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RESUMO

O cancer é um grande problema de salde publica, sendo necessario um constante esfor¢o no
desenvolvimento de novas formas de combaté-lo. Neste trabalho foi realizada a sintese de novos
complexos de cobre (1) e prata (I), os quais contém o grupo 1,4-dioxo-butenil, com o objetivo
de se obter farmacos quimioterapicos tdo eficientes quanto a cisplatina, porém com menor
toxicidade as células saudaveis. As sinteses foram efetuadas em duas etapas, em que a primeira
consiste na obtencdo dos ligantes a partir da reacdo do anidrido maleico com anilinas
substituidas e com a 4-aminoantipirina e a segunda se trata da obtengdo dos complexos a partir
da reacdo dos ligantes com os sais de cobre (I1) e prata (I). A caracterizacao das substancias foi
realizada por meio de dados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e de *3C, por
Espectroscopia de Infravermelho e Andlise Termogravimétrica. A avaliacdo bioldgica das
substancias foi feita pelo método do brometo de tetrazolio contra as células de adenocarcinoma
mamario murino (4T1), em que as substancias sintetizadas, testadas nas concentracoes de 6,25
a 500 pg/mL, mostraram atividade citotoxica e podem ser mais eficientes do que a cisplatina

em causar morte celular na linhagem 4T1.

Palavras-chave: Sintese, Cobre, Prata, 1,4-dioxo-butenil, Cancer.



ABSTRACT

Cancer is a major public health problem which requires constant efforts to develop new ways
of fighting it. Here, the synthesis of new cooper (11) and silver (1) complexes, containing 1,4-
dioxo-butenyl group was performed to obtain chemotherapeutic drugs as efficient as cisplatin
and lower toxicity to healthy cells. The syntheses were carried out in two stages; the first
consisted in obtaining the ligands from the reaction of maleic anhydride with substituted
anilines and with 4-aminoantipyrine and the second one is the obtainment of the complexes
from the reaction of the ligands with the copper (I1) and silver (1) salts. The characterization of
the substances was carried out by *H and 3C Nuclear Magnetic Resonance (NMR), by Infrared
Spectroscopy and Thermogravimetric Analysis data. Biological evaluation of the substances
was done by the tetrazolium bromide method against murine mammary adenocarcinoma cells
(4T1), which the synthesized substances, tested at concentrations of 6.25 to 500 ug/mL, showed

cytotoxic activity and may be more efficient than cisplatin in causing death of 4T1 cell line.

Keywords: Synthesis, Copper, Silver, 1,4-dioxo-butenyl, Cancer.
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1 INTRODUCAO

Especialmente nos paises em desenvolvimento, o cancer € um grande problema de salde
publica. Nesses paises € estimado que o impacto do cancer na populacdo corresponda a 80%
dos mais de 20 milhdes de novos casos estimados para 2025. Assim, ha uma frequente busca
pelo desenvolvimento de novas formas de combaté-lo. A radioterapia, a cirurgia e a
quimioterapia, sdo os trés principais tipos de tratamento, sendo a quimioterapia o foco das
pesquisas nas Ultimas quatro décadas [1].

Um dos agentes quimioterapicos mais utilizados para o tratamento diversos tipos de
tumores € a Cisplatina (cis-diaminodicloroplatina; CDDP). Sua acao bioldgica se relaciona
diretamente a sua interacdo com o DNA da célula, inibindo a replicacdo do mesmo,
desencadeando a morte celular. No entanto, tém sido relatados diversos efeitos colaterais, como
a diminuicdo do reflexo vestibulo-ocular (VOR) [2], além de colocar em risco espécies
aquaticas até mesmo em minimas quantidades [3].

Ja existem comercialmente alguns medicamentos analogos a cisplatina que sao
eficientes, como por exemplo a carboplatina, oxaliplatina, nedaplatina, lobaplatina e
heptaplatina [4]. Inspirado nesses farmacos, h4 um constante interesse no desenvolvimento de
novos complexos de platina com a mesma efetividade, porém com menor toxicidade [5-8].
Entretanto, estudos recentes apontam um grande potencial no desenvolvimento de novos
complexos com um perfil de acéo terapéutico diferente da cisplatina com a varia¢do do metal e
consequente alteracdo das suas propriedades quimicas [9].

