o’ \o b
n=1,3,5e R=CH:2
n=1, MC-1
n=3, MC-3
n=5, MC-5

Figura 5- Complexo de Cu(ll) contendo ligante base de Schiff. Fonte. (IFTIKHAR et

al., 2018)
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Guo et al., (2005) propuseram que a atividade antioxidante das bases de
Schiff, estudada por esses autores, pode estar relacionada com os grupos
hidroxila (OH) e imina (-HC=N-), ativos nas cadeias da molécula (GUO et al.,
2005). Além disso, é relatado que a presencga de espagadores metil juntamente
com grupamento fenil auxiliam no aumento da atividade antioxidante desses
compostos (IFTIKHAR et al., 2018). Ligantes bases de Schiff apresentaram
valores percentuais significativos de eliminagao do radical livre sintético.

A literatura sugere que os compostos contendo grupos hidroxila no anel
aromatico estendem o sistema conjugado e consequentemente apresentam
excelente atividade antioxidante em comparagdo com o acido ascorbico
(vitamina E) (IFTIKHAR et al., 2018). Os dados revelam que complexos de
cobre com ligantes bases de Schiff presentes na Figura 5, apresentaram alta
atividade antioxidantes com 1Cso = 13,95 pg/mL (MC-1) e 38,91 pg/mL (MC-5).
A atividade antioxidante desses complexos pode ser atribuida a retirada de
elétrons dos ions Cu(ll) que facilita a liberagao de hidrogénio para reduzir o
radical DPPH (ALI et al., 2013).

No estudo de Sumalatha et al., (2021) com complexos de Cu(ll), cobalto
(I1) e niquel (lI) contendo bases de Schiff, avaliou-se o potencial antioxidante
na captura de radicais sintéticos DPPH, representados na Figura 6. O complexo
de cobre (llI) apresentou melhores resultados na inibicdo do radical livre
sintético DPPH, com ICs0 de 4,25 £ 1,1 yM. Em comparagcdo com os demais
complexos contendo ions metalicos de cobalto (II) e niquel (Il) que
apresentaram resultados na inibicdo do radical DPPH com ICso de 5,72 + 1,2
pMM; 8,16 + 1,0 uM, respectivamente (SUMALATHA et al., 2021).
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Figura 6- Complexos de cobre(ll), cobalto(ll) e niquel(ll) contendo ligante bases de
Schiff. Fonte. (SUMALATHA et al., 2021)

Esses complexos estudados pelos autores apresentaram atividade de
eliminagao do radical DPPH, mediante a presenga do grupo azometina, que
pode doar o préton facilmente, devido a coordenagao e/ou a capacidade de
reducdo de ions metal (SUMALATHA et al., 2021). A diferenca observada da
atividade antioxidante entre os complexos metalicos de cobre, cobalto e niquel,
pode ser atribuida ao ambiente de coordenacéo e as propriedades redox que
dependem de diversos fatores, como tamanho do anel quelato, ligagao axial e
grau de insaturagéo no anel quelato (VENKATESWARLU et al., 2018).

HOROZIC et al., (2019), avaliaram o potencial antioxidante do complexo
de cobre(ll) presente na Figura 7, contendo atomos doadores N, O, utilizando
o método de inibigdo do radical sintético DPPH. O acido ascérbico foi utilizado
como controle positivo. Com base no valor de ICso, foi estabelecido que o
complexo de Cu(ll), tem uma alta capacidade antioxidante com ICso de 0,095
mg mL-'. Enquanto, que a vitamina C, tem um efeito antioxidante ligeiramente
maior com ICso de 0,035 mg mL" (HOROZIC et al., 2019).
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Figura 7- Complexo de cobre(ll) com atividade antioxidante. Fonte. (HOROZIC et al.,
2019)

Ganji et al. (2018), estudaram a atividade antioxidante in vitro de
complexos de Cu(ll) com diferentes ligantes contendo bases de Schiff, Figura
8, onde avaliou-se o potencial antioxidante pelo método DPPH nas
concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 uM.

/O H ,N'--; /O
u‘_h u‘ O/C" N H
Xy—CH
’i’CHg O N CH3 Br Br (?jl 3
3 CH;

CH;

Figura 8- Complexo de cobre(ll) contendo ligante bases de Schiff. Fonte. (GANJI et
al., 2018)

Os valores de ICso foram calculados e comparados com o padrao (acido
ascorbico) presentes na Tabela 1. O acido ascérbico apresentou ICso de 0,42
MM, os complexos 1, 2 e 3, mostraram valores de 7,84 uM, 9,82 uM e 3,57 uM,
respectivamente. Isso indica que os complexos possuem propriedades
antioxidantes, apesar de nao obterem valores melhores do que o acido

ascorbico. O complexo 3 que apresenta os ions Br foi o que melhor se destacou
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na inibicdo do radical sintético DPPH, quando comparados em relacdao aos

complexos 1 e 2 que possuem grupos terc-butil.

Tabela 1- Valores ICso da atividade de eliminagdo de DPPH de complexos 1, 2, 3 e AA.

Compostos ICs0 (M)

AA 0,42
1 7,84
2 9,82
3 3,57

AA= Acido ascérbico
Nos estudos de RAMESH et al., (2020), a atividade antioxidante dos
compostos sintetizados, presentes na Figura 9, foi expressa com valores de
ICs0 (concentragao inibitéria de 50%) (VENKATESWARLU et al., 2018). Os
valores de ICso foram encontrados como 7,07 uM (1), 5,15 uM (2), 3,82 uM (3),
7,97 uM (4), 6,41 uM (5), 4,32 pM (6) e 0,42 uM (4cido ascérbico, AA),
respectivamente (RAMESH et al., 2020).
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Figura 9- Complexos de Cu(ll), Co(ll) e Ni(ll) avaliagao da atividade antioxidante.
Fonte. (RAMESH et al., 2020)
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A partir dos resultados presentes na Figura 10, os complexos de Cu(ll)
apresentam maior atividade antioxidante do que os complexos de Ni(ll) e Co(ll),
mas inferior ao resultado do acido ascoérbico (AA). Os complexos metalicos que
possuem ligantes naftalato-imina em sua estrutura obtiveram maiores
atividades na eliminagao do radical sintético DPPH, quando comparados com
os ligantes fenolato-imina. Contudo, todos os complexos apresentaram
atividade de eliminagdo do radical DPPH (RAMESH et al., 2020).
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Figura 10- Complexos de Cu(ll), Co(ll) e Ni(ll) avaliacdo da atividade antioxidante.
AA= acido ascorbico Fonte. Adaptado de (RAMESH et al., 2020)

Outra classe de complexos de cobre(ll) contendo derivados pirazois,
vem sendo estudados, e demonstraram alta atividade antioxidante,
particularmente na prevencao de efeitos deletérios ocasionados pelos radicais
livres (CHKIRATE et al., 2019).

No estudo de Chikirate et al., (2019) a estrutura do complexo de Cu(ll)
apresentada na Figura 11, contendo ligante polidentado com atomos doadores
N,N,N,O, apresenta atividade antioxidante na captura de radicais livres DPPH.
Em comparagdo com o complexo contendo o ion de cobalto (II) com ICso de
72,67 uM, o composto contendo o ion de cobre (lI) com ICs0 de 45,30 uM,
apresenta melhor atividades antioxidantes na eliminacao do radical livre DPPH,
Tabela 2. Nesse estudo, o composto organico ndo apresentou atividade na

eliminacao do radical DPPH (CHKIRATE et al., 2019). Nos estudos bioldgicos
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avaliados no trabalho de Chikirate et al, (2019) os autores observaram que a
atividade bioldgica apresentada pelos complexos foi dependente do ion
metalico, portanto a eficacia de diversos agentes terapéuticos organicos, pode
muitas vezes ser ampliada pela coordenagdo da molécula orgénica ao ion
metalico (ELSAYED et al., 2020).

Figura 11- Complexo de cobre(ll) contendo derivados de pirazol com atividade
antioxidante. Fonte: (CHKIRATE et al., 2019)

Tabela 2- Avaliagdo antioxidante dos complexos de Cu(ll), Co(ll) e do ligante

contendo pirazol.

Compostos DPPH uM (ICso) ABTS UM (ICso) FRAP uM (ICso)
Cu(ll) Pirazol 45,30 + 4,49 0,50 + 0,01 0,30 £ 0,02
Co(ll) Pirazol 72,67 £ 4,10 0,31+ 0,02 0,19 £ 0,01

Ligante Pirazol NA 0,07 £ 0,01 0,09 + 0,02

NA: N3o ativo. Fonte: (CHKIRATE et al., 2019)

2.21. Importancia da atividade antioxidante e pré-oxidante de

complexos de Cu(ll) contra doengas

A superproducgéo de espécies reativas de oxigénio nas formas de anion
superoxido (O2*), radical hidroxila (HO®), 6xido nitrico (NO?®), alcoxil (RO?*),
peroxil (ROO®) e peroxinitrito (ONOO-), sdo considerados os principais
contribuintes para o dano oxidativo de biomoléculas como DNA, lipidios e
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proteinas, acelerando assim o cancer, o envelhecimento, inflamacao, doencgas
cardiovasculares e neurodegenerativas (BASU et al., 2007). Ainda estudos
sugerem que as ERO participam do mecanismo fisiopatoldgico de varias outras
doengas, como Parkinson, distrofia muscular, catarata, retinopatias, infarto do
miocardio, sindrome de isquemia, cirrose hepatica entre outras doencgas.

Portanto, a descoberta e o desenvolvimento de agentes que podem
proteger contra o dano do estresse oxidativo vem sendo ativamente
explorados, e o estudo com diversas moléculas antioxidantes com bons
resultados para um tratamento eficaz, como as que foram apresentadas no
tépico anterior vem sendo apresentadas. Mas, além da importancia da
produgdo de compostos que sejam antioxidantes, ha aqueles que além de
serem oOtimos antioxidantes em concentragdes baixas, pode apresentar
atividade pré-oxidante em concentracdes elevadas, o que por sua vez nao €
ruim para algumas aplicagbes, como exemplo, em alguns tipos de tumores
malignos (DHARMARAJA et al., 2017).

Em alguns tipos de cancer malignos, as ERO estdo presentes em
concentracdes altas, devido a atividade metabdlica das células ser mais
acelerada que em células saudaveis (DTORDOIR et al., 2016). No entanto,
diversos estudos concluiram que o aumento dos niveis de espécies reativas de
oxigénio, pode promover a morte celular programada de células cancerigenas
induzidas pelo estresse oxidativo (RECZEK et al., 2012). E assim, espécies pro-
antioxidantes poderiam ser empregadas como um possivel tratamento
terapéutico para canceres malignos (DHARMARAJA et al., 2017).

O cobre possui importantes caracteristicas quimicas, devido a sua
natureza redox e alta afinidade por nucleobases, facilitando a obtencdo de
candidatos a farmacos que apresentem um maior espectro de agao € menor
toxicidade (HEDLEY et al., 2016). Os complexos de cobre (Il) podem promover
a morte celular por diferentes mecanismos de agdao, como a formacédo de
adutos no DNA,; ligacdo e/ou inibicdo de proteinas pela sua capacidade em
substituir outros ions metalicos; produzir espécies reativas de oxigénio (ERO)

e induzir eficientes clivagem do DNA e RNA; interrompendo/atrasando o ciclo
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celular em qualquer uma das fases; ou causando despolarizagao da membrana
(PEDROSA et al., 2018).

Um exemplo de complexo de cobre(ll) € o Cu(ll)-Elesclomol que
apresenta importantes propriedade redox ativas, no qual o mecanismo de agao
tem carater pré-oxidante, que por sua vez se torna eficaz contra células
tumorais. O complexo de Cu(ll)-Elesclomol, Figura 12, foi estudado em ensaio
clinico de fase | contra leucemia mieloide aguda. O elesclomol se liga ao cobre
(Cu) na forma de Cu?* no soro e permite a redugdo de Cu (ll) a Cu (l) uma vez
dentro da célula maligna. Essa reacdo redox interrompe a respiragao
mitocondrial perturbando a produgao de energia celular e metabolismo, e eleva
o nivel de espécies reativas de oxigénio (ERO) além dos niveis sustentaveis,
desencadeia a apoptose mitocondrial em células cancerosas resultando em
morte celular (BLACKMAN et al., 2012). As células mieloides s&o
exclusivamente dependentes do metabolismo e fungdo mitocondrial
(SRISKANTHADEVAN et al., 2015). Assim, a ruptura mitocondrial mediadas
por elesclomol pode ser eficaz para um subgrupo de pacientes com leucemia
mieldide aguda. Devido ao mecanismo de agao do Cu(ll)-elesclomol, ser mais
eficaz sob condi¢des onde ha oxigénio e a respiragdo mitocondrial € ativa
(HEDLEY et al., 2018).
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Figura 12- Cu(ll) Elesclomol
Fonte. (HASINOFF et al., 2015)

Outra classe promissora de complexos de cobre(ll) presentes na Figura

13, que vem sendo estudados séo as Casiopeinas® Cu(acetilacetonato)(4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina) (lll-Ea) e Cu(glicinato) (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)
(II-Gly), que contem ligantes N,N-doadores (1,10-fenantrolina, 2,2-bipiridina e
seus derivados) e ligantes do tipo N, O- ou O, O-doadores (BRAVO-GOMEZ et
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al., 2013). As casiopeinas foram avaliadas em ensaio de fase Il contra canceres
de ovario, falépio e peritoneais, e demonstrou exercer atividade anticancer
como Cu(l). Estes complexos exibem atividade citotdxica e antineoplasicas com
resultados promissores para a aplicagdo como agentes antitumorais (RUIZ-
AZUARA et al., 2010).
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Figura 13- Casiopeinas lllI-Ea e II-Gli
Fonte. (BECCO et al., 2014).

A Figura 13 ilustra as Casiopeinas® que foram avaliadas in vitro e in vivo
e apresentaram resultados antitumorais. Os mecanismos de ag¢do sugerido
para esses compostos envolvem a producéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), inducdo de apoptose e interagdo direta com o DNA (BRAVO-GOMEZ
et al., 2013). Os resultados confirmaram que as Casiopeinas clivam o DNA, por
um mecanismo de radicais livres e produzem fortes mudancas na estrutura
protéica da tubulina, integrina e fibronectina (BECCO et al., 2014). Todas as
Casiopeinas apresentaram atividade antiproliferativa contra linhagem celular
metastatica de neuroblastoma SK-N-SH, um tumor extracraniano, superior a da
cisplatina (ICso = 123 uM), com valores de ICs0 de 18 e 22 yM para Casll-gli
Cu(glicinato)(4,7'-dimetil-2,2'-fenantrolina) e CaslllI-Ea Cu(acetilacetonato)(4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina), espectivamente (BECCO et al., 2014).

2.3. Citotoxicidade de complexos de Cu(ll) em células V79
A citotoxicidade € a propriedade nociva de um composto em relacéo as

células. A toxicidade desses compostos pode promover diversas modificacdes

no ciclo celular e metabdlico de uma célula, tais como, apoptose, alteragdes na
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permeabilidade da membrana, modificagdes na fita do DNA, inibicdo
enzimatica, necrose, etc.

Na analise de citotoxicidade de uma substéncia normalmente € utilizado
uma célula padrdo, com caracteristicas normais de uma célula saudavel. A
linhagem de células V79 (fibroblastos de pulmao de hamster chinés) € um
exemplo de célula utilizada para estes experimentos de avaliacdo da
toxicidade. Essas células apresentam alta eficiéncia de plaqueamento, devido
serem capaz de iniciar rapidamente um crescimento exponencial a partir de um
pequeno inéculo. Em geral, o tempo de duplicacéo destas células é de 12-16
horas, a 37 °C, com 5% de CO2. Podem ser estocadas em nitrogénio liquido e
refrigeradores a -81 °C, recuperando-se rapidamente apds o seu
descongelamento, permitindo, portanto, a manutengdo de grandes estoques
destas células com caracteristicas reprodutiveis e similares, como por exemplo,
a baixa frequéncia de mutacdes (FRIEAUFF et al., 2001).

Diversos métodos experimentais podem ser utilizados para observar a
toxicidade de um composto em relacédo as células, tais como, MTT, Vermelho
neutro (VN), etc. Uma toxicidade minima ou inexistente em células saudaveis
€ necessaria para o desenvolvimento bem-sucedido de uma preparagao
farmacéutica e, nesse sentido, os estudos de toxicidade baseados em células
desempenham um papel significativo. A citotoxicidade € uma restricdo comum
para o uso de novos compostos em formulagdes farmacéuticas. (FERNANDES,
A.S. et al., 2007).

O ensaio de viabilidade celular MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio) € um método comumente utilizado para avaliar a viabilidade de
células em cultura, as células vivas tém atividade mitocondrial ativa, onde o
MTT é captado e convertido pela enzima mitocéndrial citocromo ¢ oxidase em
um produto chamado formazano, enquanto as células mortas ou danificadas
nao sao capazes de reduzir o MTT. Portanto, a formagdo de formazano é
diretamente proporcional a viabilidade celular (FRIEAUFF et al., 2001).

Ja o ensaio vermelho neutro (VN) se baseia na capacidade das células

vivas de incorporar um corante fluorescente chamado vermelho neutro, que é
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um derivado do triphenyl tetrazolium (NBT), através dos lisossomos de células
viaveis.

As células V79 sao usadas principalmente para avaliar as doses
toxicolégicas, sendo um modelo alternativo pré-clinico que pode ser
extrapolado para estipular doses in vivo, e assim diminuir o numero de animais
no experimento, com doses ja estabelecidas in vitro. Além disso, possui
diversas outras aplicagdes, tais como em mutagénese e reparacdo de DNA,
estresse oxidativo, metabolismo e mecanismo de morte celular programada
(PICH et al., 2019).

No estudo de Pich et al., (2019) as células V79 foram expostas por 72
horas aos complexos 1, 2 e 3 presentes na Figura 14, a fim de estipular as
doses que os compostos apresentam toxicidade. As concentragdes mais altas
foram baseadas em seu maximo de solubilidade. Estudos foram realizados em
Cisplatina, um farmaco ja em uso terapéutico, com intuito de comparar a
toxicidade. O ensaio empregado foi o MTT, os resultados mostraram que os
complexos de Cu(ll) foram capazes de diminuir a viabilidade celular de forma
dose-resposta apés 72 h de exposicdo. Na maioria das concentracdes
utilizadas nos experimentos de MTT, os complexos 1, 2 e 3 apresentaram
efeitos citotdxicos. Toxicidades semelhantes foram observadas para os
compostos 1 e 3, onde as concentracgdes inibitdérias maximas (ICso) foram de
193 e 150 mol/L-1, respectivamente, conforme mostrado na Figura 15. A
comparagao direta mostrou que o composto 2 possui citotoxicidade pelo menos
20 vezes maior que outros complexos de cobre, com valores de ICso de 6,70
mol L-1.. Portanto, ao observarmos a diferenca estrutural, o complexo que
possui o grupamento fenantrolina apresentou maior citotoxicidade na célula
V79, do que com relagdo aos complexos 1 bimetalico e 3 que possui o

grupamento bipiridina. A Cisplatina apresentou ICso de 4.9 yM nas células V79.
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Figura 14. Complexos de Cu(ll) 1 (CuzVaps), 2 (CuVapzFen) e 3 (CuVap2Bip).
Fonte. (PICH et al., 2019)
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Figura 15- Citotoxicidade de complexos 1, 2 e 3 em células V79, conforme determinado pelo
método de redugdo de MTT (porcentagem de controle negativo). Os respectivos controles
negativos (solventes) foram incluidos; os dados s&o expressos como meédia £ S.D., n = 3.
*Dados estatisticamente significantes diferentes em relagdo ao grupo controle negativo *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001/teste de comparacao multipla de ANOVA de um fator de Dunnett.
Fonte. (PICH et al., 2019)
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CAPITULO | — Complexos de Cu(ll) contendo ligantes monodentados 3,5-
dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-

(fenilselanil)-1H-pirazol (Se)

3. Objetivo
3.1 Objetivo Geral

Sintese e caracterizagdo de novos complexos de Cu(ll) contendo
ligantes monodentados 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou
S) e 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (Se), e estudos das atividades

antioxidantes e de citotoxicidade.

3.2.Objetivos Especificos

e Desenvolver uma nova classe de complexos de cobre(ll) contendo
ligantes 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-
dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (Se);

e Caracterizar as propriedades eletronicas e estruturais dos novos
complexos de Cu(ll) por difragdo de raios X de monocristal,
espectroscopia na regidao do infravermelho, espectroscopia eletrénica na
regiao do UV-Vis (2a e 2b), espectroscopia de massas de alta resolugéo-
ESI e andlise elementar (CHN).

e Determinar a capacidade antioxidante dos compostos de Cu(ll) contendo
ligantes 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-
dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (Se) através do método antioxidante,
como a ABTS*, DPPH* e ER.

e Determinar a citotoxicidade dos compostos sintetizados, a partir do
método vermelho neutro (VN), utilizando células de fibroblastos de pulmao
de Hamster chines (V79).
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4. Parte Experimental

4.1 Métodos, Materiais e Procedimentos Gerais

Os pré-ligantes e os seus respectivos complexos de Cu(ll) foram
sintetizados utilizando reagentes de grau analitico. Os solventes utilizados na
sintese e purificacdo dos compostos (etanol, metanol, hexano e acetato de
etila) foram adquiridos de forma comercial, com grau de pureza compativel com
0 uso, sem necessidade de purificagao prévia. Os reagentes de grau analitico
utilizados nos ensaios biolégicos: meio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM), soro fetal bovino (FBS), solugao salina tamponada com fosfato (PBS),
tripsina-EDTA, L-glutamina, penicilina / estreptomicina e azul de Tripan foram
obtidos da Gibco (Grand Island,NY, EUA). 1,1-difenil-2picrilhidrazil (DPPH),
2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS), DMSO (dimetillsulféxido),
acetonitrila, metanol, etanol, pentano, hexano, acetato de etila e DMF
(dimetilformamida), obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os
outros reagentes foram de grau analitico, LiClO4, ferroceno, trolox (acido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).