Atualmente na literatura existem diversos relatos de complexos de cobre e prata que
estdo sendo sintetizados e suas propriedades anticancer estdo sendo testadas, apresentando bons
resultados [10-13].

A coordenacéo de metais a farmacos apresenta uma otima possibilidade de aumento do
arsenal de medicamentos disponiveis para tratamento de uma série de enfermidades [14]. A 4-
Aminoantipirina (4-AA) é resultado da metabolizacdo da dipirona no figado. Este metabdlito
ja é conhecido na literatura por suas varias atividades biologicas, tais como analgésica,
antipirética e propriedades anti-inflamatdrias [15].

Diversas substancias, as quais contém o grupo 1,4-dioxo-2-butenil, ilustradas na Figura
1, foram sintetizadas como candidatas a citotoxinas. Os resultados demonstraram que os N-aril-
fumaramatos de metila (4a-i) apresentaram os maiores potenciais, demonstrando uma poténcia

maior ou equivalente com a droga de referéncia [16].
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Figura 1 - Estrutura das substancias derivadas do acido maledmico

' _ / b: R=4-Cl
la-iR'= 3a-iR=H H ¢: R=3,4-Cl,
2a-iR'= CH3 4a-i R'= CH d: R=4-CH,

e: R=3,4-(CH;),
o f:R=4-0CH,
o\ g: R=4-NO,
. N h: R=4-COCH,
i: R=2,6-(CH
7 RH o . (CH3),
8 R'=CH, o

Fonte: JHA et al, 2010.

Diante do exposto, complexos de metais como o cobre e a prata, formados com
substancias ja ditas anteriormente como possuidoras de potenciais biolégicos, como a 4-
aminoantipirina e as derivadas do acido maledmico, possuem uma grande probabilidade de
demonstrar um 6timo resultado frente a avaliac@es bioldgicas, levando a possibilidade de se

tornarem novos agentes anticancer eficientes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Cancer

O céncer esta presente na vida humana tanto como um fenémeno biol6gico quanto como
um relacionamento social, inspirando estados contraditérios de esperanca e desespero,
renascimento e ruina. As células cancerosas resultam em uma infinidade de doencas que podem
afetar qualquer parte do corpo, de forma patologica e incontrolavel, se multiplicam e geram
metastase, transformando pessoas saudaveis em doentes, dividindo os individuos em aqueles
que vencem essa guerra e aqueles que sucumbem. Encoberto em seu potencial para apressar a
morte, 0 cancer € uma Unica palavra que ao tempo que conecta células, pessoas, comunidades
e populagdes [17].

O céncer é uma das principais causas de morte tanto em paises economicamente
desenvolvidos quanto em paises subdesenvolvidos. E esperado que a incidéncia de casos
aumente mundialmente devido ao envelhecimento da populacdo, especialmente em paises
menos desenvolvidos, em que aproximadamente 82% da populacdo mundial reside. A adocao
de comportamentos que sdo conhecidos por aumentar o risco de cancer, tais como o habito de
fumar, dieta pobre em nutrientes, inatividade fisica e mudancas na reproducdo (incluindo o
primeiro parto em idade muito tenra ou muito tardia) tém aumentado significativamente a
incidéncia em paises menos desenvolvidos [18].

Para o Brasil, o perfil epidemiolégico observado assemelha-se ao da América Latina e
do Caribe, onde os cénceres de prostata em homens e mama em mulheres sdo 0s mais
frequentes. E fundamental que o monitoramento da morbimortalidade por cancer incorpore-se
na rotina da gestdo da salde de modo a tonar-se instrumento essencial para o estabelecimento
de acOes de prevencéo e controle do cancer e de seus fatores de risco [19].

A defini¢ao de “cura” do cancer € dificil e, para muitos, considerada impossivel. Uma
situacdo em que essa definigdo € utilizada € quando um grupo de pacientes tém uma experiéncia
de sobrevivéncia idéntica a da populagdo com a mesma distribuigcdo de fatores demograficos,
ou seja, quando ha uma relacdo de sobrevivéncia relativa. Alguns preferem o termo
“recuperado” para os pacientes que teriam uma baixa probabilidade de morte em consequéncia
da neoplasia inicial. Outra op¢éo para a defini¢do de cura é quando o paciente sobrevive em um
estado “livre da doenga” tempo o suficiente para ser classificado como baixa probabilidade de

reincidéncia [20].
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O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou
transplante de medula 6ssea e em muitos casos, € necessario combinar mais de uma modalidade.
Entre os tratamentos, a quimioterapia € o tratamento que utiliza medicamentos para combater
a doenca. Eles sdo aplicados, em sua maioria, na veia, podendo também ser dados por via oral,
intramuscular, subcuténea, tdpica e intratecal. Os medicamentos se misturam com o0 sangue e
sdo levados a todas as partes do corpo, destruindo as células doentes que estdo formando o
tumor e impedindo, também, que elas se espalhem pelo corpo [21].

A quimioterapia é uma das principais formas de intervencGes terapéuticas do cancer.
Mas apesar dos avangos nos protocolos de descoberta e tratamento, € comum pacientes que
adquirem resisténcia a maltiplos medicamentos, fazendo com que a resposta a quimioterapia
esteja abaixo das expectativas. Os mecanismos de resisténcia aos farmacos, adaptados pelas
células cancerosas, incluem modificacdo no metabolismo e transporte do farmaco e mutacao

genética, o que pode levar ao reparo do gene, impedindo a apoptose [22].

2.2  Cisplatina

A cisplatina (cis-diaminadicloroplatina; CDDP) foi sintetizada pela primeira vez por
Michael Peyrone em 1845. Alfred Werner, 50 anos depois, elucidou a configuracgéo estérica da
molécula, mostrada na Figura 2, pela qual Ihe rendeu um Prémio Nobel em 1913 [23]. Na
década de 60 o biofisico Barnett Rosenberg descobriu inesperadamente que a cisplatina poderia
inibir a divisdo celular da Escherichia coli [24]. Essa descoberta deixou Rosenberg interessado
em testar a cisplatina como agente anticancer e, consequentemente, conseguiu demonstrar a

potente atividade antiproliferativa da molécula em um modelo de sarcoma murino [25].

Figura 2 — Estrutura da cisplatina.

H3N NH,
N_/

Pt
CI/ \CI

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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A Cisplatina foi administrada pela primeira vez em um paciente com cancer em 1971 e
se tornou disponivel para préatica de oncologia geral em 1978, primeiro no Canada, pouco depois
nos Estados Unidos e seguido eventualmente pelo restante do mundo [26].

E um dos agentes anticancerigenos mais eficazes na quimioterapia, amplamente
utilizada no tratamento de tumores s6lidos. Foi muito utilizada para a cura de diferentes tipos
de neoplasias, incluindo cancer de cabeca, pesco¢o, ovario, leucemia, cAncer de mama, cérebro,
rim e testicular. Em geral, a cisplatina e outras substancias a base de platina, sdo consideradas
citotoxicas por conseguirem matar células cancerosas danificando o DNA (&cido
desoxirribonucleico), inibindo a sintese e a mitose do DNA e induzindo a apoptose celular [27].

No entanto a cisplatina e os farmacos derivados de platina tém efeitos colaterais
debilitantes em tecidos normais e induzem a ototoxicidade, neurotoxicidade e nefrotoxicidade.
Nos rins, a cisplatina se acumula preferencialmente em células tubulares renais causando leséo
e morte celular, resultando em lesdo renal aguda [28]. Outro grande problema que dificulta o
uso da cisplatina como medicamento anticancer é o desenvolvimento de resisténcia celular [29-
32].

Os farmacos de platina continuam a ser 0os mais importantes e mais usados na
quimioterapia e, provavelmente, ndo serdo substituidos clinicamente muito em breve. Porém
eles tém diversas desvantagens, como os efeitos colaterais graves que limitam a dose que pode
ser administrada aos pacientes, além do desenvolvimento da resisténcia medicamentosa para
muitos tipos de cancer. Embora novas drogas de platina continuem a ser desenvolvidas, €é
provavel que sofram dos mesmos problemas e, como tal, hd um foco consideravel no

desenvolvimento de novas formulagdes mais estaveis e mais seletivas para o cancer [33].