4.1.1 Classe | dos ligantes 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol
(Se ou S) e 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (Se)

Os pré-ligantes 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (1a), 3,5-
dimetil-1-fenil-4-(fenilsulfanil)-1H-pirazol  (1b) 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-
pirazol (1c) apresentados na Figura 16, foram preparados seguindo
procedimentos descritos na literatura (OLIVEIRA et al., 2015), em colaboragao
com a Dra. Daniela Hartwig de Oliveira no Laboratério de Sintese Orgéanica
Limpa — LASOL da Universidade Federal de Pelotas.
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Figura 16- Ligantes 3,5-dimetil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-
(fenilselanil)-1H-pirazol (Se) (1a-1c).

4.2 Métodos de Instrumentacao

4.2.1 Espectroscopia no Infravermelho (IV)

A caracterizacdo dos compostos 1a — 1c e 2a — 2c por espectroscopia
na regiao do Infravermelho foi realizada no Laboratorio de Catalise Molecular
localizado na IQ-Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os
espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em um espectrofotémetro
IRAffinity-1, SHIMADZU, na regido de 4000 a 500cm-’, sob o acessorio ATR-
ZnSe, em modo: transmitancia, nimero de scans: 60, resolugdo: 4cm™. As
amostras foram dispostas sobre o cristal do equipamento para leitura do

percentual de transmitancia (%T).
4.2.2 Analise Elementar de CHN

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) foram
obtidas através de um analisador elementar de C, H, N Carlo Erba CHNS-O-

E1110, na Central Analitica do Instituto de Quimica — UFRGS, e os resultados

foram obtidos a partir da média de duas determinagdes independentes.
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4.2.3 Analise de Difragao de Raios X de Monocristais

A coleta de dados de difragao de raios X dos compostos 2a, 2b e 2c¢ foi
realizada pela Dra. Roberta Cargnutti, no Departamento de Quimica Inorganica
da Universidade Federal de Santa Maria em um difratdbmetro Bruker D8 Venture
Photon10, utilizando sistema 6ptico de monocromatizacéo e a radiagédo de Mo
K(a)(0,71073 A) e sistema Optico de monocromatizagéo. As estruturas foram
solucionadas e refinadas empregando-se o método de matriz
completa/minimos quadrados dos fatores estruturais F2, com os parametros de
deslocamento térmicos anisotropicos para todos os atomos n&o hidrogendides,
através do programa SHELXS. Os atomos de Hidrogénio foram refinados
isotropicamente na forma de grupos vinculados geometricamente aos
respectivos atomos nao hidrogendides. As representagbes graficas das
estruturas cristalinas foram executadas através dos programas DIAMOND e
ORTEP (FARRUJIA, L. J. P. 565, 1997).

4.2.4 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (Uv-Vis)

Os espectros no ultravioleta visivel foram obtidos em um
espectrofotometro Cary 60, na regido de 200 a 800 nm, localizado no
Laboratério de Catalise Molecular - LAMOCA da 1Q-Universidade Federal do
Rio Grande do Sul - UFRGS, em Porto Alegre. As leituras foram realizadas em
DMSO, em uma concentragdo de 1 x 10-° mol L' (de acordo com a necessidade
de visualizagédo do espectro), em cubetas de quartzo de caminho éptico de 1

cm.

4.2.5 Espectrometria de massa de ionizagcao por eletrospray de alta
resolucao (ESI-HRMS)

As analises de espectrometria de massa com ionizagao via eletrospray
de alta resolucéo (ESI-HRMS) dos complexos em DMSO foram executadas em
um equipamento Shimadzu-Bruker / LC-20ADXT MicrOTOF-QIIl da central
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analitica localizado na Universidade Federal de Ciéncia da Saude - UFCSPA
de Porto Alegre. Ja as anadlises dos complexos em CH3OH, foram realizadas
usando um espectrometro Micromass Waters® Q-Tof e UHPLC-ESI-QqgTof
modelo microTOF-QIIl, localizado na 1Q-Universidade Federal do Rio Grande
do Sul- UFRGS. As analises foram realizadas em solugdes com solventes de
grau espectroscoépico (acetonitrila- ACN), com concentragao em torno de 500

nM e vaz&o de 180 yL min'.

4.3. Sintese dos Complexos Cu(ll) contendo ligantes monodentados
ligantes 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-
dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (Se)

4.3.1 Cu[bis{3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol}Cl2] 2a

N
1 equiv. N@+ 0,5 equiv. CuCl.2H,0 ———— Metanol @/ Q
s6 t a. 3h _CU_N\

Esquema 1- Rota geral de sintese do complexo de Cu(ll) contendo bis-ligantes 3,5-dimetil-

1-fenil-4-(fenilselenil)-1H-pirazol.

Uma solugado de 1a (0,300 g, 0,92 mmol) em metanol (10 mL) foi
adicionada lentamente a uma solugao de CuCl2.2H20 (0,078 g, 0,46 mmol) em
metanol (5 mL). A mistura de reacao foi agitada durante 3h a temperatura
ambiente e a solucdo resultante foi parcialmente evaporada no rota-
evaporador. A solugédo concentrada (aproximadamente 2 mL) de 2a foi deixada
para cristalizacdo. O composto 2a gerou cristais verdes escuros, alguns dos
quais se mostraram adequados para estudos de difracdo de raios X de
monocristal. Rendimento: 194 mg (80,5%). IV (v max / cm™): 3052 (C-H), 1516
(C=N)pirazol, 1393 (C=C)pirazol, 1067 (NN). UV-Vis (DMSO, 200 — 800 nm, 25°C):
258 (11-1*), 416 (n-1m*) L-M. Anal. Calcd. For C34H32Cl2CuN4Se2: C: 51,76; H:
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4,09; N: 7,10. Encontrada: C: 51,38; H: 3,98; N: 6,87. ESI-HRMS (MeOH): carga
m/z = 719,0233 [M — 2CI]*; 563,0833 [M — SePh — 2ClI]*; 407,1359 [M — 2SePh
— 2ClI]*; 329,0544 [L + H]*. (calcd m/z = 719,0253) [M — 2CI]*; (calcd m/z =
563,0775) [M — SePh — 2ClI]*; (calcd m/z = 407,1297) [M — 2SePh — 2CI]*; (calcd
m/z = 329,0557) [L + H]".

4.3.2 Cu[bis{3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilsufanil)-1H-pirazol}Clz] 2b

N
. ~ Metanol ;
1 equiv \N@ . 05equiv. CUCL.2H,0 ——om . S mEaha
S = t. a., 3h /N—CU—N\ S
N /

Esquema 2- Rota geral de sintese do do complexo de Cu(ll) contendo bis-ligantes 3,5-

dimetil-1-fenil-4-(fenilsulfanil)-1H-pirazol.

Este complexo foi preparado como descrito para 2a, partindo de 1b (100
mg, 0,36 mmol) e CuCl2.2H20 (30 mg, 0,18 mmol). O complexo 2b foi obtido
como um sdlido verde. Rendimento: 127 mg (51%). IV (v max / cm™): 3040 (C-
H), 1501 (C=N)pirazol, 1385 (C=C)pirazol, 1121 (NN). UV-Vis (DMSO, 200 — 800
nm, 25°C): 258 (m-m*), 460 (n-1*), 416 (L-M). Analise elementar para
C34H32Cl2CuN4S2. Calculada (%): C: 58,74; H: 4,64; N: 8,06. Encontrada (%):
C: 58,41; H: 4,48; N: 7,76. ESI-HRMS (MeOH): carga m/z = 623,1112 [M -
2CI1%; 281,0951 [L+H]". (caled m/z = 623,1364) [M — 2CI]*; (calcd m/z =
281,1112) [L+H]".

4.3.3 Bis[{(u?-Cloro)-CI-3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol}Cu(ll)] 2c

€
NH T HN,
sl N | /N/
Metanol -
1 equiv ©\I<NH + 0,5 equiv. CuClp.2H,0 etagﬁ @ "
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Esquema 3- Rota geral de sintese do complexo dimérico de Cu(ll) contendo bis-

ligantes 3,5-dimetil-4-(fenilselenil)-1H-pirazoles.

Este complexo foi preparado como descrito para 2a, partindo de 1c
(100 mg, 3,98 mmol) e CuCl2.2H20 (34 mg, 2,00 mmol). O composto 2c¢ foi
obtido como um solido de cor verde. Rendimento: 106 mg (84%). IV (v max /
cm™): 3312 (C-H), 1545 (C=N) pirazol, 1406 (C=C)pirazol, 1105 (NN). ESI-HRMS
(DMSO): carga m/z = 253,0237 [L-H]*; 565,9532 [M-2CI-H]*.(calcd m/z =
253,0314) [L+H]* ; (calcd m/z = 565,9616) [M — 2CI-H]".

4.4 . Ensaios antioxidantes

A atividade antioxidante dos complexos 2a, Cu[bis{3,5-dimetil-1-fenil-4-
(fenilselanil)-1H-pirazol}Clz], 2b Cu[bis{3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilsufanil)-1H-
pirazol}Cl2] e 2¢ Cu[bis{3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol}Cl2] foi avaliada
através de sua capacidade de neutralizar os radicais sintéticos 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH), 2,2’-azino-bis (acido 3-tilbenztiazolina-6-sulfénico)
(ABTS"). Os complexos 2a e 2b também foram avaliados quanto a inibicdo da
formagao de espécies reativas (RS) induzidas pela azida de sédio. Os ensaios
antioxidantes foram realizados em parceria com o grupo de pesquisa em
Neurobiotecnologia (GPN) da Universidade Federal de Pelotas. Os compostos
foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) para todas as andlises em
diferentes concentracdes (0,1 uyM, 1 uM, 5 pM, 10 uM e 50 pM). Os ensaios
foram realizados em trés experimentos independentes feitos em triplicata. A
atividade antioxidante dos compostos é expressa em porcentagem de redugao
do DPPH. O método de captura do radical ABTS* consiste em um método
relativamente comum das classes de antioxidantes, sendo capturado tanto por

antioxidantes de carater hidrofilico quanto lipofilico (RUFINO et al., 2007).

4.4.1 Ensaio de atividade de eliminagao do radical 2,2’-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH)
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Para determinar a atividade de eliminagao do radical DPPH, foram
misturadas diferentes concentragdes dos complexos 2a - 2¢, com 0,1 mM de
uma solugcdo metandlica do radical DPPH. Apds isso, a mistura reacional foi
incubada por 30 min a 30 °C no escuro. Uma diminuicdo na absorvancia da
solugdo roxa (a 517 nm) é um indicativo de atividade antioxidante dos

compostos testados (Choi et al., 2002).

4.4.2 Ensaio de atividade de eliminagao do cation radical 2,2’-azino-bis

(acido 3-tilbenztiazolina-6-sulfénico) (ABTS*)

O cation radical ABTS™ foi gerado com persulfato de sédio na presenca
de tampéao fosfato de potassio (PEREZ-JIMENEZ J et al., 2006). Diferentes
concentracbes de complexos 2a - 2¢, foram misturados com 7mM de uma
solugdo metandlica do cation radical. A mistura reacional foi incubada em
temperatura ambiente por 30 min no escuro. A absorbéncia da solugéo
resultante foi medida a 734 nm. Os resultados foram expressos em

porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH e ABTS".

4.4.3 Inibicdo da formagao de Espécies Reativas (ER)

A avaliagdo da inibicdo da formacdo de ER foi realizada com
homogenatos de tecidos, de camundongos Swiss machos (25-30 g; fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas). Os camundongos
foram eutanasiados e o tecido cerebral foi rapidamente removido e colocado
no gelo. O cortex pré-frontal (PFC) e o hipocampo (HC) foram dissecados e
homogeneizados em Tris-HCI 50 mM a pH 7,4 (1/4, peso / volume [p / v]). O
homogenato foi centrifugado por 10 min a 2500 x g e o sobrenadante resultante
foi usado para a analise. Os procedimentos foram aprovados pelo comité de
ética da Universidade Federal de Pelotas.

A quantificacdo dos niveis de ER no PFC e HC de camundongos foi
realizada segundo Loetchutinat et al. (2005). Resumidamente, aliquotas dos

sobrenadantes foram incubadas com diferentes concentragcdes de compostos
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(1-50 uM), diacetato de dicloro-di-hidrofluoresceina 1 mM (DCHF-DA), Tris-HCI
pH 7,4 e azida de sodio (inibidor do complexo IV do transporte de elétrons em
cadeia (Harvey et al., 1999). A oxidacdo do DCFHDA na diclorofluoresceina
fluorescente (DCF) € medida para a detecgéo de ER intracelular. Os resultados
foram expressos em porcentagem de formacgédo de ER quando comparados a

amostra sem os complexos 2a ou 2b (100% da formacéao de ER).

4.5. Ensaios de Citotoxicidade

4.5.1 Cultura celular

As células de fibroblastos de hamster chinés (V79) fazem parte do
estoque de células do laboratério de Genética Toxicolégica da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). As células foram
adquiridas da ATCC (American Tissue Culture Collection) e foram cultivadas
sob condi¢bes padrao a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de
COs2. A linhagem V79 foi cultivada em meio DMEM com 10% de soro fetal
bovino (composto por fatores de crescimento que estimulam a duplicagéao
celular), 0,2 mg/mL L-glutamina, 100UI/mL de penicilina e 100 ug/mL de

estreptomicina.

4.5.2 Ensaio Vermelho Neutro

O ensaio de viabilidade celular foi realizado em colaboracdo com o
Laboratério de Genética Toxicoldgica (Gentox) localizado na Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre - UFCSPA, sendo determinada
pelo método de captagdo do corante vermelho neutro (VN). Este ensaio é
baseado na incorporacdo do corante vermelho neutro pelos lisossomos de
células viaveis. No estudo foram usadas células V79 (fibroblastos de hamster
chinés).

Para realizacdo do ensaio VN inicialmente é feito o plaqueamento das
células, utilizando placas de 96 pogos, como demonstrado na Figura 17,

utilizando 1x10° células por pogo. As células sdo incubadas a 37 °C, durante
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24 h, em atmosfera de 5% de CO2 para aderéncia das células na placa. Apos,
é feito um tratamento de 24 h, com diferentes concentragdes dos complexos de
Cu(ll) (1, 10, 50 e 100 pM). O percentual de DMSO em todas as concentragdes
foi de 0,1 %. A solugao de 0,1% de DMSO com meio DMEM ¢ utilizado como
controle negativo.

Apods, o tempo de tratamento com os compostos, as células foram
lavadas com 100 pL de PBS e incubadas com 100 uL da solugédo de vermelho
neutro (VN) (25 pug/mL) a 37°C por 3 h. As células foram lavadas novamente
com PBS e incubadas por 30 min, protegidas da luz, com a solu¢do de
desadsorgao (acido acético:etanol:agua, 1:50:49). A absorbancia foi medida a
540 nm em espectrofotometro. Com esse ensaio foi possivel determinar o
percentual de viabilidade celular e os valores de ICso (concentragao inibitoria

minima para inibir 50% das células).

Figura 17- Placa de 96 pogos para cultura de células.

4.6 Analise estatistica

4.6.1 Avaliagao da atividade antioxidante

Todos os testes foram realizados pelo menos trés vezes em ftriplicata e
os dados sao expressos como média + erro padrdao da média (MEV). Os dados
foram analisados por analise unidirecional de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste post hoc de Tukey. Diferengas foram consideradas estatisticamente
significante quando p <0,05. A metade da concentracéo inibitéria maxima (ICso)
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e os valores maximos de inibi¢do (Imax) foram calculados usando o software
GraphPad verséao 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA), o qual também foi

usado para executar a analise estatistica.

4.6.2 Viabilidade celular pelo método de vermelho neutro (VN)

Todos os experimentos in vitro foram obtidos em triplicadas e os
resultados sao expressos como média £ DP. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagao multipla

de Dunnett e P <0,05 foi considerado significativo.

5. Resultados e discussoes

5.1 Sintese e caracterizagao dos pré-ligantes ligantes 3,5-dimetil-1-fenil-4-
(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-
pirazol (Se)

Os pré-ligantes monodentados 3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-
pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol (Se) (1a - 1c) foram
sintetizados (Apéndice A) a partir da reagdo de condensagao, conforme
previamente descrito na literatura por Oliveira et al., (2015). Esses ligantes
foram obtidos como sélidos amarelo-claros em altos rendimentos (89 — 95%) e
caracterizados por espectroscopia de infravermelho e ressonancia magnética
nuclear de 'H e "3C.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) dos ligantes
estdo apresentados em anexo, no Apéndice B (Figuras 51-56). O espectro de
RMN 'H do composto 1a, na regido de 2,33 e 2,36 ppm, apresenta dois
singletos referentes aos hidrogénios das metilas ligadas ao nucleo pirazdlico,
que apresentam valores relativos as integrais de 3H cada. Na regidao do
espectro em 7,46 — 7,32 ppm, encontram-se dois multipletos referentes aos H
do anel aromatico da arilidrazina, na regido de 7,18 ppm tem-se um dupleto e
na regiao de 7,14 — 7,10 ppm tem-se um multipleto referente aos H aromaticos
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ligados ao anel vizinho ao atomo de selénio. Ja o espectro de RMN "3C do
composto 1a, observam-se os sinais referentes aos carbonos da molécula, em
um total de 13 sinais, conforme o esperado. No deslocamento quimico de
153,06 ppm encontra-se o sinal referente ao carbono iminico presente no
nucleo pirazolinico. Ja em 143,86 ppm apresenta o sinal do carbono de posigao
cinco no nucleo pirazolinico. O sinal do C de posi¢gao quatro do nucleo
pirazolico, ligado diretamente ao atomo de selénio, encontra-se no
deslocamento quimico de 102,42 ppm. Enfim, em uma frequéncia mais baixa
de 12,82 e 12,32 ppm, apresenta-se os sinais relativos aos dois carbonos metil
(OLIVEIRA et al., 2015).

O RMN de "H do composto 1b, na regiéo de 2,29 e 2,34 ppm, apresenta
dois singletos referentes aos hidrogénios das metilas ligadas diretamente ao
nucleo pirazolinico, os quais apresentam valores relativos as integrais somadas
de 6H. Ja na regido 7,26 — 7,19 ppm, observa-se um multipleto referente aos
dois hidrogénios mais proximos ao atomo de S dos anéis aromaticos. No
espectro de RMN '3C do composto 1b, observam-se sinais referentes aos C da
molécula, em um total de 13 sinais, conforme o previsto. Em um deslocamento
quimico de 153,10 ppm ha o sinal referente ao carbono iminico do nucleo
pirazolinico. Em 144,01 ppm encontra-se o sinal referente ao C de posigcéo
cinco no anel pirazélico, o qual esta ligado por uma ligagéo simples a um atomo
de N. O carbono de posi¢cao quatro no nucleo pirazélico, esta ligado diretamente
ao atomo de S, no deslocamento quimico de 106,18 ppm. Na frequéncia mais
baixa, em 11,98 e 11,47 ppm, os sinais relativos aos dois carbonos das metilas
(OLIVEIRA et al., 2015).

5.2 Sintese e caracterizagao dos complexos de Cu(ll) contendo ligantes
3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-

(fenilselanil)-1H-pirazol (Se)

A rota geral de sintese para os novos complexos de Cu(ll) a partir dos
pré-ligantes 3,5-dimetil-4-(fenilcalcogenil)-1H-pirazol (Se ou S) e 3,5-dimetil-4-

(fenilselanil)-1H-pirazol (Se) é apresentada no Esquema 4. A reagéo de 1 equiv.
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dos pré-ligantes 1a - 1¢ com 0,5 equiv. de CuCl2.2H20 em metanol, a
temperatura ambiente por 3 h, promoveu a formagao dos complexos 2a - 2¢
como solidos, de coloragao verde, com rendimentos variando entre 51,3 —

84,0%, conforme resultados descritos na Tabela 3.

1 equiv ©\ j/\ﬁN Ri+ 05equiv. CuCI,2H,0 —2taM0l o 25.2¢
ta., 3h

R1=H,Ph
E=Se, S

00 % 4 s
-
Se cl N Q s Se? C/C' / Q
©/ | N—cd—N ) I\( P R e
N@( N?Se /NfN*C?U*N\ s @ j/\( H CI/ HE / S
Se
2a @ 2b @ O 2c

Esquema 4- Sintese dos complexos de Cu(ll) 2a-2c.

Tabela 3- Coloracéo, rendimento dos complexos de Cu(ll).

Compostos Coloracao Rendimento (%)
2a Verde 80,3
2b Verde claro 51,3
2c Verde escuro 84,0

Os produtos finais obtidos sao estaveis ao ar e a umidade. As estruturas
foram deduzidas com base em analise elementar (C, H e N) (complexos 2a e
2b), difragdo de raios X em monocristal, espectrometria de massas — ESI,
espectroscopia na regido do ultravioleta visivel — (Uv-vis) e na regido do
infravermelho (1V). Nao foi possivel realizar andlises de ressonéncia magnética
nuclear de 'H e '3C, devido se tratar de espécies de cobre(ll) (d?)
paramagnéticas. Os complexos 2a - 2c¢ apresentaram solubilidade em
solventes polares, tais como, DMSO, DMF e MeOH. Além disso, demonstraram
ser parcialmente soluveis em H20, THF e diclorometano.

Os espectros de espectrometria de massa de ionizagao por eletrospray

de alta resolugcdo (ESI-HRMS) de 2a - 2c¢ foram registrados em metanol e
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DMSO. A ionizagao por electrospray € uma técnica usada em espectrometria
de massas para produzir ions usando um electrospray, no qual uma alta
voltagem é aplicada a um liquido para criar um aerossol. Os resultados do ESI-
HRMS presentes no (Apéndice |) Figuras 56 e 57, dos complexos 2a e 2b
indicam a formacao de ions [Cu(L)2 — 2CI]* pela perda de dois ligantes cloreto
da estrutura no estado solido. Em metanol o espectro do complexo 2a, exibiu
pico em m/z = 563,0833; 407,1359; 329,0544 atribuivel as espécies [M — SePh
— 2CIJ%, [M — 2SePh — 2CI]* e [L + H]*, respectivamente. No complexo 2b os
picos em m/z = 281,0951; 623,112 sao atribuiveis ao ligante livre [L+H]* e a
massa exata do ion molecular, [M-2CI]*, respectivamente. Ja o complexo 2c
apresentou picos em m/z = 253,0099; 565,9661 atribuidos as espécies [L+H]*
e [M-2CI-H]*, respectivamente.

Os pré-ligantes 1a — 1c e seus complexos de Cu(ll) 2a - 2c
apresentaram baixa solubilidade em solu¢gdo aquosa, entdo quando testados
em meio biolégico, esses compostos foram dissolvidos em DMSO e
adicionados ao meio para atingir as diferentes concentra¢des desejadas antes
do uso. Desta forma, os compostos foram analisados em solugdo de DMSO
com o objetivo de verificar a possivel coordenacdo do DMSO ao centro
metalico. Os espectros em DMSO do complexo 2a, exibiu pico em m/z =
328,0474 e 719.0230 atribuivel as espécies [L + H]* e [M-2CI]* respectivamente.
No complexo 2b um pico em m/z = 280,1019; 623,1359 atribuivel ao ligante
livre [L+H]* e a massa exata do ion molecular [M-2CI]*, respectivamente. Ja o
complexo 2c apresenta pico em m/z = 253,0237; 565,9532 atribuidos as
especies [L+H]*, [M-2CI-H]*, respectivamente. Os picos observados nos
espectros com DMSO indicaram a formacdo de espécies semelhantes

registradas em metanol, os espectros se encontram no (Apéndice ).

5.3 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IR)

A analise de espectroscopia na regido do infravermelho (1V) baseia-se
no fato de que a maioria das moléculas absorvem luz na regido do

infravermelho do espectro eletromagnético, ocasionando a conversao dessa
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molécula em vibracdo molecular. Através dessa técnica espectroscopica é
possivel observar a presenga dos principais grupos funcionais da molécula. Os
espectros de infravermelho para os compostos 1a - 1c e 2a - 2c¢ foram
registrados na regidao de 4000 a 500 cm™', e sdo apresentados nas Figuras 18,
19 e 20. As bandas de absor¢ao analisadas nos espectros obtidos dos pré-

ligantes e complexos sao apresentados na Tabela 4, respectivamente.
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Figura 18- Sobreposicado do espectro vibracional do pré-ligante 1a e o complexo 2a.
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Figura 19- Sobreposi¢cao do espectro vibracional do pré-ligante 1b e o complexo 2b.
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Figura 20- Sobreposicao do espectro vibracional do pré-ligante 1¢ e o complexo 2c.

Tabela 4- Bandas de absorgao analisadas nos espectros de infravermelho para
os pré-ligantes e seus respectivos complexos de Cu(ll).

Bandas de 1a 2a 1b 2b 1c 2c
absorgao
vs (C-H) (cm™) 3043 3052 3050 3040 3188 3312
v (C=Npz) (cm™) 1571 1578 1491 1578 1578 1545
v (C=Cpz) (cm™) 1389 1397 1379 1385 1479 1406
v (NN) (cm-) 1066 1067 1034 1072 1091 1105

v = estiramento; vs = estiramento simétrico;

Nos espectros apresentados nas Figuras 18, 19 e 20 as bandas mais

energéticas presentes na regido entre 1479 - 1379 cm~' s&o caracteristicas do

estiramento da ligagcao C=C do anel pirazélico, enquanto que as absorcdes

encontradas proximas a 1581 - 1501 cm~' s&o atribuidas ao estiramento C=N.

Na regido proxima a 3100 cm~"! sdo bandas provenientes dos estiramentos da

ligacdo C-H. Espera-se uma modificagdo eletrénica, devido a ocorréncia da

coordenagao do nitrogénio doador do ligante ao centro metalico de Cu(ll). Os

grupos funcionais das moléculas do ligante em sua forma livre possuem uma

forga maior de ligagdo, quando comparado ao ligante coordenado ao centro
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metdlico. Quando coordenados ao centro metdlico, os heteroatomos dos
mesmos doam uma densidade eletrénica para o metal diminuindo a forga da
ligagdo (REGUERA et al., 2020).

A modificacdo no ambiente eletrdnico/quimico, que se deve a
coordenagao ao centro metalico do Cu(ll), faz com que as frequéncias de
deformacao axial C=N sofram um deslocamento no complexo se comparado
com o pré-ligante. Alguns grupos do pré-ligante sofreram deslocamentos
inferiores ou superiores no numero de onda, mostrando que a presenca do
metal no complexo também interfere na absorg¢ao dos grupos nado coordenados
(DE LA TABLA, 2012).

5.4 Avaliagao da estabilidade dos complexos de Cu(ll) em espectroscopia

eletrénica na regiao do ultravioleta-visivel

A espectroscopia na regido do ultravioleta- visivel, envolve a luz na
faixa do ultravioleta préximo e do infravermelho préximo, portanto, regido do
comprimento de onda entre 190 a 1200 nm (MATOS et al., 2019). A radiacao
eletromagnética que foi absorvida pelos elétrons, tera energia igual a mudanca
de energia entre os estados fundamental e excitado, portanto, as transigdes
resultantes da absor¢cdo ocorrem em nivel eletrénico (ALCOLEA et al., 2016).

O propésito do teste de estabilidade é fornecer evidéncias de como o
composto se apresenta sob influéncia de determinados solventes e do tempo
em solugéo (ACILAN et al., 2017). A estabilidade € fundamental para monitorar
possiveis degradag¢des ou transformagdes quimicas (tais como coordenagao
do solvente na esfera de coordenacédo do metal) (ALCOLEA et al., 2016). O
comportamento/estabilidade dos complexos de Cu(ll) 2a e 2b foi verificado em
DMSO por 24 h em espectroscopia UV-Vis. As analises realizadas no solvente
sao importantes, uma vez que os compostos foram previamente diluidos em
DMSO para a realizagao dos ensaios bioldgicos. A cinética de varredura obtida

€ relatada nas Figuras 21 e 22. Todos os espectros foram obtidos na

concentragéo 10" mol LT,
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Figura 21- Espectros eletrénicos na regiao do UV-Vis para o complexo 2a.

Analise de estabilidade em DMSO em diferentes tempos.
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Figura 22- Espectros eletrdnicos na regido do UV-Vis para o complexo 2b.

Analise de estabilidade em DMSO em diferentes tempos.

Todos os ligantes apresentam uma banda de energia em torno de 259—

292 nm atribuida a transicdes eletrénicas intra-ligante -1 nos anéis
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aromaticos dos ligantes (MATOS et al., 2019). Os espectros dos ligantes sao
encontrados no Apéndice J. A banda de absorbancia em torno de 416-440 nm
€ provavelmente devido a uma transferéncia de carga atribuidos ao n—1r*
(L>M) (MUKHERUJE et al., 2013).

Conforme mostrado nas Figuras 21 e 22, os complexos 2a e 2b foram
ambos estaveis em solugdo de DMSO por 24 h. O complexo 2a apresentou um
leve efeito hipocrémico, em torno de 2 horas em solugdo. Nenhum desvio
batocrobmico ou hipsocrébmico foi detectado. Este comportamento dos
complexos de Cu(ll) é atribuido a nao modificagdo dos compostos originais
(LOVISON et al., 2022). Ja o complexo 2b apresentou um perfil de absorbancia
constante, ndo havendo alteracdao do composto em solugcdo de DMSO com o

aumento de tempo.

5.5 Analise elementar

A analise elementar de CHN trata-se de um método quantitativo e
qualitativo dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio. Adicionalmente,
avalia o grau de pureza de uma amostra. Os valores do percentual de C,He N
(%) para os complexos 2a e 2b, sdo apresentados na Tabela 5. A partir dos
resultados obtidos da analise, pode-se constatar que os valores alcancados de
forma experimental estdo relativamente proximos aos valores tedricos
calculados, portanto, determinando um elevado grau de pureza dos complexos

2a e 2b, conforme os resultados obtidos por analise elementar de CHN.

Tabela 5- Valores encontrados de CHN experimental e teérico dos complexos.

Calculado (%) Experimental (%)
Compostos C H N C H N
2a 51,76 4,09 7,10 51,38 3,98 6,87
2b 58,74 4,64 8,06 58,41 4,48 7,76
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5.6 Caracterizagdo no estado soélido por difracido de raios X de

monocristal

A difracdo de raios X € uma analise importante das estruturas, que
permite a identificagcdo de compostos cristalinos, além de fornecer detalhes e
angulos de ligacbes dos cristais. O arranjo espacial dos atomos doadores ao
redor do centro metalico € denominado geometria de coordenagao. Os angulos
e pontos fortes desses feixes sado registradas quando o cristal €
sucessivamente girado. Cada ponto registrado € chamado de reflexdo, que
corresponde a reflexao dos raios X de um conjunto de planos espagados dentro
do cristal.

Para a determinacao da estrutura molecular por difragcdo de raios X
foram obtidos monocristais dos complexos 2a, 2b e 2c a partir da evaporagao
lenta da solucdo concentrada resultante da reagdo. As estruturas cristalinas e
moleculares destes juntamente com os principais angulos e distancias de
ligacdo sao apresentadas nas Figuras 23, 24 e 25. Dados cristalograficos e de
refinamento sdo resumidos nas Tabelas 7 e 9.

O complexo 2a pertencente ao sistema cristalino monoclinico com
grupo espacial P21/n com Z=2, e apresenta-se de forma monomérica no estado
sélido com coordenagcdo monodentada do atomo doador nitrogénio do anel
pirazdlico frente ao atomo de Cu(ll). A cela unitaria apresentou uma unica
espécie molecular. Ocorreu a coordenacao de dois pré-ligantes ao complexo
2a, a partir dos atomos doadores de Npirazol € dois atomos de cloro frente ao
atomo de Cu(ll) que determina o numero de coordenagéo quatro. A estrutura
cristalina e molecular apresenta angulos de ligagdo N1-Cu1- N1’ = 180,00(14)
A, CI1-Cu1-CI1’ = 180,00 A, N1-Cu1-CI1 = 89,42(8) A e N1’- Cu1-CI1 = 90,58(8)
A que determinam a formagao de uma geometria quadratica ao redor do centro

metalico.
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Tabela 6- Principais angulos das ligagcbes da estrutura cristalina 2a.

Ligagoes Angulos (°)

N1-Cu-N1 180,00(14)
Cl1-Cu-CIT’ 180,00
N1-Cu1-CI1 89,42(8)
N1"-Cu1-Cl1 90,58(8)

Figura 23- Estrutura cristalina e molecular do complexo 2a. As elipsoides térmicas sao

representadas com 50% de nivel de probabilidade. Distancias (A) de ligagéo
selecionadas: Cu1-N(21) = 1,986(2); Cu1-N1’ = 1,986(2); Cu1-Cl1 = 2,2500(9); Cu1-

Cl1’= 2,2501(9).

Tabela 7- Dados do cristal e refinamento da estrutura para os complexos 2a e

2b
Complexo 2a 2b
Férmula empl'rica C34H32C12CuN4Se> C34 H32Cl2CuN4S2
Massa molar (g/mol) 788,99 695,19
Temperatura (K) 296(2) 296(2)
Comprimeg\to de onda 0,71073 0,71073
(A)
Sistema do cristal Monoclinico triclinico
Grupo espacial P 21/n P-1
Dimensdes da unidade
da célula
A (A) 10,2445(3) 8,9255(3)
B(A) 8,2038(3) 9,3940(3)
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C (A)

o (%)

B ()

v (%)
Volume (A3)

Z
Densidade calculada
(mg.m3)
Coeficiente de
absorgao linear (mm-)
F (000)
Tamanho do cristal
(mm®)
Regiao de varredura
angular 6 (°)
Regiao de varredura
dos indices

Reflexdes
coletadas/independ
. [Raint)]

Integralidade da
medida (%)
Método de

Refinamento
Dados/ restricoes
/parametros
Goodness-of-fit
(GOF) em F?
indice R final
[I>20(/)]

indices R (todos os  R1=0,0920, wR2 = 0,1454

dados)
Maior diferenca de
pico e vale (e A?)

20,3624(7)
90
104,1980(10)
90
1659,06(10)
2
1,579

3,043

790
0,222 x 0,128 x 0,075

2,512 - 30,568
-14<h=14

M1 <kz=11
-29</229

29432/5095 [R(int) =

0.0481]

99,9

Full-matrix least-squares

on F2
5095/0/198

1,010

R1=0,0498, wR2 = 0,1263

1,519 e -1,416

10,1634(4)
99,6160(10)
96,5690(10)
102,0430(10)

811,79(5)

1
1,422

0,996

359
0,241 x 0,170 x 0,098

2,882 — 30,572
-12<h=12

-13< k=13
-14<1214

31120/4982 [R(int) =
0.0297]

99,7
Full-matrix Ieagt-squares on
4982 /FO /198
1,054

R1=0,0372, wR2 = 0,1150

R1=0,0443, wR2 = 0,1200

0,553 e -0,596

O complexo 2b pertencente ao sistema cristalino triclinico com grupo

espacial P-1, e apresenta-se de forma monomérica no estado solido com

coordenacgao do atomo doador N do anel pirazodlico frente ao atomo de Cu(ll).

A cela unitaria apresentou uma unica molécula. Ocorreu a coordenagéao de dois

pré-ligantes a partir dos atomos doadores de Npirazol de forma monodentada e

dois atomos de cloro frente ao atomo de Cu(ll) que determinam o numero de
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coordenagao quatro. A estrutura cristalina e molecular apresenta angulos de
ligacdo N1-Cu-N1’ = 180,00(9); CI1-Cu-CI1’ = 180,00; N1-Cu1-Cl1= 89,18(15);
N1’-Cu1-Cl1 = 90,82(15) A que determinam a formagdo de uma geometria

quadratica ao redor do centro metalico, apresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Principais angulos das ligagdes da estrutura cristalina 2b.

Ligagoes Angulos (°)
N1-Cu-NT 180,00(9)
Cl1-Cu-CI7T’ 180,00
N1-Cu1-Cl1 89,18(15)
N1'-Cu1-Cl1 90,82(15)

b

Figura 24- Estrutura cristalina e molecular do complexo 2b. As elipsoides térmicas sao
representadas com 50% de nivel de probabilidade. Distancias (A) de ligagéo
selecionadas: Cu1-N1= 1,9597(14); Cu1-N1’ = 1,9597(14); Cu1-CI1’= 2,2713(5); Cu1-
Cl1 =2,2713(5).

Para descrever o tamanho e a distancia entre os atomos sdo usados o
raio covalente dos atomos envolvidos na ligacao e o raio de Van Der Waals. O
raio covalente é metade da separacéo internuclear entre os nucleos de dois
atomos. Enquanto o raio de van der Waals é usado para definir metade da
distancia entre a aproximagao mais préxima de dois atomos nao ligados de um

determinado elemento (BROWN et al., 2005).
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As distancias de ligacdo Cu-N [1.986(2) A] a 2a e [1,9597(14) A] a 2b
sdo comparaveis aos valores anteriormente relatados para complexos de Cu(ll)
com ligantes contendo pirazois (HUERTAS et al.,, 2015). As distancias de
ligagdo Cu—Cl [2,2500(9) A] a 2a e [2,2713(5) A] a 2b sdo menores que a soma
dos raios covalentes e estdo de acordo com outros complexos de cobre-cloreto
(GAMA et al., 2011). Os angulos de ligacao diagonais (°) a 2a [N1-Cu1-N1'=
180,00 (14) e CI1—Cu1-CI1' = 180,00] e 2b [N1-Cu1-N1' = 180,00 (9) e Cl1—
Cu1-CI1 ' = 180,00] determinam a formacédo de uma geometria perfeitamente

quadratica em torno do centro metalico de cobre (MASSOUD et al., 2018).

Tabela 9- Dados do cristal e refinamento da estrutura para o complexo 2c.

Complexo 2c
Formula empirica C44H48CisCu2NsSes
Massa molar (g) 1273,62
Temperatura (K) 295(2)
Comprimegto de onda 0,56086
(A)
Sistema do cristal Monoclinico
Grupo espacial P 21/c
Dimensdes da unidade
da célula
A (A) 6,4465(2)
B (A) 18,3340(7)
C (A) 21,3901(8)
a (°) 90
B (°) 104,1980(10)
Y () 90
Volume (A3) 96,9530(10)
Z 2
Densidade calculada 1,686
(mg.m?)
Coeficiente de 2,113
absorgao linear (mm-")
F(000) 1260
Tamanho do cristal 0,311 x 0,079 x 0,064
(mmd)
Regido de varredura 2,512 — 23,665
angular 6 (°)
Regido de varredura -8<h=8
dos indices -26 < k=26
-30</230
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Reflexdes 77408/7666 [R(int) =

coletadas/independ 0,1118]
. [Rint)]
Integralidade da 99,8
medida (%)
Método de Full-matrix least-squares on
Refinamento F?
Dados/ restricoes 7666 /0 /292
/parametros
Goodness-of-fit 1,059
(GOF) em F?
indice R final R1=0,0480, wR2 = 0,0870

[I>20(1)]

indices R (todos os  R1=0,0977, wR2 = 0,1014
dados)

Maior diferenca de 0,648 e -0,636

pico e vale (e A?)

O complexo 2c¢ cristaliza no sistema monoclinico com grupo espacial

P21/c, e apresenta-se de forma dimérica no estado sdélido com coordenacgao do
atomo doador N do anel pirazdlico frente ao atomo de Cu(ll). A cela unitaria
apresentou uma unica molécula. A coordenacao de dois atomos de Npirazol, d0Ois
atomos de Cl em ponte entre os centros metalicos e um atomo de cloro frente
ao atomo de cada Cu(ll) que determinam o numero de coordenagao cinco. A
estrutura cristalina e molecular apresenta angulos de ligagao N(1)-Cu1-N(3) =
89,72(11); N(1)-Cu1-CI2 = 167,71(9); N(3)-Cu1-CI2 = 88,68(8); N(1)-Cu1-CI(1)
=90,67(8); N(3)-Cu1-Cl1 = 178,74(9); CI2-Cu1-Cl1 = 91,19(4) que determinam
a formacao de uma geometria piramidal quadrada ao redor do centro metalico.
As distancias de ligagdo Cu—Cl [2,2743(9); 2,3112(9) A] do composto 2¢

€ menor que a soma dos raios covalentes e estdo de acordo com outros
complexos de cobre-cloreto (GAMA et al., 2011). A ligacédo Cu-Cl = 2,8001(1)
A é superior a soma dos raios covalentes (2,31 A), indicando a existéncia de
interagdes fracas entre o cloreto e o centro de cobre (KESKIC et al., 2019). Os
angulos diagonais (°) a 2¢ [N(1)—-Cu1-N(3)= 89,72 (11) e CI2-Cu1-CI1 = 91,19
(4)] determinam a formagéo de uma geometria piramidal quadrada em torno do

centro metalico de cobre.
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Tabela 10- Principais angulos das ligagcoes da estrutura cristalina 2c.

Ligagdes Angulos (°)
N(1)-Cu1-N(3) 89,72(11)
N(1)-Cu1-CI2 167,71(9)
N(3)-Cu1-CI2 88,68(8)
N(1)-Cu1-CI(1) 90,67(8)
N(3)-Cu1-Cl1 178,74(9)

Cl2-Cu1-CI1 91,19(4)

Figura 25- Estrutura cristalina e molecular do complexo 2¢. As elipsoides térmicas sao
representadas com 50% de nivel de probabilidade. Distancias (A) de ligagéo
selecionadas: Cu1-N1 =2,019(3); Cu1-N(3) = 2,020(3); Cu1-ClI2 =2,2743(9); Cu1-CI1
=2,3112(9) e 2,801(1).