2.3  Cobre

O cobre é um metal de transicdo macio e maleavel. Ele tem uma cor laranja-
avermelhada, mas com o tempo, ao ser oxidado, exibe uma superficie verde. E amplamente
utilizado para varios fins, incluindo fabricacdo de moedas, joias, encanamento, aplicacfes
dentarias, esmaltes ceramicos e fios elétricos [34].

E um micronutriente essencial, envolvido em diversos processos bioldgicos vitais.
Devido a sua capacidade de mudar os estados de oxidacdo Cu (I) = Cu (Il) e a competéncia
para formar esferas de coordenacdo com aminoacidos que contém os grupos: hidrossulfeto (-
SH), amino (-NHz), carboxila (-COOH), tiometila (-SCHz3) e imidazol, o cobre é utilizado pelas

enzimas controlando varios processos celulares: fosforilagdo oxidativa; desintoxicacdo de
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espécies reativas de oxigénio; processamento pds-traducdo de coldgeno, elastina e
neuropeptidios; sintese de neurotransmissores e transferéncia bidirecional de ions de ferro em
membranas plasmaticas [35].

O déficit de cobre pode prejudicar a producdo de energia, causar metabolismo anormal
de glicose e colesterol, aumento do dano oxidativo, aumento do acimulo de ferro no tecido,
estrutura e funcdo do sangue circulante e das células imunes alteradas, sintese e processamento
anormal de neuropeptideos, eletrofisiologia cardiaca an6mala, comprometimento da
contratilidade miocéardica e efeitos persistentes sobre 0s sistemas neurocomportamental e
imunolodgico. O nivel de cobre aumentado foi encontrado em vérios distdrbios, como por
exemplo na doenca de Wilson ou doenca de Menke [36].

A capacidade desse metal para catalisar reacdes de 6xido-reducéo pode levar a producgéo
de espécies reativas de oxigénio. O uso de cobre para substituir a platina em complexos de
coordenacdo, atualmente utilizados como quimioterapicos convencionais, tem sido investigado.
Em comparacdo com farmacos baseados em platina, esses complexos de cobre podem ser
agentes anticancerigenos mais potentes, com toxicidade reduzida em relacdo as células normais
e podem potencialmente contornar a quimiorresisténcia, associada ao tratamento recorrente
com platina [37].

Testes in vitro da atividade anticancer para o complexo de cobre (1) com ligante di-2-
piridil cetona isonicotinoil hidrazona (L) {[Cu(L)(H20)]-H20-NOs}, mostrado na Figura 3,
exibiram resultados 3-18 vezes melhores do que a cisplatina contra as linhagens de células
cancerosas de figado, mama e cervical, além de demonstrar uma atividade anticancer
significantemente maior do que o ligante. InvestigacOes a respeito do mecanismo de agéo
mostram que o complexo exibiu uma forte capacidade de promover producgdes de espécies

reativas de oxigénio, conduzindo a morte celular por apoptose [38].

Figura 3 — Estrutura do complexo [Cu(L)(H20)]-H20-NO:s.
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Fonte: DENG, CHEN e DENG, 2016.
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Estudos a respeito da ligacdo com o DNA e a atividade citotoxica in vitro de complexos
de cobre (I1) {Cu(L1)ClI> (L1=4'-(3-metoxifenil)-2,2":6'- 2"-terpiridina), Cu(L2)Cl> (L2=4'-(4-
metoxifenil)-2,2".6"-2"-terpiridina) e Cu(L3)Cl, (L3= 4'-(3,5-dimetoxifenil)-2,2".6"-2"-
terpiridina), ilustrados na Figura 4, mostraram que a atividade citotdxica contra as linhagens de
células tumorais de carcinoma cervical (HeLa), carcinoma hepatocelular (Hep-G2) e carcinoma
hepatocelular humano (BEL-740) do complexo deve estar associada ndo somente a sua
habilidade de interagir com o DNA via intercalacdo, mas também a producdo de espécies
reativas de oxigénio que, de alguma forma, seu nivel desempenha um papel mais importante
[39].