5.7 Ensaios Biolégicos

5.7.1 Avaliagao da atividade antioxidante

Complexos de Cu(ll) contendo ligantes pirazol, tém sido descritos por
apresentarem atividade antioxidante significativa (KUPCEWICZ B. et al., 2013).
Portanto, seguindo o propdsito de identificar o perfil antioxidante dos pré-

ligantes 1a, 1b e 1c e seus respectivos complexos 2a, 2b e 2¢, 0 proximo passo
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foi realizar testes baseados na estabilizagdo de espécies radicais, DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) e ABTS* (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
empregando solugdes de diferentes concentragdes. O ensaio DPPH e ABTS*
sdo amplamente utilizados na triagem de atividade antioxidante de compostos
organios e inorganicos (Wolfenden e Wilson, 1982). Os complexos 2a
Cu[bis{3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol}Cl2] e 2b Cu[bis{3,5-dimetil-
1-fenil-4-(fenilsufanil)-1H-pirazol}Cl2] também foram avaliados quanto a
inibicdo da formagao de espécies reativas (ER) induzidas pela azida de sodio,
utilizando diferentes concentragdes das solu¢cdes dos complexos.

Na analise antioxidante do radical DPPH e ABTS* a reducdo da
concentracéo inicial é tida como evidéncia de suas capacidades antioxidantes.
Os resultados obtidos na Tabela 11, foram calculados e apresentados como %
de inibicdo, onde 100 % é o controle negativo (Veiculo) e ndo apresenta
atividade na eliminagdo do radical. As leituras das absorbancias foram
realizadas em 517 nm para ensaios DPPH e 734 nm para ABTS*. O ensaio de
eliminacdo de radicais DPPH baseia-se na transferéncia de atomos de
hidrogénio ou transferéncia de elétrons, seguida de transferéncia de protons.
No entanto, todos esses mecanismos levardo a formagcdo do mesmo produto,
o radical DPPH-H (Niki, 2010). Durante esse processo, se o DPPH for reduzido,
isso causara uma mudanca no estado de oxidagao do composto e alteracéo da
coloragao de roxo para amarelo quando o radical for estabilizado.

O cation radical ABTS*, que é um cromoéforo verde-azulado, pode
absorver a 734 nm e descorar apos a reacao, devido ocorrer a estabilizagao do
ABTS" por conta da doagéao de elétron/proton do complexo de cobre(ll).

Os complexos de cobre(ll) contendo ligantes monodentados (2a e 2b),
presentes na Tabela 11, podem reduzir a concentragao do radical DPPH inicial
em solucéo, com valores chegando a 94,3 + 1,1 % para 2a na concentracao de
10 uM. O complexo 2b na mesma concentragao de 10 uM apresentou similar
percentual de inibicao, 87,3 £ 9,8 %. Ao analisar o perfil de inibicdo do radical
DPPH para os dois complexos nas diferentes doses, o complexo 2a na dose
de 1 yM apresenta percentual de inibicdo de 25,8 £ 5,3 %, enquanto para 2b o

percentual é de 1,5 £ 0,2 %. Ambos os complexos ndo demonstraram perfil de
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dose dependentes. O valor do ICso calculado € a concentragdo minima
necessaria para obter 50% da atividade de eliminagao. Portanto, o menor valor
de ICso corresponde a maior atividade de eliminagdo. Os dados do % de
inibicdo maxima (Imax) € 1Cs0 sdo mostrados na Tabela 11. Os complexos em
baixa concentragcéo (10 uM) apresentaram o Imax mais alto (94,3 + 1,1% para
2ae 87,3 £ 9,8 para 2b) e menor ICso0 (4,0 uM para 2a e 8,0 uM para 2b). Desta
forma, no ensaio de neutralizagdo do radical DPPH o composto 2a (contendo
Se) apresenta maior potencial antioxidante comparado ao composto 2b
(contendo S).

A neutralizacdo do radical ABTS" é baseada em uma transferéncia
eletrénica, ocorrendo a redugao do cation ABTS* (Prior et al., 2005). Como
apresentado na Tabela 11, o composto 2a foi capaz de eliminar o radical
ABTS?*, apenas a maior concentracao de 50 uM, resultando em um ICsode 37,7
MM (33,1 a 42,5 pM) e Imax de 62,9 = 4,1%. O complexo 2b n&o apresentou

percentual de inibicdo nas concentragdes testadas.

Tabela 11- Atividade Antioxidante in vitro do complexo de cobre(ll) 2a e 2b.

Complexos 2a 2b
DPPH ABTS* DPPH ABTS*
[nM] % controle % controle
Veiculo 100 100 100
0,1 98,3+0,7 96,8 +1,0 98,2+0,7 -
1 74,2 + 5,3* 96,1+ 1,2 98,5+0,2 -
5 62,7 £ 11,5 93,4+2,0 98,6+ 0,0 -
10 57+1,1** 94,1+0,8 12,7 £ 9,8** -
50 9,0 £2,0m* 37,1 £ 4,1 10,8 £ 6,6** -
Imax (%) 943+ 1,1 62,9 + 4,1 89,2 + 6,6 -

ICso (uM) 4,0 (24a6,9) 37,7(33,1a425) 80(6,7a157) -

Os dados sédo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos

independentes realizados em duplicata. Os valores sao apresentados como: porcentagem de
% controle dos radicais DPPH e ABTS* quando comparado a um grupo controle sem inibi¢cao

de radicais (controle de 100%). O meio inibitério maximo concentragdo (ICso) indica a
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concentracdo de compostos necessaria para inibir 50% do radical DPPH e ABTS*. A
porcentagem de inibicdo maxima é representada por Imax. Os dados foram analisados por
ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001).

Para o complexo 2c as concentragdes foram dobradas (2; 10; 20; 100
pM), afim de ajustar as doses utilizadas, devido em solugdo ter sido constatado
que o composto possui estrutura monometalico. Portanto, o complexo 2¢ pode
reduzir a concentracdo do radical DPPH inicial em solucdo, com valores
chegando a 97,0 = 1,1 % na concentragao de 100 pM. Ao analisar o perfil de
inibicdo do radical DPPH nas diferentes doses, o complexo 2¢ na dose de 2 uM
apresenta percentual de inibicdo de 31,83 £ 1,3 %. O complexo demonstrou
perfil de dose dependente. Os dados do % de inibicdo maxima (Imax) € ICs0 s&o
mostrados na Tabela 12. O complexo na concentracao (100 uM) apresenta o
Imax mais alto 97,0 £ 1,1% e ICso de 3,7 uM. Desta forma, no ensaio de captura
do radical DPPH o composto 2c¢ (contendo Se) apresenta potencial
antioxidante. No ensaio ABTS*" o complexo 2c nao apresentou percentual de

inibicdo nas concentragdes testadas.

Tabela 12- Atividade Antioxidante in vitro do complexo de cobre(ll) 2¢c.

Complexos 2c
DPPH ABTS*
[uM] % controle

Veiculo 100
0,2 99,8 +0,4 -
2 68,16 £1,3*** -
10 10,9 £ 1,4*** -
20 4,5+ 0,8 -
100 3,0+ 1,1 -
Imax (%) 97,0+ 1,1 -
ICs0 (M) 3,7(2,2a5,7) -
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Os dados sao expressos como média % erro padrao da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicado. Os valores sdo apresentados como: % controle dos radicais DPPH e

ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibigao de radicais (controle de 100%).

Avaliamos o potencial antioxidante dos complexos, nos ensaios de
captura dos radicais DPPH e ABTS*, comparado aos pré-ligantes. Os
resultados de ensaios empregando os pré-ligantes 1a, 1b e 1c¢, foram
publicados por Oliveira et al. (OLIVEIRA et al., 2020) e sdo apresentados na
Tabela 13. No ensaio de captura do radical DPPH, os pré-ligantes
apresentaram Imax de 284 + 13 % e 257 £ 1,8 % para 1a e 1b,
respectivamente, em elevadas doses de 500 pM. Assim sendo, nédo
apresentaram valores de ICso, uma vez que nao inibiram 50% do radical
sintético DPPH. O composto 1¢ nao apresentou atividade na inibigdo do radical
DPPH nas doses testadas. De acordo com o ensaio de captura do radical
ABTS*, também foi observada inabilidade antioxidante dos pré-ligantes nas
condigbes testadas. Observa-se na Tabela 13, que o composto 1b exibiu Imax
de 37,7 = 2,4 % na concentragao de 500 pM. Desta forma, a coordenagéao do
ligante ao centro metalico, e ambiente de coordenagao parece ser essencial
nessa classe de compostos orgénicos para a atividade antioxidante. Ainda, a
diferenca na atividade antioxidante dos complexos 2a, 2b e 2c¢ pode ser devido

as propriedades redox desses complexos de Cu(ll).

Tabela 13- Atividade Antioxidante in vitro dos pré-ligantes 1a, 1b e 1c.

Compostos
1a 1b 1c
DPPH ABTS* DPPH ABTS” DPPH ABTS*
[ pM] % controle % controle % controle

Veiculo 100 100 100 100 100 100
1 98,7+0,5 - 98,7+0,2 - - -

10 95,8 + 1,0° - 96,9+0,68 99,2+0,5 - -
50 91,2 +1,2° - 90,5+0,6° 944+1,0° - -
100 82,2+1,3° - 88,4+0,6° 82,0+2,1° - -
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500 716 +1,3° - 755+21° 62,3+24° -
lvax (%) 28,4 +1,3 - 257+18  37,7+24 ;
ICs0 (UM) - - - - -

Os dados sao expressos como média £ DP ( n = 3) porcentagem de inibicado em relagdo com
as especies controle. O Imax € a inibigdo maxima percentual. ANOVA unilateral seguida do teste
de Newman — Keuls. Os dados sao expressos como média + DP (n = 3) da produgao percentual
de espécies reativas. O ICso indica a concentragao necessaria para inibir 50% da produgéo de
espécies reativas. ANOVA unilateral seguida pelo Teste de Newman — Keuls( a P <0,05, b P
<0,01, c P <0,001). (OLIVEIRA et al., 2020, p. 445).

Como os ligantes 1a - 1¢c ndo apresentam atividade nesses ensaios,
esses resultados podem estar associados ao ion metalico central de Cu(ll), que
€ reduzido a Cu(l) durante a transferéncia de um elétron para DPPH
(MACHADO et al., 2020). Assim, a coordenag¢do do ligante com o centro
metalico e 0 ambiente de coordenacio parece ser essencial nesta classe de
compostos organicos para a atividade de eliminagdo. Geralmente, as
propriedades redox dos complexos dependem de diversos fatores, como anel
quelato, ligante axial, tamanho, grau de insaturacdo no anel quelato
(MACHADO et al., 2020).

Avaliou-se a capacidade ex vivo dos complexos de Cu(ll) na inibicdo da
formacao de espécies reativas (ER) induzida por azida de sodio no cértex pré-
frontal (PFC) e hipocampo (HC) de camundongos. Os niveis basais de espécies
reativas (ER) sdo produzidos fisiologicamente por diversos mecanismos,
incluindo desaminacao oxidativa de aminas biogénicas (aminoacido libera o
seu grupo amina na forma de aménia), redugao parcial de oxigénio (Oz2) via
cadeia de transporte de elétrons que corre na mitocondria e dano oxidativo de
biomoléculas como DNA, lipidios e proteinas, entre outros mecanismos, essa
produgdo excessiva de espécies reativas provocado pelas atividades
metabdlicas pode ocasionar danos a toda estrutura celular (HALLIWELL et al.,
2007).

O estresse oxidativo € percursor de muitas doencgas crdnicas e
degenerativas, como diabetes, céancer, doengas cardiovasculares,

envelhecimento precoce e neuroldgicas (MARSEGLIA et al. 2015). O cérebro
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€ altamente vulneravel ao estresse oxidativo, devido principalmente a sua alta
taxa metabdlica, além dos niveis baixos de defesas antioxidantes e altos niveis
de conteudo lipidico (MAES et al., 2011). Os efeitos degenerativos provocados
por quantidades excessivas de espécies reativas (ER) tém sido associados a
varias condigbes patologicas, incluindo depressdo, doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson (PATTEN et al., 2010).

Ambos os complexos 2a e 2b, a partir da concentracdo de 1 uM
apresentam inibicdo do percentual de formacao de ER no PFC e HP, com
valores de percentual de formagédo de 84,5 + 27,3 % e 82,6 £ 6,0 %,
respectivamente para 2a; 88,0 £ 21,5 % e 86,8 £ 6,1 %, respectivamente para
2b. Na maior concentragao de 50 uM os complexos apresentaram os menores
percentuais de formagao de ER no PFC e HP, bem como maiores valores de
Imax (percentual de inibigdo maxima). O complexo 2a apresentou valores de Imax
de 86,1+ 1,0 % no ER PFC e 82,0 + 0,7 % no ER HP. Enquanto os valores de
IMax para o complexo 2b ER PFC e HP foram 81,0 £ 1,0 % e 79,0 = 4,7 %,
respectivamente.

Ambos os complexos demonstraram um perfil dose-dependente e nas
duas maiores concentragdes inibiram a formacao de espécies reativas (ER) no
PFC e HC [2a: ICs0 de 5,3 uM (1,9 a 12,7 uM)] no PFC e [ICso de 8,4 uM (5,0 a
14,5 pyM)] no HC dos camundongos; [2b: ICs0 de 7,2 uM (3,4 a 16,0 uM)] no
PFC; e [ICs0 de 10,5 uM (7,0 a 16,7 uM)] no HC de camundongos. Desta forma,
os valores de ICso (dose minima necessaria para inibir 50% das espécies
reativas) foram similares para ambos os complexos, considerando o desvio
padrao encontrado.

Os resultados obtidos no ensaio de inibicao na formagao de espécies

reativas (ER) pelos complexos 2a e 2b sédo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14- Atividade Antioxidante ex vivo do complexo de cobre(ll) 2a e 2b.

Compostos
2a 2b
ER PFC ER HP ER PFC ER HP
[ uM] % de formacao % formacgao
Veiculo 100 100 100 100
0,1 - - - -
0,5 - - - -
1 84,5+ 27,3 82,6 + 6,0 88,0+ 21,5 86,8 + 6,1
5 48,7+ 5,2 70,7 19,2 53,4 + 5,1 76,6 £ 7,8
10 36,4 + 1,6* 39,0 £ 9,8* 444 + 4 1* 42,9 + 2,4**
50 13,9 +1,0** 18,3 £ 0,7*** 19,0 + 1,0* 21,0+ 4,7
Imax (%) 86,1+ 1,0 82,0+ 0,7 81,0+ 1,0 79,0 £ 4,7
ICs0 (M) 53+1,9 84+1,2 72104 10,5+1,0

Os dados sao expressos como média + erro padrao da média de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. Os valores sdo apresentados como porcentagem de
formagéo de ER quando comparado a um grupo sem inibigao da RS (100% da formagéo da
ER). O meio inibitério maximo concentragédo (ICso) indica a concentragdo de compostos
necessaria para inibir 50% da formagdo de RS. A porcentagem de inibicdo maxima é
representada por Imax. Os dados foram analisados por ANOVA, seguida pelo teste post hoc de
Tukey (* p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001).

Os resultados de ensaios empregando os pré-ligantes 1a e 1b, foram
publicados por Oliveira et al., (2020) e sao apresentados na Tabela 15.

Os pré-ligantes apresentaram Imax de 85,2 + 14,6 € 96,6 £ 1,6 para1ae
1b, respectivamente, em altas doses (500 puM) no ensaio de inibicao da %
formagao das espécies reativas (ER) no cortice pré-frontal. Os valores de ICso

foram, 27,3+ 9,2 e 8,6 £ 0,5 uM para 1a e 1b respectivamente.
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Tabela 15- Atividade Antioxidante ex vivo dos pré-ligantes 1a e 1b.

Compostos
1a 1b
ER PFC ER PFC
[ pM] % formacgao
Veiculo 100 100
1 93,5+ 1,1 97,9+1,8
10 67,1 +2,8° 453 +1,1°¢
50 23,0+ 7,2¢ 9,1+2,0°
100 18,2+ 7,0¢ 45+ 1,8°
500 15,5 + 8,2¢ 3,7+1,5°
ImMax (%) 85,2+ 14,6 96,26 + 1,6
ICs0 (UM) 27,3+9,2 8,6+0,5

Os dados séo expressos como média £ DP ( n = 3) porcentagem de inibicdo em relagdo com
as espécies controle. O | max € a inibigdo maxima percentual. ANOVA unilateral seguida do teste
de Newman — Keuls. Os dados séo expressos como média + DP (n = 3) da produgéo percentual
de espécies reativas. O ICso indica a concentragao necessaria para inibir 50% da produgéo de
espécies reativas. O | max € a eliminagdo maxima oferecida pelo composto. As letras
representam uma diferenca significativa (a P <0,05, b P <0,01, ¢ P <0,001) Fonte: OLIVEIRA
et al., 2020.

Observou-se que a coordenacédo do ligante ao centro metalico de Cu(ll)
aumenta a atividade inibitoria das espécies reativas (ER) no cortex pré-frontal
nesta classe de compostos orgéanicos. A concentragao necessaria para inibir

50% das espécies reativas foram menores para os complexos de Cu(ll).

5.7.2 Avaliagao da Citotoxicidade

Os estudos in vitro de citotoxicidade dos compostos sdao fundamentais
para as fases iniciais de desenvolvimento de potenciais novos farmacos, uma
vez que definem a concentracdo a ser utilizada em etapas posteriores de
avaliacdo. Nesse contexto, auxiliam na determinacdo das doses que seréo

usadas in vivo. Analises recentes sugerem que o pirazol substituido e outros
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heterociclicos como o imidazol possuem atividade potencial com menores
toxicidades na abordagem quimioterapica em humanos (ABHIMANYU et al.,
2022).

Utilizando células de fibroblastos de pulmbes de hamsters chineses
(V79), foi determinada a porcentagem de viabilidade celular do pré-ligante 1a e
dos complexos 2a, 2b e 2c¢. Foi utilizado o método vermelho neutro (VN), que
envolve a captura de VN através de lisossomos de linhagens celulares
saudaveis. As células foram tratadas em diferentes concentragdes dos
compostos (1, 10, 50 e 100 Mm para 2a e 2b); (2, 20, 100 e 200 Mm para 2c),
em um intervalo de 24 h, apés foi lavado com PBS e adicionado a solugéo de
VN em meio de cultura DMEM sem soro.

Os graficos do percentual de viabilidade celular do ligante 1a (A) e os
complexos 2a (B), 2b (C) e 2¢ (D) sdo apresentados na Figura 26, sendo que
100% de viabilidade celular corresponde ao controle negativo (células V79 +
DMSO). Os compostos testados ndao apresentaram citotoxicidade nas células
V79 em baixas concentragbes. Em geral, ndo foi observado uma diminuigéo
estatisticamente significativa na viabilidade celular em baixas concentragdes,

incluindo as doses em que 0os compostos apresentaram atividade antioxidante.
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Figura 26- As células V79 foram tratadas com o ligante 1a (A) e os complexos 2a (B),
2b (C) e 2c (D) por 24 horas, e a sobrevivéncia das células foi avaliada através do
ensaio Vermelho Neutro. NC representa o controle negativo. Os graficos representam
a média = DP. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida pelo
teste de comparagao multipla de Dunnett ep <0,05 foi considerado significativo. * p =
0,0178, ** p = 0,0029 (1a) e 0,0018 (2c), *** p = 0,0002 e **** p <0,0001 em relagéo a
NC.

Os valores de ICso ilustrados na Tabela 16, sao referentes a
concentracdo minima necessaria capaz de inibir 50% do crescimento celular.
Considerando o pré-ligante 1a e os complexos de Cu(ll) nos ensaios realizados
contra a linhagem V79, podemos inferir que o ligante 1a e os complexos 2a e
2b apresentam leve toxicidade no método de incorporagao do vermelho neutro
com ICso = 63,6 uM (1a), ICs0 = 57,3 pM (2a) e ICso = 54,3 uyM (2b). Por sua
vez, o complexo 2¢ exibiu moderado efeito de citotoxicidade com ICso = 41,1
MM.

Tabela 16- Valores de ICso para os complexos 2a, 2b e 2c, e seus respectivos

ligantes em células V79.

Compostos ICs0 (M)
V79
1a 63,6
2a 57,3
2b 54,3
2c 41,1

ICso=concentragao minima necessaria para inibir 50% do crescimento celular.
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CAPITULO II- Complexos de Cu(ll) contendo ligantes bidentados e
tridentados naftalato-imina funcionalizados com grupos amina, éter, tio

éter

6. Objetivos
6.1 Objetivos Gerais

Avaliagdo da atividade antioxidante dos pré-ligantes tridentados
naftalato-imina e seus complexos de Cu(ll) funcionalizados com grupos amina,

éter e tio éter.

6.2 Objetivos Especificos

® Avaliar a estabilidade dos complexos de Cu(ll) em DMSO e PBS pelo
método de espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta-visivel
(UV-Vis).

e Determinar o comportamento redox dos complexos de Cu(ll) utilizando
o método de voltametria ciclica, com velocidade de varredura 100mV s-
1 utilizando como eletrolito o LiClOa4.

¢ Analisar a capacidade antioxidante dos compostos de Cu(ll) contendo
ligantes naftalato-imina, através do método antioxidante ABTS* e DPPH*

em diferentes tempos de 10-40 min.
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7. Parte Experimental

7.1 Métodos, Materiais e Procedimentos Gerais

Os pré-ligantes e os seus respectivos complexos de Cu(ll) foram
sintetizados utilizando reagentes de grau analitico. 1,1-difenil-2picrilhidrazil
(DPPH), 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)  (ABTS), DMSO
(dimetillsulfoxido), obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os
outros reagentes foram de grau analitico, LiClO4, ferroceno, trolox (acido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).

7.1.1 Classe Il dos complexos de Cu(ll) contendo ligante bidentado e
tridentado naftalato-imina funcionalizados com grupos amina, éter e
tioéter

Os pré-ligantes naftalato-imina (1d - 1h) apresentados na Figura 27, e
os seus respectivos complexos de Cu(ll) (2d - 2h) na Figura 28, utilizados neste
trabalho foram previamente sintetizados e caracterizados pelo nosso grupo de
pesquisa e apresentados na dissertagdo de Tamara Machado dos Santos em
2022.

85




©r““ 8“’

1-(2-(fenilamina)etil-imina)metil-naftalen-2-ol (1d) 1-(quinolin-8-imina)metil)naftalen-2-ol (1e)
1-(2-(tiofenil)fenil-imina)metil-naftalen-2-ol  (1f) 1-(2-fenoxifenil)imina)metil-naftalen-2-ol (1g)
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N
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1-(2-fenoxietil)imina)metil-naftalen-2-ol (1h)

Figura 27- Ligantes bidentado e tridentados Imina-naftalato funcionalizados com

grupos amina, éter e tioéter (1d — 1h).

2d 2e 2f

29
Figura 28- Complexos de Cu(ll) contendo ligantes bidentado e tridentados Imina-

naftalato funcionalizados com grupos amina, éter e tioéter (2d - 2h).
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7.2 Métodos de Instrumentagao

7.2.1 Voltametria Ciclica

As anadlises de voltametria ciclica foram medidas usando um
Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT 30/ FRA 2, a temperatura
ambiente. Os experimentos foram realizados na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul — UFRGS. Foi empregando um sistema padrao de trés
componentes: eletrodo planar de platina como eletrodo de trabalho, um
eletrodo auxiliar de fio de platina, e um eletrodo de calomelano saturado (SCE)
foi usado como o eletrodo de referéncia. O ferroceno [Fe(CsHs)2] foi usado
como padrao presente no apéndice F. Todas as varreduras foram gravadas a
100 mVs™" taxa de varredura em DMF contendo 1 x 102 M dos complexos e 0,1
M LiClO4 como eletrdlito de suporte. Todos os potenciais sao referenciados a

referéncia SCE eletrodo.

7.2.2 Espectrofotometro UV/Vis

A leitura da absorbéancia das analises antioxidantes foi realizada em um
espectrofotdbmetro UV-Visivel da marca shimadzu, na faixa de comprimento de
onda de 190 a 1100nm. Os experimentos foram realizados na Universidade
Federal de Pelotas — UFPel.

7.3 Ensaio da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos complexos (2d-2h) 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 dimetilsulféxido (DMSO) para todas as analises
em diferentes concentrag¢des (1 uM, 5 uM, 10 yM, 20 uM, 50 uM, 100 uM e 200
MM). Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes feitos

em ftriplicata e a absorbancia foi medida em diferentes tempos (10-40 min). A
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atividade antioxidante dos compostos é expressa em porcentagem de redugao
do radical DPPH* e do ABTS" (RUFINO et al., 2007). O trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foi utilizado como controle positivo.

7.3.1 Ensaio de atividade de eliminagao do radical 2,2’-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH)

Para determinar a atividade de eliminagdo do radical DPPH, foram
misturadas diferentes concentragdes dos complexos 2d - 2h, com 1x10° mM
de uma solugado etandlica do radical DPPH por 10-40 min a temperatura
ambiente no escuro. Uma diminuicao na absorbancia da solugao roxa (a 517

nm) & um indicativo de atividade antioxidante dos compostos testados.

7.3.2 Ensaio de atividade de eliminagado do cation radical 2,2’-azino-bis

(acido 3-tilbenztiazolina-6-sulféonico) (ABTS")

O cation radical ABTS™ foi gerado a partir da oxidagdo do ABTS pelo
reagente persulfato de potassio. Diferentes concentragdes de complexos 2d -
2h, foram misturados com 10mM de uma solugao etandlica do cation radical. A
mistura reacional foi incubada em temperatura ambiente por 10-40min no
escuro. A absorbancia resultante foi medida a 734 nm. Os resultados foram

expressos em porcentagem de inibigdo do radical ABTS*.

7.4 Analise estatistica

7.4.1 Avaliacao da atividade antioxidante

Os testes foram realizados em triplicata e os dados sao expressos como
média £ erro padrao da média (MEV). Os dados foram analisados por analise
unidirecional de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey.
Diferencas foram consideradas estatisticamente significante quando p <0,05. A

metade da concentracao inibitéria maxima (ICso) e os valores maximos de
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inibicdo (Imax) foram calculados usando o software GraphPad versdo 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA), o qual também foi usada para executar

a analise estatistica.

8. Resultados e discussoes

8.1 Avaliacao da estabilidade dos complexos de Cu(ll) em espectroscopia

eletrénica na regiao do ultravioleta-visivel

Foram obtidos espectros eletrdnicos dos complexos de Cu(ll) 2d - 2h,
em diferentes tempos de analises, com o intuito de analisar a estabilidade
desses compostos em DMSO e PBS. Os espectros dos complexos de Cu(ll),

sdo mostrados nas Figuras 29-38.
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Figura 29- Espectros eletrbnicos na regiao do UV-Vis para o complexo 2d, anélise de

estabilidade em DMSO em diferentes tempos
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Figura 30- Espectros eletrdnicos na regido do UV-Vis para o complexo 2e, analise de

estabilidade em DMSO em diferentes tempos.
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igura 31- Espectros eletrénicos na regidao do UV-Vis para o complexo 2f, analise de

estabilidade em DMSO em diferentes tempos
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Figura 32- Espectros eletrbnicos na regiao do UV-Vis para o complexo 2g, analise de

estabilidade em DMSO em

diferentes tempos.
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Figura 33- Espectros eletrbnicos na regido do UV-Vis para o complexo 2h, analise de

estabilidade em DMSO em

diferentes tempos.
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As bandas que se referem as iminas CH=N aparecem no comprimento
de onda entre 256-321 nm, devido a imina ser um grupo croméforo, portanto, é
o local da molécula que ocorre a maior absor¢cdo de luz. Esta banda nos
complexos € verificada em comprimentos de ondas diferentes em virtude da
presenca do ion metalico, que desloca a banda imina (VOLLHARDT et al.,
2011). As transicdes de transferéncia carga L->M se encontram na regiao de
401-482 nm e as transicoes d-d referente aos ions metalicos, visualizado
somente no complexo 2d, ocorrem na regido de 543-669 nm mostrando os
menores valores de € (entre 5 e 695 L mol-1 cm-1 ), em virtude da baixa
intensidade de absorgdo na faixa visivel do espectro (VOLLHARDT et al.,
2011).

Os complexos 2f, 2g e 2h apresentam um leve efeito de
hipocromicidade, ou seja, diminuigdo da absorbancia a partir de 1 hora em
solugdo, mas nenhum desvio batocrémico ou hipsocrémico foi detectado nos
espectros. Ja os complexos 2d e 2e apresentaram um perfil de absorbancia
constante, nado havendo alteragdo do composto em solugdo de DMSO com o
aumento de tempo. Este comportamento dos complexos de Cu(ll) € atribuido a

nao modificagdo dos compostos originais em solugao (LOVISON et al., 2022).

Complexo 2d
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0,0

T
400 600
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Figura 34- Espectros eletrbnicos na regidao do UV-Vis para o complexo 2d, analise de

estabilidade em PBS, em diferentes tempos.
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Figura 35- Espectros eletrénicos na regido do UV-Vis para o complexo 2e, analise de

estabilidade em PBS, em diferentes tempos.
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Figura 36- Espectros eletrénicos na regido do UV-Vis para o complexo 2f, analise de

estabilidade em PBS, em diferentes tempos.
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Figura 37- Espectros eletrdnicos na regido do UV-Vis para o complexo 2g, analise de

estabilidade em PBS, em diferentes tempos.
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Figura 38- Espectros eletrénicos na regidao do UV-Vis para o complexo 2h, anélise de

estabilidade em PBS, em diferentes tempos.
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solucdo aquosa foi determinada a partir de seus espectros UV-visiveis.
Solugdes de complexos (2d - 2h) na concentragdo de 1x10° em Tampao
fosfato-salino (PBS) (pH = 7,4) foram incubados a temperatura ambiente por 24
h, e espectros UV-visiveis foram registrados em cada ponto de tempo. Os
espectros de complexos de Cu(ll) em PBS sao demonstrados nas Figuras 34,
35, 36, 37 e 38. Uma banda intensa adicional em 254 - 280 nm € a transigao
entre ligantes (n— n*) centrada em uma base de Schiff coordenada. A absorgéo
em cerca de 430 nm é atribuida a uma transicao de transferéncia de carga
ligante-metal (L>M). As bandas na faixa de 320-370 nm, por analogia, foram
atribuidas a uma transigao n-n* originada no CH=N cromdforo, enquanto as
bandas de energia mais baixas, em torno de 570-620 nm referente as
transi¢cdes d-d, visualizada somente no complexo 2d (VOLLHARDT et al.,
2011).

Os complexos 2d — 2h exibiram um leve efeito de hipocromicidade com
o aumento do tempo em PBS, possivelmente como resultado da precipitacao
em solucdo salina. Quando comparados com os espectros em DMSO, nos
comprimentos de onda em torno de 256-300 nm e 400 nm, os complexos 2f,
2g e 2h sofrem um leve efeito hipsocrémico, onde os picos de absorgéo se
deslocam para o comprimento de onda menor, devido a efeitos de substituicao
ou de solvente (DAMASCENO, 2014). Por ser uma solugéo polar o Tampao
fosfato-salino (PBS) ocasiona um deslocamento para maiores energias (ou
menores comprimentos de onda) com o aumento da polaridade, por fim esse
deslocamento para o azul & caracterizado como solvatocromismo negativo
(DAMASCENO, 2014) . Nenhum desvio batocrémico foi detectado nos

espectros dos complexos.

8.2 Analise de voltametria ciclica

A voltametria ciclica € uma das técnicas mais utilizadas no ambito
eletroquimico, onde ocorre a investigagéo de processos eletrédicos, por conta
da capacidade de fornecer informacdes sobre a termodindmica de processos

redox, a cinética de reagdes heterogéneas de transferéncia de elétrons, além
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da ocorréncia de reagdes quimicas acopladas a processos adsortivos
(ALCOLEA et al., 2016).

Estudos eletroquimicos dos ligantes 1d-1h e dos complexos 2d-2h
foram realizados por voltametria ciclica. Os compostos foram dissolvidos em
DMF a temperatura ambiente em uma solugdo 0,1 molL"' de LiClOs como
eletrdlito. Os potenciais foram medidos até 100 mV/s usando ferroceno como
padrao interno (E%2 = 0,467 V). O ferroceno possui comportamento reversivel
ideal, apresentando notavel reacdo de oxidagdo-reducdo, converte-se
prontamente em seu produto de oxidacdo de um elétron, o ion ferroceno, um
cation radical de estabilidade eminente (Fc/Fc*). A reacéo € reversivel, e a
transferéncia de elétrons inerente tem implicagdes para reagdes bioldgicas
(BLESSING et al., 2017).

As espécies quimicas em um par redox trocam elétrons rapidamente
com o eletrodo de trabalho, sendo denominado de par eletroquimicamente
reversivel, e pode ser determinado através da diferenga entre os potenciais
anodico e catodico, AEp:

AEp = | Epa — Epc | = 0,059/n (1), onde n é o nimero de elétrons envolvido na
semi-reagao (para os complexos, n = 1). As correntes de picos anédico/catédico
devem ter relagao entre si de Epa/Epc = 1, para 0s processos reversiveis. Se o
processo for irreversivel os valores de AEp costumam exceder os valores
previstos pela equagao (1) descrita acima (SKOOG et al., 2007). A analise de
voltametria é importante devido a facilidade de quantificar a tendéncia desses
compostos em doar e receber elétrons.

Conforme a Figura 39, quando o potencial inicial é varrido para regides
mais positivas do voltamograma ciclico, ocorre a oxidagdo da espécie
eletroativa em solugéo, gerando um pico anddico de corrente proporcional a
concentragédo do analito (HARRIS, 2001). Quando Efinal € atingido, o potencial
passa a ser varrido no sentido inverso, assim sendo, uma reagao reversivel.
Tal reagao é rapida para manter as concentragdes de equilibrio dos reagentes
e produtos na superficie do eletrodo. Os produtos que foram produzidos no
sentido de varredura direta sdo reduzidos na varredura inversa, gerando um

pico catoédico simétrico ao pico anddico (SILVA et al., 2006).
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Figura 39- Voltamograma obtido por voltametria ciclica, onde Ox representa a espécie
oxidada, Red representa a espécie reduzida, e “ne” o numero de elétrons envolvidos.
Fonte. (SOUZA et al., 2011)

Nos sistemas quasi-reversiveis uma caracteristica comum que pode ser
observada é a crescente separagao entre os picos Epae Epc (ALCOLEA et al.,
2016). A Figura 40 apresenta um voltamograma ciclico para um sistema quase-

reversivel comparado com um voltamograma ciclico de um sistema reversivel.

ilA 4

— reversivel
— — quasi-reversivel

Figura 40- Voltamogramas ciclicos de um sistema reversivel (=) e quasi-reversivel (--)
Fonte. (SOUZA, 2011).

A analise do comportamento redox dos pré-ligantes 1d - 1h e seus
respectivos complexos 2d - 2h foi estudada. Os espectros apresentados na
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Figura 41, sdo voltamogramas ciclicos dos pré-ligantes e seus respectivos
complexos de Cu(ll) representados na Figura 42, onde estdo presentes os

picos anoddicos e catddicos obtidos da voltametria ciclica.
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Figura 41- Voltamograma ciclico dos pré-ligantes 1d-h, em DMF, LiClO4 (0,1 mol.L™")

e ferroceno (Fc* /Fc) como padrao interno. Velocidade de varredura 100 mV.s-1.

As analises de voltamogramas ciclicos dos pré-ligantes (1d - 1h) estéo
registradas na Figura 41. Os ligantes apresentam apenas o pico anodico (Epa),

1,04;: 1,48 V (1d), 1,18; 1,54 V (1e), 1,17 V (1f), 1,19 V (1g) e 1,06 VV (1h). Os
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resultados indicam que sofrem oxidacao irreversivel, ndo apresentando o pico
catddico referente a redugao do composto (ULUSOQOY et al., 2008). As bases de
Schiff investigadas tem como caracteristica comum o pico irreversivel
(anddico), correspondente ao potencial de oxidagdo do grupo imino que é
responsavel pela reacéo redox das bases de Schiff (KIANFAR et al., 2010).

Tal processo envolveria reagcdes de autoprotonagcido onde os grupos
hidroxila fendlicos atuam como doadores de prétons. Isso esta de acordo com
os resultados de FRY A. at al (1969). Demonstrando a presenga de apenas um
pico anddico em valor potencial na faixa de +1,40 - 1,52 V; nenhuma onda
catodica ocorre na varredura reversa. Assim, o processo de oxidagao deve
corresponder a um processo totalmente de transferéncia irreversivel de
elétrons (ULUSOQY et al., 2008).

O valor do potencial anédico varia dependendo dos substituintes
presentes no composto, e de acordo com as interagdes intramoleculares do
grupo imina. Essas interagdes mudam dependendo do efeito eletrénico dos
substituintes que estdo presentes (efeito indutivo e interagdo Tr-elétron)
(KIANFAR et al., 2010).
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Figura 42- Voltamograma ciclico dos complexos 2d - 2h, em DMF, LiCIlO4 (0,1 mol.L

1) e ferroceno (Fc* /Fc) como padrdo interno. Velocidade de varredura 100 mV.s.

Os voltamogramas ciclicos (CV's) apresentados na Figura 42 para os
complexos, implicam que ambos os centros de Cu(ll) de 2d - 2h
simultaneamente trocam elétrons com o eletrodo (SAGHATFOROUSH et al.,
2019). O potencial redox do complexo de cobre(ll) pode ser relacionado com a
estrutura do ligante de varias maneiras. Por exemplo, a poténcia redutora
aumenta com o numero de N-atomos doadores: ligante bidentado < ligante
tridentado < ligante tripodal (WILOCH et al., 2013). Segundo Kupcewicz et al.,
(2013) um potencial redox adequado de Cu(ll)/Cu(l) para uma atividade
antioxidante eficaz deve ser necessario um potencial entre -0.405 V e +0.645
V (KUPCEWICZ et al., 2013).

Os CV's para solugdo de complexo dinuclear 2g exibem trés ondas
anodicas em valores de Epa 0,20, 0,55 e 1,25 V vs SCE, sendo os picos Epa 1
a oxidagao do centro metalico de Cu(ll) e os picos Epa 2 € Epa 3 correspondentes
a oxidacdo do ligante. Os complexos mononucleares 2d, 2e, 2f e 2h
apresentaram pico anddico Epa= 0,51, 0,97, 1,49 V vs SCE (2d); 0,53, 1,19 e
1,43 V vs SCE (2e); 0,16, 0,56 e 1,22 V vs SCE (2f); 0,13, 0,54, 0,86 e 1,20 V
vs SCE (2h); O pico Epa 1 € atribuido a oxidagc&o do metal central de Cu(l)/Cu(ll).
Ja os picos Epa 2 € Epa 3 sdo observados quase no mesmo valor potencial que

0 pico dos ligantes correspondentes, e pode ser atribuido a oxidagao
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irreversivel das moléculas do ligante quando coordenadas ao centro Cu(ll)
(MACHADO et al., 2020). A nitidez do pico de oxidacao do cobre é devido a
estabilidade de Cu(ll) no solvente aplicado.

O pico catodico Epc 1 presente nos complexos 2d - 2h surge a medida
que o potencial aplicado € diminuido, correspondendo ao processo catddico,
atribuidas a reducao Cu(ll)—Cu(l) (SAGHATFOROUSH et al., 2019).

Todos os complexos 2d - 2h exibem respostas redox quase reversiveis,
que pode ser atribuida a transferéncia de um elétron (PEREIRA et al., 2018).
Os picos de oxidagao referentes aos ligantes, presentes nos voltamogramas
dos complexos exibem deslocamentos de acordo com o composto analisado,
e contribuem na caracterizagao destes complexos. A analise de voltametria
ciclica gera informagdes importantes para os complexos, devido ao centro
metalico sofrer influéncia da densidade eletrdnica pertencente aos ligantes
complexados. A reversibilidade e a magnitude do par redox Cu(ll)/Cu(l) € um
reflexo da habilidade dos complexos sustentar diferentes geometrias de
coordenacao (MACHADO et al., 2020).

O AEp representa a diferenga entre as correntes de pico catddica e
anddica correspondente ao processo de transferéncia de um elétron. Os
resultados obtidos da variacdo de potencial entre o pico anddico e catddico
(AEp), determina a facilidade de troca de elétrons entre o composto e o eletrodo,
portanto, quanto menor a diferenga de potencial, mais rapida e facil sera a
transferéncia de elétrons. Os compostos apresentam AEp em 253 mV (2d); 775
mV (2e); 229 mV (2f); 590 mV (2g); 246 mV (2h) e 180 mV (Fe). Com isso, a
ordem de compostos que apresentam maior potencial redox na forma crescente
de Fe>2f>2h>2d>2g>2e. Os valores do potencial redox dos complexos de

Cu(ll) sao representados na Tabela 17.
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Tabela 17- Potenciais redox para os complexos 2d - 2h. Velocidades de

varredura de 100 mV.s™.

Complexos Epc/V Epa/V E12/V AEp/mV
2d? 0,257 0,51 0,36 253
2dP 0,97
2d¢ 1,49
2e? -0,215 0,54 0,16 755
2¢b 1,19
2e° 1,43
2fa -0,069 0,16 0,05 229
2f> 0,56
2fc 1,22
2g° -0,390 0,20 -0,10 590
2g® 0,55
2g° 1,25
2h? -0,116 0,13 0,01 246
2hb 0,54
2h° 0,86
2hd 1,20
1d2 - 1,04 - -
1dP 1,48
1e? - 1,18 - -
1eb 154

1f - 1,17 - -
19 - 1,19 - -
1h - 1,06 - -

Ferroceno 0,377 0,557 0,467 180

a) Refere-se ao 1° pico de oxidagao do complexo. b) Refere-se ao 2° pico de oxidagao
do complexo. c) Refere-se ao 3° pico de oxidagcdo do complexo. d) Refere-se ao 4°

pico de oxidag&o do complexo. AE, = Epa - Epe; E1/2 =( Epc + Epa)/2
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O conhecimento eletroquimico das bases de Schiff como ligantes livre é
de extrema importancia, para atribuir adequadamente os processos de
transferéncia de elétrons de complexos de cobre(ll) correspondentes. Nos
voltamogramas dos complexos de cobre (ll) investigado 2d - 2h foram
detectados varios picos caracteristicos. Sendo resultado dos seguintes
processos redox: redugdo do Cu(ll) /Cu(l) (quase reversivel), redugao
irreversivel do grupo imina e a oxidagao de o grupo imina (KIANFAR et al.,
2010).