Figura 4 — Estrutura dos complexos Cu(L1)Cl,, Cu(L2)Cl, e Cu(L3)Cl..

OCH3
OCH3 H3CO OCH3
1 2 3

Fonte: LIANG et al, 2014.

As propriedades antiproliferativa e indutora de apoptose dos complexos
[Cu(phen)(aa)(H20)]NO3 (1-4), mostrados na Figura 5, foram seletivas contra a linhagem
celular de cancer de mama (MDA-MB-231) em relacdo a linhagem de células saudaveis de
mama (MCF10A). O complexo 4 ainda se mostrou efetivo contra varias linhagens de células:
cervical (Hela), ovario (SKOV3), pulméo (A549, PC9), carcinoma nasofaringeo (Honel, HK1,
C666-1), mama (MCF7, T47D), linfoma e leucemia (Nalmawa, HL60) e colorretal (SW480,
SW48, HCT118) com valores de I1Cso, que € a concentracdo que inibe 50% da viabilidade das
células, entre 1,7-19 uM, além de se mostrar bem mais efetivo do que a cisplatina na triagem
NC160 de dose unica [40].

Complexos  de  Cu(ll) formados  com ligantes bidentados  de
aminoalquilaminoneocriptolepina, foram testados in vitro como agentes anticancer contra a
linhagem de células de carcinoma de célon humano (HT-29) e exibiram atividade bioldgica

maior do que seus ligantes livres, indicados na Figura 6 [41].
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Figura 5 — Estrutura dos complexos [Cu(phen)(aa)(H-O)]NO3 (1-4).
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Fonte: NG et al, 2014.

Figura 6 — Estrutura dos ligantes andlogos a neocriptolepina.

Lin=1
CHj L%n=2
Fonte: EMAM, EL SAYED IEL e NASSAR, 2015.

O complexo CuSny(Trp), ilustrado na Figura 7, causou morte celular para varias
linhagens de células cancerosas: teratocarcinoma de ovario humano (PA-1), adenocarcinoma
de proéstata (PC-3), carcinoma cervical (HelLa), osteosarcoma (U20S), hepatocarcinoma
(HepG2) e carcinoma de mama (MCF-7), sendo mais potente do que a cisplatina para a
linhagem HepG2. Para os testes in vivo realizados em ratas Wistar saudaveis, mostrou menor
toxicidade, em que a dose letal € bem mais significativa (98,11 mg kg™) do que a cisplatina (12
mg kg™), além de ndo demonstrar nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e neurotoxicidade em

contraste com doses equivalentes de cisplatina [42].
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Figura 7 — Estrutura do complexo CuSnx(Trp).

Verde = Cloro, Vermelho = Oxigénio,
Cinza = Carbono, Roxo = Nitrogénio,
Azul = Estanho, Rosa = Cobre.

Fonte: ZAIDI et al, 2014.

24  Prata

A Prata (Ag), de nimero atbmico 47, massa atbmica 107,86, densidade 10490 kg.m3 e
ponto de fusdo de 961,78°C, é encontrada na natureza em seu estado livre e em minerais como
argentita. E um metal branco prateado, com condutividade térmica e elétrica muito boas. A
prata foi extraida pela primeira vez em 2500 a.C. na Asia Menor [43].

A prata era conhecida por suas propriedades antibacterianas na antiguidade. Os gregos
revestiam pratos e copos com prata para parar a propagacao de doencas e colocaram moedas de
prata em baldes de &gua para ampliar o frescor da dgua. Eles também deram colheres de prata
para crian¢as chuparem, o que se acreditava que as protegiam de doencas. A primeira substancia
de prata que foi usada como medicamento foi o nitrato de prata, sendo usado para o tratamento
de queimaduras, que foi descoberto por Basilius Valentinus no século XV [44].

Diversos relatos da literatura mostram que complexos de prata tém sido sintetizados e
avaliados contra o cancer. Os ligantes de piridina 2,6-disubstituidos e seus complexos de Ag(l),
mostrados na Figura 8, foram testados contra linhagens de células humanas cancerosas,
incluindo carcinoma hepatocelular (HePG2), adenocarcinoma de pulméo (A549), carcinoma de
colon (HT29) e adenocarcinoma de mama (MDF7), em que todos os complexos exibiram
atividade significativa maior do que seus ligantes e do que a doxorrubicina, utilizada como

droga de referéncia [45].
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Figura 8 — Estrutura dos complexos de Ag(l) com ligantes de piridina 2,6-disubstituidos.
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Fonte: ALI, ABD-ELZAHER e MAHMOUD, 2013.