8.3 Anadlise da atividade antioxidante em diferentes tempos pelo método

DPPH: e ABTS".

Ligantes bases de Schiff e seus complexos metalicos sdo amplamente
explorados como potentes compostos antioxidantes, devido a sua capacidade
de proteger sistemas e células vivas de danos causados por estresse oxidativo
ou radicais livres (EMAM et al., 2019). Estudos revelam que a natureza dos
grupos funcionais é crucial para atividade biolégica desses compostos.

Complexos de Cu(ll) contendo bases de Schiff podem ser modificados
pela introdugao de diferentes substituintes proporcionando compostos muito
versateis para investigacao de diferentes processos quimicos e seus efeitos
(YADAV et al.,, 2021). Tais complexos sdo geralmente doadores de
hidrogénio/prétons ou doadores de elétrons para o sitio reativo na neutralizagéao
de radicais livres (DEVI et al., 2019).

A atividade antioxidante dos pré-ligantes 1d - 1h e seus respectivos
complexos 2d - 1h foram avaliadas através de sua capacidade de eliminar os
radicais sintéticos 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS*), utilizando solugbes com diferentes
concentragdes (1; 5; 10; 20, 50, 100 e 200 uM). Os ensaios antioxidantes para
essa classe de compostos imina-naftalato foram realizados em diferentes
tempos (10-40 min). Com base nos resultados apresentados no (Apéndice H),
determinou - se que o melhor tempo de atividade no experimento ABTS* para

os complexos 2d e 2e nas concentragdes de 1, 5, 10 e 20 yM ocorreu em 40
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minutos, periodo durante o qual altos percentuais de eliminacdo de radicais
foram obtidos. No entanto, para as concentragées de 50, 100 e 200 uM, o
melhor tempo encontrado foi em 10 minutos, pois os compostos se tornam mais
pré-oxidantes a medida que o tempo em solugdo aumenta. Para os complexos
2f, 2g e 2h o0 melhor tempo em solugcéo na presenca do radical foi em 40 min
em todas as concentracdes, devido ter obtido maior percentual de inibicdo. No
ensaio de eliminacao do radical DPPH o melhor tempo em solugéo foi 40 min
para todos os complexos 2d — 2 h, obtendo maior percentual de eliminagéo.

Utilizou-se o trolox como controle positivo, sendo esta uma substancia
derivada da vitamina E que possui alto potencial antioxidante. A redugao da
absorbancia inicial do radical DPPH e ABTS* é tida como evidéncia de suas
capacidades antioxidantes (PEREZ-JIMENEZ J et al., 2006). Os resultados dos
ligantes 1d - 1h na Tabela 18, e seus respectivos complexos de Cu(ll) 2d - 2h
presentes nas Tabelas 19 e 20 foram calculados e apresentados como % de
controle e medidos nas absorbéancias de 517 nm para ensaios DPPH e 734 nm
para o ABTS".

O radical DPPH?*, pode aceitar um elétron ou um hidrogénio de agentes
antioxidantes para se tornar uma molécula estavel. O ensaio é caracterizado
pela modificacdo de sua cor de roxo escuro para amarelo, durante esse
processo, se o DPPH for reduzido, isso causara uma mudang¢a no estado de
oxidagao do composto (NIKI et al., 2010). A redugao da concentragao inicial do
radical ABTS* para ABTS é tida como evidéncia de suas capacidades
antioxidantes, havendo alteragdes na coloracdo do meio reacional de verde
para incolor, demostrando que ocorreu a estabilizacdo do radical ABTS", ou
seja, a doagao de um elétron ou préton do composto para o radical.

Segundo a literatura, o mecanismo pelo qual os ligantes da base de
Schiff se comportam como antioxidantes envolve a transferéncia do atomo de
hidrogénio do grupo imina (HC=N) para o radical ABTS* e DPPH (KATARZYNA
et al., 2016). Pearson apresenta uma alta correlagdo das bases de Schiff com
o momento dipolar, energia de dissociagao da ligagdo e carga nos atomos de
oxigénio e hidrogénio. Isso enfraquece a ligacdo HC=N e o atomo de H é
liberado mais facilmente (NAJAT et al., 2013).
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Os efeitos dos substituintes modificam as propriedades de ligagao de
hidrogénio intramolecular e, portanto, afetam diretamente a atividade
antioxidante dos compostos. Grupos doadores de elétrons (metil) fortalecem a
ligacdo HC=N de modo que o atomo de H n&o seja facilmente transferido para
o radical DPPH (o atomo de hidrogénio € menos acido) (KATARZYNA et al.,
2016).

No ensaio de eliminacéo do radical sintético DPPH os pré-ligantes 1d -
1h ndo apresentaram atividade antioxidante relevante, os resultados se
encontram no (Apéndice G).

Na captura do cation radical ABTS", os pré-ligantes e complexos
apresentaram atividade antioxidante. Os resultados de ensaios em radical
ABTS* empregando os pré-ligantes 1d - 1h sdo apresentados na Tabela 18.
Na dose de 20 uM os ligantes 1d e 1h eliminaram o radical ABTS" com
percentuais chegando a 57+ 0,9 % e 51,2+ 0,9%, respectivamente. Ja os
demais ligantes 1f e 1g na mesma concentragao apresentaram percentuais de
37,1 0,4% e 27,7+ 1,5%, respectivamente. Demonstrando que os ligantes com
as classes de iminas 1d (N-feniletlenodiamina) e 1h (2-fenoxietilamina),
apresentaram melhores percentuais de eliminacdo em doses baixas, que os
ligantes com as classes de iminas 1f (2- feniltioanilina) e 1g (2-fenoxianilina).
Com valores de Imax chegando a 97,9 + 0,1 % (1d), 95,6 + 1,5 % (1f), 93,2 £ 1,2
% (1g) e 86,7 + 0,1 % (1h) na concentragao de 100 yM. Mostraram ser dose-
dependentes com o0 aumento das concentracgdes.

Os valores de ICso0 (concentragao suficiente para obter 50% da atividade
de eliminacdo maxima) foram calculados. Ao comparar as estruturas
semelhantes contendo as classes de aminas 1h (2-fenoxietilamina) e 1d (N-
feniletilenodiamina) os valores de ICso € Imax foram similares (14,31 + 0,2 pM;
86,7 + 0,1 %) e (17, 4 £ 0,9 uM; 97,9 + 0,1 %), respectivamente. Ha uma
pequena diferenca na dose minima que inibiu 50% das espécies reativas. Ja
os pré-ligantes contendo as classes de amina 1f (2- feniltioanilina) e 1g (2-
fenoxianilina), apresentaram ICso € Imaxde (24,7 £ 0,9 uM; 95,6 + 0,9 %) e (26,8
+ 0,6uM; + 93,2 + 1,2), respectivamente, indicando que o sulfeto de difenila

auxilia no aumento da atividade antioxidante nessas classes de iminas. No
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geral o pré-ligante 1d contendo a classe de amina N-feniletilenodiamina em sua
estrutura apresentou melhores resultados quando comparado com os demais
ligantes, apresentando ICsode 17,4 + 0,9 yM e Imax de 97,9 + 0,1 % similar ao
controle positivo trolox, que apresentou ICsode 10,8 £ 0,2 uM € Imax de 100 £ O
%.

Tabela 18- Resultados do ensaio de inibigao do radical ABTS* dos ligantes de Naftol-

imina.
Ligantes Naftol-Imina
Trolox 1d 1e 1f 19 1h
Veiculo 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0,3
1 uM 68,4+ 0,4** 100+£1,3 - 100+ 1,6 100+ 0,7*** 93,4+ 1,6
5uM 65,6+ 1,7** 96,4+ 0,6 - 93,1+ 1,2 96,2+ 0,2*** 83,4+ 1,2**
10 uM 55,8+ 0,3** 77,6+ 0,5%** - 85,8+ 0,8*** 87,8+ 0,4*** 71,3+ 0,8
20 M 23,12 0,7*** 43,0+ 0,9**** - 62,9+ 0,4*** 72,3+ 1,5*** 48,8+ 0,9
50 uM 0+0 11,9+ 1,2%*** - 23,9+ 0,1****  225+1,8*** 13,8+ 0,6***
100 uM 00 2,1+ 0,1%** - 4,4+ 1,5% 7,8+ 2,4*** 13,3+ 0,1****
200 uM 00 2,1+ 0,5%*** - 20,5+ 1,7**** 6,8+ 1,2**** 22,9+ 1,3****
Imax (%) 100+ 0 97,9+ 0,1**** - 95,6+ 1,5**** 93,2+ 1,2**** 86,7+ 0,1****
|Cs0 (UM) 10,8+ 0,2 17,4+0,9 - 247+0,9 26,8 +0,6 14,31 +£0,2

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. Imax = % de inibicdo maxima; ICso = concentragéo (UM) minima
necessaria para inibir 50% da formacao do radical ABTS*.

Os graficos do percentual de controle dos pré-ligantes 1d - 1h sao
apresentados na Figura 43. sendo que 100% da formagao do radical ABTS*
esta representado pelo controle, conforme ha a captura de radicais livres

observa-se uma diminuigdo do percentual.
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Figura 43- Os valores s&o apresentados como: % de controle dos radicais DPPH e ABTS+
quando comparado a um grupo controle sem inibicdo de radicais (controle de 100%). 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.

A coordenacdo das bases de Schiff e a presenca de ions metalicos de
Cu(ll) aumentam o potencial antioxidante. Além disso, € possivel observar a

relacdo entre a atividade antioxidante e os grupos funcionais presentes nos
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complexos (CHENG, et al., 2010). Segundo a literatura, a atividade antioxidante
aumenta com o numero de grupos fenil nos complexos contendo
etilenodiamina, parte amina. Além disso, a acidez dos atomos de hidrogénio
em relacédo aos atomos de nitrogénio da ponte imina é muito significativa para
a atividade antioxidante (NAJAT et al., 2013).

Os estudos de relagao estrutura atividade (REA) revelam que a natureza
dos grupos é crucial para a atividade biologica (MALLESHA et al., 2012). A REA
para os complexos 2d - 2h abrange as seguintes caracteristicas: (a) fenil
substituido e —CH2— para aumentar a estabilizagéo radical; (b) um grupo aril
hidrofébico; (c) ambiente de coordenacdo (bidentado e tridentado
ligantes/complexos dinucleares e mononucleares; (d) grupo metoxi (grupo
doador de elétrons) na posigdo orto no anel aromatico; (e) um sistema de
unidade doadora de elétrons (-C=N-) / estender a deslocalizagdo de radicais
livres (MACHADO et al., 2020).

A neutralizagao do radical ABTS* é baseada em uma unica transferéncia
eletronica (PRIOR et al., 2005). Como demonstrado na Tabela 19, o perfil do
percentual de inibicdo do radical ABTS* em comparagdo com a concentracéo
dos complexos testados apresentou diferengcas ao comparar o complexo
contendo ligante bidentado (2g), com os complexos com ligantes tridentados
(2d, 2e, 2f e 2h). O complexo bidentado comegou a apresentar maiores
porcentagens de inibigao nas concentragdes de 50 e 100 yM. Ja os complexos
tridentados, por outro lado, apresentaram maiores percentuais de inibicdo a
partir de 5 yM, com uma diminuicdo neste percentual a medida que a
concentracao aumenta.

Ao analisar as doses de inibicdo dos complexos, o 2h foi capaz de
eliminar o radical ABTS* a partir da concentracédo de 1 yM, com 64,0 + 0,4 %
de inibi¢ao, resultando em um ICso de 0,8 yM € Imax de 100 £ 0%. Na mesma
concentracdo de 1 uM os compostos 2d, 2e e 2f inibiram em 32,5 + 3,3 %, 47,8
+4,6 % e 38,2 + 0,3 %, respectivamente. O composto 2d demostrou completa
inibicdo do radical ABTS em 10 uM, enquanto os complexos 2f e 2h

apresentaram completa inibicdo em 50 yM e 20 pM, respectivamente. Os
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compostos demonstraram perfil dose-dependente, conforme ocorre o aumento
da concentragao.

Os valores de ICso foram calculados e comparados com o padrao
positivo (trolox). Em comparagdo com o controle positivo os complexos
apresentaram menor ICso (concentragdo minima para inibir 50% do radical
ABTS*) 2d (2,1 + 0,8 uM), 2e (1,4 £ 0,6 uM), 2f (3,4 £ 1,4 uyM) e 2h (0,8 £ 0,2
MM), enquanto o trolox apresentou ICso de (10,8+ 0,2 uM).

Assim, no ensaio ABTS", o complexo tridentado 2h apresenta o maior
potencial como composto antioxidante. Quanto a menor porcentagem de
inibicdo, vista no complexo 2g, possivelmente devido ao efeito do impedimento
estérico fornecido pela presencga de dois centros metalicos. Ja no composto 2h
pode ser visualizado o grupo —CH2— que pode aumentar a estabilizagado dos
radicais livres. Ainda, a diferenga na atividade antioxidante dos complexos de
metais bases de Schiff pode ser devido ao ambiente de coordenacéo e as
propriedades redox dos complexos (NAJAT et al., 2013).

Quando avaliado o potencial como agente pré-oxidante o complexo 2d
a partir de 50 pyM apresentou diminuicdo na inibicdo do radical ABTS,
demonstrando aumento das espécies de radicais presentes na solucgao,
portanto, possivelmente se tornando pré-oxidante. O complexo 2e apresentou
diminuicdo da inibigdo do radical ABTS® em 20 yM. Na dose de 200 uM o
complexo 2e demonstrou ser completamente pré-oxidante, apresentando um
aumento de 100 % do radical ABTS*. Ainda, a diferenga na atividade
antioxidante dos complexos 2d — 2h pode ser devido as propriedades redox

desses complexos.

Tabela 19- Efeito dos complexos de Cu (ll) na atividade scavenger do radical
ABTS*.

Complexos Cu (Il)

Trolox 2d 2e 2f 29 2h
Veiculo 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1 uM 69,3+ 1,2*** 67,5+ 3,3**** 52,2+46"™* 61,8+0,3" 100+ 0 36,0 £ 0,4*
5 uM 65,6+ 1,9**** 16,2+ 0,1*** 6,6 £ 0,2** 479+04** 94,7+0,3* 20,7+0,6*
10 uM 55,8+ 2,0*** 00 21+£01* 38,1+0,2* 87,1+03* 6,7+04"
20 uM 23,1+ 1,4*** 00 6,6 +0,3**** 194 +0,0™* 69,8+0,6" 00
50 uM 0+0 28+0,6"** 258104 00 38,0 £ 0,2** 00
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100 uM 0+0 10,9 £ 0,2**** 78,0 + 0,3**** 0+0 10,6 £0,1* 0+0
200 uM 0+0 29,6 £0,1**** 100 + 1,1 0+0 13,1 +0,2** 0+0
Imax (%) 100+ 0 100+ 0 97,9+ 0,1 100+ 0 89,4 £ 0,1**** 100+ 0
[Cs0 (UM) 10,8+ 0,2 21+0,8 1,4+0,6 34+14 32,4+0,8 0,8+0,2

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. Imax = % de inibigdo maxima; ICso =
concentragao (UM) minima necessaria para inibir 50% da formacéo do radical ABTS".

A atividade de eliminagdo das espécies reativas foi aprimorada na
complexacao, devido os complexos serem bons doadores de hidrogénio ou
elétrons para o radical DPPH e ABTS" (DEVI et al., 2019). Na ligagcdo azometina
(HC=N) o hidrogénio € muito facil de abstrair devido a sua alta natureza acida,
resultando no aumento da estabilidade dos complexos devido a presenga de
grupo retirador de elétrons e dispersao de carga negativa no anel fenil (DEVI et
al., 2019).

Os gréficos do percentual de controle dos complexos 2d - 2h e do trolox
séo apresentados na Figura 44, sendo que 100% da formacéo do radical ABTS*
esta representado pelo controle, conforme ha a captura de radicais livres
observa-se uma diminuicdo do percentual. Os resultados do ensaio ABTS* em

mais detalhes estdo presentes no (apéndice H).
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Grafico 44- Os valores sdo apresentados como: % controle dos radicais DPPH e ABTS+
quando comparado a um grupo controle sem inibigao de radicais (controle de 100%). Os
asteriscos indicam os niveis de significancia quando comparados ao grupo controle: (**) p <
0.01, (***) p < 0.001 e (****) p < 0.0001. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA

de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls.

O radical DPPH?*, pode aceitar um elétron ou um hidrogénio de agentes
antioxidantes para se tornar uma molécula estavel (NIKI et al., 2010). Assim,
como mostrado na Tabela 20, os complexos de Cu(ll) (2d, 2f, 2g e 2h), podem
reduzir a concentragdo do radical DPPH inicial em solugdo, com valores
chegando a 91,4 + 1,4 % para 2d na concentragdo de 20 pM. Na mesma
concentracao 2f e 2h apresentaram similar percentual de inibicdo, 74,6 £ 7,7 %
e 95,1 + 1,3 %, respectivamente. J& o composto 2g na concentragao de 20 uM
apresentou uma redugao do radical DPPH em 37,3 + 6,8 %. O complexo 2f
apresentou a maior inibicdo na concentracéo de 100 yM, com 96,2 + 1,3 %. Ja
0 composto 2e n&o apresentou atividade na eliminacao do radical DPPH nas

concentracgdes realizadas. Ao analisar o perfil de inibicao do radical DPPH para
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os complexos 2d, 2f, 2g e 2h nas diferentes doses, o complexo 2h na dose de
1 M apresentou maior percentual de inibicao de 30,7 + 7,3 %, enquanto para
2d, 2f e 2g o percentual € de 7,6 + 0,1 %, 6,1 £ 1,2 % e 10,1 + 5,3 %,
respectivamente. Ambos o0s complexos ndo mostraram perfil dose
dependentes.

Os valores de ICso foram calculados. ICso € a concentracéo suficiente
para obter 50% da atividade de eliminagdo maxima. O menor valor de ICso
corresponde a maior atividade de eliminacdo. Os dados do % de inibicdo
maxima (Imax) € ICs0 sdo mostrados na Tabela 20. Os complexos 2d e 2h em
baixa concentragao (20 uM) apresentaram 0O Imax de (91,4 + 1,4 € 95,2 £ 0,7%)
e menor ICsode (11,3 £ 0,1 e 11,2 £ 0,3 yM), respectivamente. Desta forma, no
ensaio de captura do radical DPPH os compostos 2d e 2h apresentam maior
potencial antioxidante comparado ao composto 2e, 2f e 2g. Os complexos 2d
(11,3 £ 0,1 uM) e 2h (11,2 £ 0,3 pM) apresentaram menores ICso que o0 Trolox
(12,5 1,3 uM).

O perfil do percentual de inibicdo do radical DPPH pode ser descrita pela
natureza dos atomos doadores coordenados ao centro metalico, a presenca de
um ou mais centro metalicos de Cu(ll), a geometria dos complexos, os grupos
funcionais presentes na estrutura e o impedimento estérico que pode ser
determinante para ocorrer a reagao por transferéncia de atomos de H ou
transferéncia de elétron ao radical DPPH (HERNANDEZ et al., 2016). Ao
analisarmos a estrutura dos complexos monometalicos 2d, 2e, 2f e 2h
tridentados, contendo (NNO - doadores), (NNO - doadores), (SNO - doadores),
(NOO - doadores), respectivamente. O composto 2h (NOO) apresentou
melhores resultados na inibigao do radical ao compararmos com o composto
2d (NNO) que apresenta estrutura quimica similar, indicando que os atomos
coordenados ao centro metalico influenciam na doagéo de elétrons ou prétons
para a estabilizacdo do radical. Ja ao comparar a presenga de um ou mais
centros metalicos, o complexo bimetalico 2g contendo (NO - doadores)
apresentou resultado inferior na inibicao do radical quando comparado aos
complexos com apenas um centro metalico, indicando que possivelmente a

estrutura dos complexos interfere no desempenho da atividade antioxidante,
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neste caso ha possivelmente o impedimento estérico, que dificulta a doacao de
elétron ou préton para a estabilizagao do radical (AZIZ et al., 2018). Complexos
de Cu(ll) com geometria quadratica apresentaram bons resultados
antioxidantes (VENKATESWARLU et al., 2018).

Os resultados apontaram que os complexos de cobre (Il) podem se
comportar tanto como antioxidantes ou pro-oxidantes. A atividade pré-oxidante
seria vantajosa quando as propriedades anticancerigenas e de indugado de
apoptose dos complexos de cobre (Il) sdo consideradas, uma vez que as
espécies reativas de oxigénio podem mediar a fragmentagdo apoptotica do
DNA (BECCO et al., 2014).