A atividade citotoxica de complexos contendo carbenos N-heterociclicos (NHC),
mostrado na Figura 9, e seus ligantes foi feita para as linhagens de células cancerosas de
carcinoma cervical humano (HelLa), adenocarcinoma epitelial de pulmdo humano (A549),
cisplatina-resistente A549 (A549R), carcinoma de mama humano (MDA-MB-231) e figado
saudavel (LO2), em que demonstraram atividade comparavel ou superior contra as células
cancerosas e menor toxicidade contra as células saudaveis de figado, se comparados a
cisplatina. Além disso, os complexos foram mais ativos do que a cisplatina contra a linhagem

de células A549R, indicando que esses complexos podem superar a resisténcia a cisplatina [46].
Figura 9 — Estrutura dos complexos com NHC.
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Fonte: LI et al, 2014.
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Um complexo de prata (Ag8), ilustrado na Figura 10, com ligante bis(carbeno N-
heterociclico) exibiu maior seletividade para células cancerosas do que para células normais
em testes in vitro, de forma superior a cisplatina, mostrando multiplos mecanismos de acgéo.
Além disso, foi bem tolerado in vivo, especialmente em um esquema de dosagem dividido e
obteve uma atividade anticancer in vivo significante contra fibras vazias implantadas por via

intraperitoneal [47].
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Figura 10 — Estrutura do complexo de prata (Ag8).

AgBry”

Fonte: ALLISON et al, 2017.

2.5  4-Aminoantipirina
4-Aminoantipirina (4-AA), ilustrada na Figura 11, é um metabdlito j& conhecido na
literatura por suas diversas atividades biologicas que incluem a analgésica, antipirética,

antimicrobiana e propriedades anti-inflamatorias [48-52].

Figura 11 — Estrutura da 4-AA.
H,N CH,

0 " TCH,

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

A 4-AA pertence ao grupo das antipirinas e das imidas ciclicas e sua via de
metabolizacdo envolve a hidrolise da dipirona por um mecanismo (Figura 12) ndo-enzimatico
para a formacdo da 4-metilaminoantipirina (MAA). Posteriormente a MAA é metabolizada no
figado por meio de desmetilacdo formando a 4-AA. Relata-se ainda que MAA e 4-AA geram
dois outros metabolitos inativos {formilaminoantipirina (FAA) e acetilaminoantipirina (AAA)}

[53].



Figura 12 — Metabolismo da dipirona.
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Fonte: BUITRAGO-GONZALEZ, CALDERON-OSPINA e VALLEJOS-NARVAEZ, 2014.
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As atividades genotdxica, mutagénica, apoptética e imunomoduladora, in vivo em

camundongos machos, da 4-AA e seus efeitos em combinagdo com os farmacos antineoplasicos

doxorrubicina, cisplatina e ciclofosfamida foram testadas. Os resultados mostraram que a 4-AA

ndo causa genotoxicidade, dano mutagénico ou fagocitose esplénica. Entretanto, apesar de seus

efeitos analgésicos, quando combinada com os farmacos antineoplasicos, pode diminuir os

efeitos quimioterapicos destes [54].

Substancias analogas a 4-AA, ilustradas na Figura 13, mostraram citotoxicidade in vitro

contra a linhagem de células cancerosas cervicais (SiHa) semelhante ao Pazopanib, utilizado

como droga de referéncia [55].

Figura 13 — Estrutura das substancias analogas a 4-AA.
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Fonte: PREMNATH et al, 2016.
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Substancias heterociclicas baseadas na 4-AA, ilustradas na Figura 14, foram sintetizadas
e demonstraram atividade anticancer promissora, sendo mais efetivas do que a doxorrubicina,
utilizada como droga de referéncia, contra a linhagem de células de cancer de mama humano

(MCF7) [56].