Na analise como potencial agente préo-oxidante o complexo 2d a partir
de 50 M mostrou diminuigdo na inibicdo do radical DPPH, demonstrando
aumento das espécies de radicais presentes na solugcdo, portanto,
possivelmente se tornando pro-oxidante. Em alguns tipos de cancer as
espécies reativas de oxigénio (ERO) estdo presentes em altas concentragdes,
devido a alta atividade metabdlica das células (REDZA-DTORDOIR et al.,
2016). Ha relatos em que o aumento dos niveis de ERO também pode
promover a morte de células cancerigenas induzidas pelo estresse oxidativo
(RECZEK et al., 2012).

Tabela 20- Efeito dos complexos de Cu (ll) na atividade scavenger do radical

DPPH.
Complexos Cu (Il)
Trolox 2d 2e 2f 29 2h

Veiculo 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

1 uM 98,6+ 0,6* 92,4 +0,1* - 939+1,2** 899+53* 69,3+7,3"

5uM 81,4+ 0,2* 85,7 £1,3**** - 86,4 +1,3** 88,3+4,2* 73,6+ 3,9

10 uM 64,1+ 0,7**** 73,9+1,0* - 80,9 +2,7**** 79,9+48" 6241+23*

20 uM 29,0+ 0,6™*** 8,6 +1,4* - 254 £ 7,7 62,7+6,8"* 48x0,7"

50 uM 7,4+ 0,5%** 11,9 £ 0,4*** - 28119 18,7£6,2** 4,9+1,3***

100 yM 5,7+ 0,2*** 19,6 + 0,8* - 38+£1,3* 10,6 £1,9** 8,1+£22**

200 uM 1,61 0,1 37,1 £ 1,2%* - 59+0,3 14,2+ 01** 8,4+0,5
Imax (%) 98,3+ 0,1 91,4 £ 1,4*** - 97,2+ 1,9 89,4 +19* 952+0,7*
ICs0 (UM) 12,5+ 1,3 11,3+£0,1 - 15,2+0,3 278 +1,1 11,2+0,3

Os asteriscos indicam os niveis de significAncia quando comparados ao grupo controle: (*) p < 0.05,
(***) p < 0.001 e (****) p < 0.0001. A anadlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via
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seguido pelo teste de Newman-Keuls. Imax = % de inibicdo maxima; 1Cso = concentragéo (uM) minima
necessaria para inibir 50% da formacao do radical DPPH.

Os complexos de cobre(ll) mostraram uma atividade antioxidante

significativamente maior do que seus ligantes correspondentes. Os resultados

obtidos de captura dos radicais DPPH' indicam que n&o existem indicios que a

inibicdo dos diferentes compostos seja idéntica, sugerindo que existem

possiveis fatores como: as diferencas estruturais, cinética reacional, efeitos
estéricos e potencial redox (VENKATESWARLU et al., 2018). Os graficos do
percentual de controle dos complexos 2d - 2h e do trolox sdo apresentados na
Figura 45, sendo que 100% da formagéo do radical DPPH esta representado

pelo controle, conforme ha a captura de radicais livres observa-se uma

diminuicdo do percentual. Os resultados do ensaio DPPH, em mais detalhes

estao presentes no apéndice H.
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Figura 45- 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.

A partir dos resultados obtidos no estudo eletroquimico foi possivel
analisar e comparar os dados tedricos e experimentais, onde os valores da
variacao entre o potencial de pico anddico e pico catédico (AE) representados
na Tabela 17 no item 8.2 para os complexos Cu(ll) naftol-imina mostram
diferengas para os que apresentam melhores atividades antioxidantes. Os
complexos 2d, 2f e 2h demonstram menores valores de AEp e maior atividade
de estabilizagdo do radical livre DPPH, ou seja, maior facilidade de doagao de
elétrons. Ja os complexos 2e e 2g que apresentam menores atividades

antioxidantes apresentaram maiores valores de AEp.
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9. Consideragoes Finais

No capitulo | sGo abordados uma nova classe de complexos de cobre (I1)
contendo ligante do tipo pirazol-(Se e S), os quais foram sintetizados e
caracterizados através da analise elementar de C, H, N (complexos 2a e 2b),
espectroscopia na regiao do infravermelho, espectrometria de massas de alta
resolucdo com ionizacdo por electrospray (ESI-HRMS), espectroscopia da
regiao do ultravioleta visivel (2a e 2b) e difragdo de raios X de monocristal. Os
espectros na regiao do infravermelho dos complexos em comparagao com 0s
pré-ligantes apresentam deslocamentos significativos para as frequéncias de
estiramento dos principais grupos funcionais da molécula organica, sugerindo
a coordenagdo do atomo de nitrogénio do pirazol ao centro metalico de
cobre(ll). Nos ensaios de UV-Vis analisou-se durante 24 h a estabilidade dos
complexos em solugdo de DMSO. O complexo 2a apresentou um leve efeito de
hipocromicidade. Nenhum desvio batocrémico ou hipsocrémico foi detectado.
Ja o complexo 2b apresentou um perfil de absorbancia constante, ndo havendo
alteracdo do composto em solugado de DMSO com o aumento de tempo.

A estrutura molecular e cristalina no estado solido dos complexos de
cobre (Il) 2a e 2b, mostra coordenagéo de duas moléculas do ligante 1a e 1b,
respectivamente, ao centro de Cu(ll) de modo monodentado determinando uma
geometria quadratica de natureza monomérica. O complexo de Cu(ll) 2c,
possui estrutura molecular e cristalina de natureza dimérica com coordenagao
de dois atomos de Npirazo, dois atomos de Cl em ponte entre os centros
metalicos e um atomo de cloro frente ao atomo de cada Cu(ll), que determinam
o0 numero de coordenacdo cinco, sendo assim exibindo uma geometria
piramidal quadrada ao redor do centro metalico. A partir das espécies
encontradas no ensaio de espectrometria de massas de alta resolugéo (ESI-
HRMS), constatou-se que em solugdo o complexo 2¢, se apresenta de forma
monometalica. Ainda, nos espectros de ESI-HRMS em solucdo de DMSO
verificou-se que nao ocorre a coordenagdo do mesmo aos complexos.

O complexo 2a demonstra atividade antioxidante, com inibigdo do radical

DPPH a partir da concentracéo 10 uM e para o radical ABTS* a partir de 50 uM.
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O complexo 2b apresentou inibicao do radical DPPH a partir da concentragao
10 uM, mas nao apresentou inibicado quanto ao radical ABTS*. Os complexos
2a e 2b exibem melhor inibicdo de espécies reativas (ER) com inicio em 10 pM,
se comparado com as moléculas orgéanicas. Ja o complexo 2¢ na concentragao
de 2 uM, apresenta uma boa atividade de eliminagdo do radical DPPH. No
ensaio de eliminagao do radical ABTS* o complexo 2¢ nao apresenta atividade
nas doses testadas. Os complexos de Cu(ll) mostraram maior eficiéncia na
eliminagao e inibicdo dos radicais DPPH e ABTS*, quando em comparagao com
os pré-ligantes 1a, 1b e 1c. Os compostos testados ndo apresentaram
citotoxicidade nas células V79 em baixas concentragdes. Em geral, foi
observada uma diminuicao estatisticamente significativa na viabilidade celular
nas concentragdes de 50 e 100 uM.

No capitulo Il sdo apresentados os complexos monoméricos e diméricos
de Cu(ll) 2d - 2h contendo ligantes naftol-imina com o grupo éter funcionalizado
1d - 1h. Foram realizados ensaios para analisar a estabilidade dos complexos
de cobre(ll) nos solventes DMSO e meio PBS, além da avaliacdo do
comportamento redox pelo método eletroquimico de voltametria ciclica. Ainda,
foi realizado a aplicacao dos ligantes naftol-imina e seus respectivos complexos

de Cu(ll) para estabilizagao dos radicais sintéticos DPPH e ABTS*

Nos ensaios de estabilidade pelo método de UV-Vis os complexos 2f,
2g e 2h apresentaram um leve efeito de hipercromicidade a partir de 3 horas
em solugdo de DMSO, nenhum desvio batocrdmico ou hipsocrémico foi
detectado nos espectros. Ja os complexos 2d e 2e apresentaram um perfil de
absorbancia constante. Em solugcao de PBS (pH 7,4) os complexos 2d - 2h
apresentaram um leve efeito de hipocromicidade com o aumento de tempo.
Quando comparados com os espectros em DMSO, no comprimento de onda
em torno de 400 nm, os complexos 2f, 2g e 2h sofrem um leve efeito
hipsocrémico, devido a efeitos de substituicdo ou de solvente. Nenhum desvio
batocréomico foi detectado nos espectros dos complexos.

As andlises de voltamogramas ciclicos dos pré-ligantes (1e - 1h)
apresentam apenas o pico anddico, indicando que sofrem oxidagao irreversivel.

Os CV's observados para os complexos implicam que ambos os centros de
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Cu(ll) de 2d - 2h simultaneamente trocam elétrons com o eletrodo, com a
presenca de pico catddico e anddico. Na analise da atividade antioxidante, os
complexos 2d - 2h demonstram atividade antioxidante, com inibigdo do radical
DPPH a partir da concentracéo 10 uM e para o radical ABTS* a partir de 50 uM.
Apenas o complexo 2e nao apresentou inibicado quanto ao radical ABTS".

Observamos a partir dos resultados obtidos, que os compostos
sintetizados apresentam potencial antioxidante superior ao controle positivo
empregado em baixas concentra¢gdes. Com isso torna-se como projegao futura
a continuidade desse trabalho, onde serdo realizadas mais analises como a
investigacao de citotoxicidade em células V79 e MRC-5 para a classe de
complexos naftol-imina, difracdo de Raio X, interagdes com ct-DNA, entre
outras. Para a classe de complexos de Cu(ll) contendo pirazol (Se e S), estdo
sendo estudados sua citotoxicidade e genotoxicidade perante as células
tumorais, adenocarcinoma de mama (MCF-7) e Cancer cdélon humano
(SW620).
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Apéndices

Apéndice A

Sintese do [3,5-Dimetil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol] 1a

0O O H J:::j CuBr
Ph™ "NH, S Bipiridina N=
PN + ese P \)—se
DMSO, 100 °C O/

24h, N2

Esquema 5- Rota geral de sintese do pré-ligante 1a.

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL adicionou-se a fenilhidrazina
(0,5mmol), DMSO (1,0 mL), 2,4-pentanodiona (0,5 mmol), disseleneto de
difenila (0,25 mmol), CuBr (10% em mol) e bipiridina (10% em mol). Na
sequéncia, a mistura reacional foi agitada a 100 °C durante 24h. Apds, o
produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando
uma mistura de hexano / acetato de etila (98: 2) como eluente para proporcionar
o produto desejado. Ao final do procedimento, um sdlido de coloragao laranja
claro com rendimento de 98% (0,161 g) foi obtido. Andlise de RMN "H (CDCls,
200MHz, 25°C): d=7,44 7,46 (m, 4H), 7,32-7,39 (m, 1H), 7,18 (d, J=3,95 Hz,
4H), 7,10-7,14 (m, 1H), 2,36 (s, 3H), 2,33 (s, 3H); '3C RMN (CDCls, 75 MHz):
d = 153.06 (C-N, 1-pirazol), 143,86 (C-Se, benzeno), 139,66 (C-N, 1-benzeno),
132,79 (CH, 1-benzeno), 128,98 (C, 1-benzeno), 128,95 (CH, 1-benzeno),
128,12 (CH, 1-benzeno) 127,56 (CH, 1-benzeno) ,125,58 (CH, 1-benzeno),
124,53 (CH, 1-benzeno), 102 (C-Se, 1-pirazol) , 12,82 (CHs), 12,32 (CH3); IV
(ATR, cm™): u 3043 (C-H), u 1571 (C=N), u 1389 (C=C), u 1066 (NN).
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Sintese do [3,5-Dimetil-1-fenil-4-(fenilsulfanil)-1H-pirazol] 1b

PE A

H Cul N
0 0 N. v N/ S
/ﬂ\VJL\ N NH, DMSO Bipiridina R
Ny 120°C ‘ N, 120 °C

Esquema 6- Rota geral de sintese do pré-ligante 1b.

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL adicionou-se a fenilidrazina
(0,5mmol), DMSO (1,0 mL), 2,4-pentanodiona (0,5 mmol), disseleneto de
difenila (0,25 mmol), CuBr (10% em mol) e bipiridina (10% em mol). A seguir, a
mistura foi agitada a aproximadamente 90 °C durante 22h. Apés o produto bruto
foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando uma mistura
de hexano / acetato de etila (98: 2) como eluente para proporcionar o respectivo
produto. Ao final do procedimento, obteve-se um sélido de coloragcédo branca
com rendimento de 85% (0,107 g). Analise de RMN 'H (CDClz, 400MHz, 25°C):
d=7,19-7,11 (m, 5H), 2.33 (s, 6H); "*C RMN (CDCls, 100 MHz): d = 149.03 (C-
N, 1-pirazol), 133.12 (C-N, 1-pirazol), 129.09 (C-Se, 1-benzeno), 128.16 (CH,
1-benzeno), 125.64 (CH, 1-benzeno), 100.09 (C-Se, 1-pirazol), 15.4 (CHs), 15.2
(CH3); IV (ATR, cm™): u 3188 (C-H), u 1578 (C=N), u 1479 (C=C), u 1091 (NN).

Sintese do [3,5-Dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol] 1¢c

0 0 i @ CuBr
MM+ HUON Sege Bpridna__ N=
Ny Se
DMSO, 100 °C H

24h, N2

Esquema 7- Rota geral de sintese do pré-ligante 1c.

Em um baldo reacional de 25 mL sob atmosfera inerte de nitrogénio

adicionou-se 2,4-pentanodiona (0,100 g; 1 mmol), 1 equivalente hidrazina
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(0,108g) e DMSO como solvente. Deixou-se a mistura reacional sob agitacao
magnética e temperatura de 120 °C durante 4 horas. Apdés a formagao do
pirazol intermediario, adicionou-se 1,2 equivalentes de tiofenol, iodeto de cobre
(10 mol %) e de bipiridina (10 mol %). Deixou-se reagir por mais 24 horas
mantendo a temperatura de 120 °C levando a formagao do produto desejado.
Ao final do processo, um sélido de coloragao amarelo foi obtido com rendimento
de 89% (0,115 g). Analise de "H RMN (CDCls, 200 MHz) 6=7,49-7,39 (m, 5H),
7,27-7,22 (m, 2H), 7,13-7,03 (m, 3H), 2,34 (s, 3H), 2,29 (s, 3H). "*C RMN
(CDCls, 100 MHz) 6 =153,09 (C-N, pirazol), 144,01 (C, pirazol), 139,80 (C-N,
benzeno), 138,27 (C-N, pirazol), 136,42 (C-S, benzeno), 129,07 (C-H,
benzeno), 128,82 (C-H, benzeno), 127,71 (C-H, benzeno), 125,46 (C-H,
benzeno), 124,87 (C-H, benzeno), 124,65 (C-H, benzeno), 106,18 (C-S,
pirazol), 11,98 (CH3), 11,47 (CH3); IV (ATR, cm"): u 3050 (C-H), u 1581 (C=N),
u 1379 (C=C), u 1077 (NN).

Apéndice B
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Figura 46- '"H RMN (200 MHz) espectro do pré-ligante 1a em CDCls.
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Figura 48- '"H RMN (200 MHz) espectro do pré-ligante 1¢c em CDCls.
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Apéndice C
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Figura 49- '3C RMN (75 MHz) espectro do pré-ligante 1a em CDCls.
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Figura 50- '3C RMN (100 MHz) espectro do pré-ligante 1b em CDCls.
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Figura 51- '3C RMN (100 MHz) espectro do pré-ligante 1¢c em CDCls.
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Apéndice D

Sintese do [Ph(NH)-C2Ha-(N=CH)-2-(OH)C1oHs] — 1d

I O‘x Etanol
NH + HO refluxo, 24h - HN/'\\/N ~
e < W

Esquema 8- Reacdo de sintese do pré-ligante 1d.

HoN

A uma solugédo de N-feniletilenodiamina (1,15 g, 8,43mmol) em etanol
(15 mL) foi adicionada uma solugéo de 2-hidroxinaftaldeido (1,45 g, 8,43 mmol)
em etanol (15 mL). A solugdo permaneceu em temperatura de refluxo durante
24 h e, posteriormente a mesma foi resfriada a temperatura ambiente. A
completa precipitagdo do pré-ligante ocorreu a -18°C, apos um periodo de 24
h, recristalizando o composto e levando a obteng¢ao do produto puro. O sélido
amarelo escuro formado foi filtrado e seco sob vacuo. O rendimento foi de 69%
(1,68 g, 5,79 mmol). Analise de RMN 1H: (CDCI3, 400 MHz, 25 °C): 8 RMN 1H
(400 MHz, CDCI3): 6 14,55 (s, 1H), 8,72 (s, 1H), 7,78 (d, 2JHH = 8,4 Hz, 1H),
7,71 (d, 2JHH= 9,3 Hz, 1H), 7,63 (d, 2JHH = 7,9 Hz, 1H), 7,41 (t, 3JHH = 7,7
Hz, 1H), 7,27 — 7,20 (m, 3H), 6,97 (d, 2JHH = 9,3 Hz, 1H), 6,77 47 (t, 3JHH =
7,3 Hz, 1H), 6,46 (d, 2JHH = 9,4 Hz, 2H), 3,96 (s, 1H), 3,83 (t, 3JHH = 5,5 Hz,
2H), 3,55 (d, 2JHH = 4,1 Hz, 2H). RMN 13C: (CDCI3, 101 MHz): & 174,72,
159,64, 146,96, 137,13, 133,60, 133,54, 129,60, 129,30, 128,09, 126,56,
124,22, 123,05, 118,29, 118,20, 113,39, 107,09, 52,71, 44,20.

Sintese do [CoHsN-8-(N=CH)-2-(OH) C1oHe] — 1e
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0 Etanol
NH, refluxo, 24h

+ HO
N “ - H0

Esquema 9- Reacédo de sintese do pré-ligante 1e.

=2 0

Y
=
\

L.

O pré-ligante 1e foi preparado seguindo um procedimento similar ao
descrito para 1d, iniciando com 8-aminoquinolina (0,20 g, 1,39 mmol) e 2-
hidroxinaftaldeido (0,24 g, 1,39 mmol). 1b resultou em um sélido laranja. O
rendimento foi de 62%. Analise de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz, 25 °C): 6 = RMN
de 1H (CDCI3, 400 MHz, 25 °C): & = 15,98 (s, 1H), 9,30 (d, 2JHH = 10,9 Hz,
1H), 9,09 (d, 2JHH = 5,6 Hz, 1H), 8,20 (d, 2JHH =9,9 Hz, 1H), 8,0 (d, 2JHH =
8,2 Hz, 1H),7,77 (d, 2JHH = 7,4 Hz, 1H), 7,70-7,46 (m, 6H), 7,29 (d, 2JHH =7,9
Hz, 1H), 6,92 (d, 2JHH = 9,5 Hz, 1H). RMN 13C (101 MHz, CDCI3) & = 181,9,
150,40, 146,3, 140,1, 139,50, 137,70, 136,10, 134,3, 129,60, 128,50, 126,80,
126,7, 124,4, 123,8, 118,5, 113,3, 108,9. Analise elementar para C20H14N20.
Calculada (%): C: 80,52; H: 4,73; N: 9,39. Encontrada (%): C: 77,57; H: 5,75;
N: 9,51.

Sintese do [(PhS)Ph-(N=CH)-2-(OH)-C1oHs] — 1f

Cr
S

Ox Etanol N
+ HO refluxo, 24h _
A TTCD T g

I \

Esquema 10- Reacgdo de sintese do pré-ligante 1f.

O pré-ligante foi preparado seguindo um procedimento similar ao descrito

para o 1d, iniciando com 2-feniltioanilina (1,0 g, 4,96 mmol) em etanol (30 mL) e
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2- hidroxinaftaldeido (0,855 g, 4,96 mmol) resultando em um sdlido amarelo
escuro. O rendimento foi 60%. RMN de 1H: (CDCI3, 400 MHz, 25 °C): 6 9,35 (s,
1H), 8,08 (d, 2JHH = 8,5 Hz, 1H), 7,80 (d, 2JHH = 9,1 Hz, 1H), 7,72 (d, 2JHH =
8,0 Hz, 1H), 7,42 (d, 2JHH = 7,13 Hz, 2H), 7,35-7,23 (m, 8H), 7,13 (d, 2JHH =
9,1 Hz, 1H). RMN de 13C (101 MHz, CDCI3, 25 °C): 6 167,9, 155,9, 145,9, 136,5,
134,2, 133,2, 132,3, 131,8, 131,2, 129,5, 128,3, 128,1, 127,7, 127,6, 1271,
123,7,121,6,119,2, 118,2, 109,4.

Sintese do [Ph(O)C2H4-(N=CH)-2-(OH)C10Hs] — 19

H,N

\L O\x Et [
ano _—
Q@ +HO “ refluxo, 24h o >~ N O
C ey

Esquema 11- Reacédo de sintese do pré-ligante 1g

.