Figura 14 — Estrutura das substancias heterociclicas baseadas na 4-AA.
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Fonte: GHORAB, EL-GAZZAR e ALSAID, 2014.
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Um complexo de cobre (1) formado com anélogo da 4-AA, mostrado na Figura 15,
exibiu forte afinidade de ligacdo com o DNA através de mecanismo de intercalacdo, além de

clivar o DNA via mecanismo hidrolitico [57].

Figura 15 — Estrutura do complexo de cobre (I1) formado com analogo da 4-AA.

Fonte: LEELAVATHY e ARUL ANTONY, 2013.
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2.6 Derivados do acido maleadmico

Derivad

os de acidos maledmicos sdo utilizados em testes biol6gicos por apresentarem

alto grau de citotoxicidade, o que inclui um alto nivel de atividade fungicida e bactericida. Essas

substancias pos

grupo arila em

suem ndo somente o grupo farmacoforico 1,4-dioxo-2-butenil, mas também um

que diferentes substituintes podem ser colocados para modificar a poténcia

citotdxica. Por exemplo, as chalconas (1-21), ilustradas na Figura 16, que contém o grupo 1,4-

dioxo-2-butenil,

demonstraram uma potente atividade anticancer in vitro e in vivo e diferentes

tipos de mecanismos de ataque as células, além de ndo terem sido observados efeitos toxicos

nos camundongos nas doses testadas [58].

Figura 16 — Estrutura das chalconas.

OO0 O
O/CH3
(Ch-1-13) H (Ch- 14-21) Al
Composto R Composto R R!
Ch-1 - Ch-14 3,4-metilenodioxi Ph
Ch-2 2,3-diMeO Ch-15 3,4-diMeO Ph
Ch-3 3,4-diMeO Ch-16 3,4-dicloro Ph
Ch-4 2,4-diMeO Ch-17 3,4-dicloro Val
Ch-5 2,4,5-triMeO Ch-18 3,4-dicloro Leu
Ch-6 3,4,5-triMeO Ch-19 - Ph
Ch-7 2-MeO Ch-20 4-Br Ph
Ch-8 3,4-metilenodioxi Ch-21 4-Me;N Ph
Ch-9 4-Cl
Ch-10 2-NO;
Ch-11 3-NO>
Ch-12 4-Me;N
Ch-13 2-Cl-quinolina

Fonte: RODRIGUES et al, 2011.
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Derivados da N-fenilmaleimida (M2 e M7), ilustrados na Figura 17, apresentaram
relevante atividade citotoxica contra as linhagens de melanoma humano (MEL-19, SK-MEL-
28 e SK-MEL-147), sendo que para a linhagem SK-MEL-147 foram trés vezes mais seletivos
do que para a linhagem de células saudaveis de melanécito humano (NGM). Essa atividade
pode estar relacionada a presenca do anel imidico e & modulacdo adipogénica [59]. E ainda,
algumas maleimidas e seus derivados possuem diferentes atividades bioldgicas, as quais

destacam-se as propriedades antifingicas, antibacterianas e antitumorais [60-62].

Figura 17 — Estrutura dos derivados M2 e M7.
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O

Fonte: ROSOLEN, CRECZYNSKI-PASA e MONTEIRO, 2014.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral
Este trabalho teve como objetivo a sintese e avaliacdo biologica anticancer de novos
complexos de Cu(ll) e Ag(l) contendo o grupo farmacoférico 1,4-dioxo-butenil, incluindo a 4-

aminoantipirina.

3.2 Objetivos especificos

- Sintese dos ligantes derivados do acido maleamico;

- Sintese dos complexos metélicos de Cu(ll) e Ag(l);

- Caracterizacdo das substancias sintetizadas através das técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de *3C, Espectroscopia de absor¢do na regido do
Infravermelho (IV) e Analise termogravimétrica (TG).

- Avaliacdo bioldgica anticancer dos complexos sintetizados através do ensaio do MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) .
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Todos os reagentes e solventes utilizados foram obtidos comercialmente e utilizados

sem purificagdo prévia.