O pré-ligante 1g foi preparado seguindo um procedimento similar ao
descrito para 1d, iniciando com 2-fenoxietilamina (0,20 g, 1,46 mmol) e 2-
hidroxinaftaldeido (0,25 g, 1,46 mmol) resultando em um solido amarelo. O
rendimento foi 75% (1,38 g, 4,74 mmol). Analise de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz,
25 °C): 6 (ppm) = 14,59 (s, 1H), 8,93 (s, 1H), 7,93 (d, 2JHH = 8,4 Hz, 1H), 7,70
(d, 2JHH = 9,3 Hz, 1H), 7,64 (d, 2JHH = 7,1 Hz, 1H), 7,46 (t, 3JHH = 8,4,1H),
7,30 — 7,25 (m, 4H), 6,98 — 6,91 (m, 4H), 4,26 (t, 3JHH = 5,3 Hz, 2H), 4,00 (t,
3JHH = 5,2 Hz, 2H). RMN 13C (CDCI3, 101 MHz): & (ppm) = 174,61, 159,86,
158,35, 137,11, 133,73, 129,72, 129,38, 128,10, 126,63, 124,25, 123,03,
121,52, 118,23, 114,83, 107,23, 66,98, 53,17. Analise elementar para
C19H17NO2. Calculada (%): C: 78,33; H: 5,88; N: 4,81. Encontrada (%): C: 77,27,
H: 5,63; N: 4,76.
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Sintese do [(PhO)Ph-(N=CH)-2-(OH)-C10He] — 1h

NH, ‘
@: Oy Etanol N/
0O + HO refluxo, 24h . ‘
“ - H,0 d HO

Esquema 12- Reagéao de sintese do pré-ligante 1h

O pré-ligante 1h foi preparado seguindo um procedimento similar ao
descrito para 1d, iniciando com 2-fenoxianilina (1,20 g, 6,49 mmol) em etanol (20
mL), e 2- hidroxinaftaldeido (1,12 g, 6,49 mmol). 1d resultou em um sdlido
amarelo. O rendimento foi 72,4% (1,59 g, 4,70 mmol). Analise de RMN 1H
(CDCI3, 400 MHz, 25 °C): 6 15,40 (s, 1H), 9,35 (d, 2JHH = 5,7 Hz, 1H), 8,0 (d,
2JHH = 8,2 Hz, 1H), 7,73 (d, 2JHH = 9,18 Hz, 1H), 7,66 (d, 2JHH = 8,0 Hz, 1H),
7,48 (t, 3JHH =7,4 Hz, 2H), 7,36 — 7,28 (m, 3H), 7,23 - 7,19 (m, 2H), 7,13 - 6,97
(m, 4H), 6,98 (d, 2JHH = 9,2 Hz, 1H). RMN 13C (CDCI3, 75 MHz, 25 °C): &
173,26, 156,95, 153,15, 148,84, 137,46, 135,89, 133,55, 129,99, 129,51, 128,25,
127,16, 127,09, 124,55, 123,69, 123,63, 123,46, 120,13, 119,04, 118,60, 108,92.
Analise elementar para C23H17NO2. Calculada (%): C: 81,40; H: 5,05; N: 4,13.
Encontrada (%): C: 79,99; H: 4,71; N: 4,05.
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Apéndice E

Sintese do [CufPh(NH)-C2H4-(N=CH)-2-(OC¢H,)-CsHCl] — 2d
. D
NN O + CuCly2H,0 4324 (I‘J

HO - HClI NHC{I/O
o

A )7

Y

Esquema 13- Reacao de sintese do complexo 2d

A uma solugéo de CuCl2.2H20 (0,03 g, 0,18 mmol) em THF (10 mL),
mantida sob agitagdo constante foi adicionada gota a gota uma solugéo do pré-
ligante 1d (0,059, 0,17 mmol) em THF (8 mL). A mistura reacional foi deixada a
temperatura ambientepor 24h com agitagdo constante. Ao término do tempo
reacional, o solvente foi evaporado e o complexo 2d foi lavado (6%1,6 mL) com
metanol gelado e posteriormente com hexano (HPLC) (6x1,6 mL). O complexo
2d foi obtido como um sdélido de cor verde com rendimento de 90%. IV (ATR,
cm'1): u 1624 (C=N). UV-Vis (CH2CI2, 200 — 700 nm, 25°C): 231; 252 (mr-11*
naftol), 286 (1r-1m* imina), 331 (n-1*), 403(L-M) e 654 (d-d).

Sintese do [Cu{C9H2N-8-(N=CH)-2-(OC6H?2)-C6H4}Cl] — 2e

( R

0O =
=
N O + CuCly2H,0 — tB=24h N O

- HCI Eu’
HO \ N— !

Esquema 14- Reacao de sintese do complexo 2e

A rota de sintese é similar a descrita para o complexo 2d, iniciando com
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1e (0,10 g, 0,34 mmol) e CuCI2-2H20 (0,06 g, 0,37 mmol). Ao término do tempo
reacional,o solvente foi evaporado e o complexo 2e foi lavado (6x1,6 mL) com
metanol gelado e posteriormente com hexano (HPLC) (6x1,6 mL). O complexo
2e foi obtido como umsalido de cor marrom claro com rendimento de 78%. IV
(ATR, cm™1): U 1613 (C=N). UV-Vis (CH2CI2, 200 — 700 nm, 25°C): 238; 267
(tr-11* naftol), 313 (1r-11* imina), 360 (n-1*), 456, 482 (L-M) e 567 (d-d).

Sintese do [Cu{2-PhS-Ph-CH2-(N=CH)-2-(OC6H2)-C6H4}ClI] — 2f

P ‘ THF O o ¢.% /! S
N t. a., 24h Cu_ _Cu=N
+ CuCl,.2H,0 =N Cl

= G

Esquema 15. Reacao de sintese do complexo 2f

A rota de sintese € similar a descrita para o complexo 2d, iniciando com
1f (0,10 g, 0,28 mmol) e CuCI2:2H20 (0,05 g, 0,31 mmol). Ao término do tempo
reacional,o solvente foi evaporado e o complexo 2f foi lavado (6x1,6 mL) com
metanol gelado e posteriormente com hexano (HPLC) (6x1,6 mL). O complexo
2f foi obtido como umsaélido de cor marrom com rendimento de 90%. IV (ATR,
cm'1): u 1612 (C=N). (CH2CI2, 200 — 700 nm, 25°C): 232; 244 (m-r* naftol),
316 (m-1* imina), 435 (n-1*), 455 (L-M) e 543; 600 (d-d).

Sintese do [Cu{Ph(0)-C2H4-(N=CH)-2-(OC6H2)-C6H4}CI] — 2g
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~ W,
t.a., 24h
o ~N" O + CuCly.2H,0 - /—I\j
HO - HCl O~ Cu— -0
\
g "

Esquema 16- Reacéo de sintese do complexo 2g

A rota de sintese € similar a descrita para o complexo 2d, iniciando com
1g (0,10 g, 0,34 mmol) e CuCI2-:2H20 (0,06 g, 0,38 mmol). Ao término do tempo
reacional,o solvente foi evaporado e o complexo 2g foi lavado (6x1,6 mL) com
metanol gelado e posteriormente com hexano (HPLC) (6x1,6 mL). O complexo
2h foi obtido como umsalido de cor marrom com rendimento de 72%. IV (ATR,
cm'1): u 1615 (C=N). UV-Vis (CH2CI2, 200 — 700 nm, 25°C): 230; 239 (r-1r*
naftol), 316 (-1m* imina), 376 (n-1*), 401(L-M) e 655 (d-d).

Sintese do [Cu{2-PhO-Ph-(N=CH)-2-(OC6H2)-C6H4}CI] — 2h

- ‘ THF CO o o.8 7 ©
N t a., 24h CU*N
+ CuCly2H,0 —— =
0 HO -Hel
O G"@

Esquema 17- Reacao de sintese do complexo 2h

A rota de sintese é similar a descrita para o complexo 2d, iniciando com
1h (0,05 g, 0,15 mmol) e CuCI2-2H20 (0,28 g, 0,16 mmol). Ao término do tempo
reacional,o solvente foi evaporado e o complexo 2h foi lavado (6x1,6 mL) com
metanol gelado e posteriormente com hexano (HPLC) (6x1,6 mL). O complexo
2g foi obtido como umsadlido de cor marrom com rendimento de 94%. IV (ATR,
cm'1): u 1615 (C=N). UV-Vis(CH2CI2, 200 — 700 nm, 25°C): 235; 262 (1r-1T

naftol), 320 (1r-1* imina), 386 (n-11*), 442; 466 (L-M) e 595; 669 (d-d).
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Apéndice F
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Figura 52- VVoltamograma ciclico do ferroceno (Fc* /Fc) em DMF, LiClO4 (0,1 mol.L™").

Velocidade de varredura 100 mV.s™.
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Apéndice G
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Figura 53. Avaliacdo da atividade antioxidante dos pré-ligantes 1d-1th em DPPH. A
porcentagem de inibicdo maxima € representada por Inax. Os dados foram analisados por
ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e

**xxp<0,0001).
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Apéndice H

Tabela 21- Atividade antioxidante para o complexo 2d no ensaio de captura do

radical livre ABTS* nos tempos de 10— 40 min.

Complexo 2d
%Controle (ABTS")

(uM) 1 5 10 20 50 100 200
(min)

Veiculo 100+0,32 100+0,32 100+0,32 100+0,32 100+0,32 100+0,32 100+ 0,32
10 97,50+0,2 61,74+0,3 0+0 0+0 0,8+0,13 6,91+0,1  28,05+0,1
20 81,25+2,0 30,03+0,3 0+0 0+0 2,43+0,11 7,71£0,1 27,65+0,03
30 67,52+3,3 16,24+0,1 0+0 0+0 2,84+0,06 10,96%0,2 29,69+0,09
40 57,50+0,5 7,71%0,1 0+0 00 6,105+0,1 12,59+0,1 32,54+0,1

Iwax (%) 100 £0
ICso (MM) 2,1 0,8

Os dados séo expressos como média *+ erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicado. Os valores sdo apresentados como: porcentagem de inibicdo dos radicais
DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibigdo de radicais (inibicdo de 0%). O
meio inibitério maximo concentragédo (ICso) indica a concentragdo de compostos necessaria para inibir
50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibicdo maxima é representada por Imax. Os dados
foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e ****p<0,0001).

Tabela 22- Atividade antioxidante para o complexo 2e no ensaio de captura do

radical livre ABTS* nos tempos de 10— 40 min.

Complexo 2e
%Controle (ABTS")

(M) 1 5 10 20 50 100 200
(min)

Veiculo 100+0,3 100+0,3 100+ 0,3 100+ 0,3 100+0,3 100+0,3 100+0,3
10 10010,2 53,040,3 17,34 +£0,8 136+0,5 13,3+0,13 66,6 +0,1 100+ 0,1
20 72,86+2,0 19,83+0,3 421+1,3 7,0+£0,3 23,2#0,11 76,5+0,1 100+ 0,03
30 52,28+4,6 6,6+0,2 2,1+0,1 54+0,3 25,8+0,4 78,0+0,3 100 1,1
40 33,07¢0,5 00 29,42 +1,0 3414 259+0,1 80,1+0,1 100 0,1

IMax (%) 97,9 + 0,1
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ICso (uM) 1,4 0,6

Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicado. Os valores sdo apresentados como: porcentagem de inibicdo dos radicais
DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibicdo de radicais (inibigdo de 0%). O
meio inibitério maximo concentragéo (ICso) indica a concentragdo de compostos necessaria para inibir
50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibicdo maxima é representada por Imax. Os dados
foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e ****p<0,0001).

Tabela 23- Atividade antioxidante para o complexo 2f no ensaio de captura do

radical livre ABTS* nos tempos de 10— 40 min.

Complexo 2f
%Ilnibicao (ABTS")

(HM)
(min)

10

20

50

100

200

Veiculo
10
20
30
40

100 £ 0,32
91,24+0,17
76,31+0,14
61,80+0,29
53,03+0,23

100 £ 0,32
81,7+0,30
61,4+0,35
47,92+0,43
37,35+0,10

100 £ 0,32

68,59+0,08
53,08+0,20
38,15+0,16
29,17+0,20

100 £ 0,32

64,77+0,50
36,17+0,29
19,39+0,03
10,83+0,14

100+ 0,32 100+0,32 100+ 0,32

28,16x0,4

0,7+0,06
00
00

00
0+0
00
00

00
00
00
00

Imax (%) 1000
ICso (M)  3,47+1.4

Os dados sdo expressos como média * erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicado. Os valores sdo apresentados como: porcentagem de inibicdo dos radicais
DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibicdo de radicais (inibicdo de 0%). O
meio inibitério maximo concentragédo (ICso) indica a concentragdo de compostos necessaria para inibir
50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibicdo maxima é representada por Imax. Os dados
foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e ****p<0,0001).

Tabela 24- Atividade antioxidante para o complexo 2g no ensaio de captura do

radical livre ABTS* nos tempos de 10— 40 min.

Complexo 2g
%Inibicao (ABTS*)

(M) 1 5 10 20 50 100 200

(min)
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Veiculo 100 + 0,32 100 + 0,32 100 + 0,32 100 + 0,32 100+ 0,32 100+0,32 100+0,32

10 100+ 0 100+ 0 1000 100+ 0 79,56+0,12 42,04+0,29 14,73+0,07
20 100+ 0 1000 100+ 0 86,10+0,28 58,60+0,10 18,66+0,25 13,2710,1
30 100+ 0 94,73+0,31 87,08+0,32 69,77+0,57 37,97+0,16 10,60+0,13 13,12+0,2
40 100+0 76,12+0,51 84,98+0,40 59,55+0,43 23,08+0,31 10,60+0,1 12,78+0,13

|Max (o/()) 89,4010,1 3
ICso (WM)  32,45+0,75

Os dados séo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicado. Os valores s&o apresentados como: porcentagem de inibicdo dos radicais
DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibicdo de radicais (inibicdo de 0%). O
meio inibitério maximo concentragdo (ICso) indica a concentragao de compostos necessaria para inibir
50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibigdo maxima é representada por Imax. Os dados
foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01 e ***p
<0,001).

Tabela 25- Atividade antioxidante para o complexo 2h no ensaio de captura do

radical livre ABTS* nos tempos de 10— 40 min.

Complexo 2h
%lInibicao (ABTS*)
(HM) 1 5 10 20 50 100 200
(min)
Veiculo 100+ 0,32 100 £ 0,32 100 + 0,32 100 £ 0,32 100 £ 0,32 100 + 0,32 100 + 0,32
10 66,71+0,5 52,4910,3 45,18+0,59 35,68+0,50 00 00 0+0
20 48,0510,4 28,10+0,4 18,05+0,5 00 00 0+0 00
30 36,0+0,4  20,6910,6 6,69+0,4 00 00 0+0 00
40 31,304£0,3 5,79+0,5 00 00 00 0+0 00

Imax (%) 10010
ICs0 (uM)  0,840,2

Os dados séo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicado. Os valores sdo apresentados como: porcentagem de inibicdo dos radicais
DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibigdo de radicais (inibicdo de 0%). O
meio inibitério maximo concentracao (ICso) indica a concentracdo de compostos necessdria para inibir
50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibigdo maxima é representada por Imax. Os dados
foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e ****p<0,0001).
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Tabela 26- Atividade antioxidante para o complexo 2d no ensaio de captura do

radical livre DPPH nos tempos de 10— 40 min.

Complexo 2d (DPPH)

%Ilnibicao
(uM) 1 5 10 20 50 100 200
(min)

Veiculo 100+ 0,6 100+0,6 100+0,6 100+0,6 100+0,6 100+0,6 100x0,6
10 93,47+0,8 88,82+1,7 80,23+1,2 35,48+0,9 11,45+0,4 19,08+1,0 36,45+1,3
20 92,61+0,4 85,73+1,3 73,87+1,0 8,59+1,4 11,86+0,4 19,6+0,8 37,0611,2
30 92,45+0,1 84,18+1,4 70,27+1,1 8,610,4 11,86+0,4 20,12+1,0 37,48+1,3
40 92,28+0,3 83,49+1,6 66,32+0,9 8,77+0,1 12,55+0,6 20,46+0,8 37,82+1,54

Imax (%) 91,41+1,4

ICs0 (M)  11,32+0,06

Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes

realizados em duplicado. Os valores sdo apresentados como: porcentagem de inibicao dos radicais

DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibicdo de radicais (inibigdo de 0%). O

meio inibitério maximo concentragéo (ICso) indica a concentragdo de compostos necessaria para inibir
50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibicdo maxima é representada por Imax. Os dados
foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e ****p<0,0001).

Tabela 27- Atividade antioxidante para o complexo 2f no ensaio de captura do

radical livre DPPH nos tempos de 10 — 40 min.

Complexo 2f (DPPH)
%Ilnibicao
(HM) 1 5 10 20 50 100 200
(min)
Veiculo 100+ 0,6 100+ 0,6 100+ 0,6 100+ 0,6 100+ 0,6 100+0,6 100+ 0,6
10 96,2+1,43  88,7+1,67 88,18+2,95 54,1048,34 3,01£0,34 3,82+1,0 5,75+0,4
20 95,5+1,36  86,43%1,35 83,69+2,62 34,8919,0 3,65+1,07 4,44+24 553+0,7
30 93,88+1,17 85,79+1,65 80,86+2,71 25,40+7,73 2,83+1,87 3,79+1,3 5,8610,3
40 92,28+1,0  86,40+1,58 81,26+2,50 18,4917,36 3,76x1,6 5,39+0,9 6,30+1,48
Imax (%) 97,17+1,87
ICso (M) 15,21 £ 0,28

Os dados sdo expressos como meédia + erro padrédo da média de trés experimentos independentes

realizados em duplicado. Os valores s&o apresentados como: porcentagem de inibicdo dos radicais
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DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibi¢cdo de radicais (inibicdo de 0%). O
meio inibitério maximo concentragéo (ICso) indica a concentragdo de compostos necessaria para inibir
50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibigdo maxima é representada por Imax. Os dados
foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 e ****p<0,0001).

Tabela 28- Atividade antioxidante para o complexo 2g no ensaio de captura do

radical livre DPPH nos tempos de 10— 40 min.

Complexo 2g (DPPH)

%Ilnibicao
(uM) 1 5 10 20 50 100 200
(min)
Veiculo 100+0,6 100+0,6 100+ 0,6 100 £ 0,6 100+0,6 100+0,6 100%0,6

10 92,27+4,20 90,51+4,8 86,17+4,5 82,03+7,05 51,96+4,98 15,5317,77 14,73+0,6
20 91,36+4,22 89,01+4,3 82,10+4,9 71,43+7,23 26,9946,64 11,16+1,33 14,17+0,3
30 89,8845,3 88,28+4,2 79,86+4,8 62,70+6,81 18,6916,18 10,60+1,92 14,16+0,1
40 89,3415,8 86,79+4,0 77,55+4,3 55,95+5,85 13,96+1,82 9,88+0,8 13,18+0,03

Iwax (%) 90,12+0,8
ICso (uM)  27,82+1,13

Os dados sdo expressos como média * erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicado. Os valores sdo apresentados como: porcentagem de inibicdo dos radicais
DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibicdo de radicais (inibicdo de 0%). O
meio inibitério maximo concentragédo (ICso) indica a concentragdo de compostos necessaria para inibir
50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibicdo maxima é representada por Imax. Os dados
foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01 e *** p
<0,001).

Tabela 29- Atividade antioxidante para o complexo 2h no ensaio de captura do

radical livre DPPH nos tempos de 10 — 40 min.

Complexo 2h (DPPH)

%Inibicao
(HM) 1 5 10 20 50 100 200
(min)
Veiculo 100+0,6 100+0,6 100+ 0,6 100 + 0,6 100+0,6 100+0,6 100%0,6
10 74,35£3,9 74,21+3,6 68,02+1,84 31,05+7,62 5,45+0,4 6,76+0,2 8,7110,1
20 72,16+4,4 73,62+3,8 65,30+2,06 6,99+2,26 5,3710,2 6,8+0,2 8,96%0,2
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30
40

|Max (%)
ICs0 (LM)

69,33+7,3 73,59+3,9 62,39+2,29 4,91+1,32 4,83+0,7 8,08+2,16 8,39+0,5
67,92+8,4 72,56+3,8 60,46+0,9 4,87+1,29 4,96+0,2 6,25+0,3 12,19+1,13
95,17+0,7
11,24+0,34

Os dados séo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes

realizados em duplicado. Os valores sdo apresentados como: porcentagem de inibigdo dos radicais

DPPH e ABTS+ quando comparado a um grupo controle sem inibicdo de radicais (inibicdo de 0%). O

meio inibitério maximo concentragdo (ICso) indica a concentracdo de compostos necessaria para inibir

50% do radical DPPH e ABTS". A porcentagem de inibigdo maxima é representada por Imax. Os dados

*kk

foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01 e *** p
<0,001).
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Figura 54- Espectro de HRMS- ESI para o complexo 2a em metanol.
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