4.1  Sintese dos Ligantes

Para a sintese dos ligantes, conforme o Esquema 1, foram adicionados 10 mmol de
anidrido maleico a diferentes anilinas p-substituidas (cloro, metoxila e bromo respectivamente),
obtendo os ligantes 1-3 e, para a obtencédo do ligante 4, foram reagidos 10 mmol de 4-AA com
anidrido maleico. As reacdes foram desenvolvidas em 50 mL de éter etilico, a temperatura
ambiente, por aproximadamente 2 h, sendo utilizada a aparelhagem de refluxo a fim de evitar

a evaporacdo do solvente. Os precipitados obtidos foram filtrados e lavados com agua gelada.

Esquema 1 - Sintese dos ligantes.

0] . O O
© © + HHN—R _—
1: p-cloroanilina Eter HO NE
Anidrido 2: p—amsldlna. . = R
. 3: p-bromoanilina
maleico . .
4: 4-aminoantipirina

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

4.2  Sintese dos Complexos

Para a obtencdo dos complexos de Cobre (1) inicialmente foram reagidos 3 mmol de
cada um dos ligantes com hidréxido de potéssio (KOH) na proporgdo de 1:1, em metanol em
quantidade o suficiente para solubilizar os reagentes, a temperatura ambiente por
aproximadamente 40 min. Apos isso, foram adicionados 1,5 mmol de cloreto de cobre (1) di-
hidratado (CuCl>.2H20) e deixou reagir por aproximadamente 1 h. Os precipitados obtidos
foram filtrados. Foram obtidos os complexos CuL(1-4).

Para a sintese dos complexos de Prata (I), 3 mmol de cada um dos ligantes foram
reagidos com hidroxido de potéssio (KOH), na propor¢édo de 1:1, em metanol, a temperatura
ambiente por aproximadamente 40 min. Depois, foram adicionados 1,5 mmol de nitrato de prata
(AgNO3) na auséncia de luz, onde reagiu por aproximadamente 1 h. Os precipitados obtidos
foram filtrados e depois de secos a temperatura ambiente, foram armazenados em frascos

ambar. Foram obtidos os complexos AgL(1-3).
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4.3  Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e de °C dos ligantes 1-4 foram obtidos & temperatura
ambiente em espectrometro Bruker 300, no Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (UFMS), em solugdo 10% com dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) a
25°C, operando em 300.132 e 75.476 MHz, respectivamente. Os deslocamentos quimicos ()
de 'H e de 13C foram dados na escala de ppm (parte por milhdo) e foram referenciados ao
tetrametilsilano (TMS). As constantes de acoplamento (J) sdo descritas em hertz (Hz) e as
abreviacdes s, sl, d, e m foram usadas para singleto, singleto largo, dubleto, e multipleto,
respectivamente.

(1) RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm): 3,35 (s, NH), 6,29 (d, 1H, Jeis = 12
Hz), 6,45 (d, 1H, Jeis = 12 Hz), 7,37 (m, 2H), 7,64 (m, 2H), 10,45 (sl, OH). RMN de 3C
(DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm): 117,1 (C), 121,5 (CH), 128,9 (CH), 130,6 (CH), 131,8 (CH),
137,5 (C), 163,8 (C=0), 167,4 (C=0).

(2) RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm): 3,33 (s, NH), 3,72 (s, 3H), 6,25 (d,
1H, Jeis = 12 Hz), 6,45 (d, 1H, Jeis = 12 Hz), 6,92 (m, 2H), 7,51 (m, 2H), 10,35 (sl, OH). RMN
de *C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm): 55,3 (CH3), 114,1 (C), 121,5 (CH), 121,6 (CH), 131,0
(CH), 131,8 (CH), 156,0 (C), 163,1 (C=0), 166,9 (C=0).

(3) RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz) 6 (ppm): 3,32 (s, NH), 6,30 (d, 1H, Jeis = 12
Hz), 6,46 (d, 1H, Jeis = 12 Hz), 7,51 (m, 2H), 7,60 (m, 2H), 10,46 (sl, OH). RMN de 3C
(DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm): 116,3 (C), 117,4 (CH), 122,2 (CH), 132,2 (CH), 132,3 (CH),
138,5 (C), 164,1 (C=0), 167,7 (C=0).

(4) RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) 6 (ppm): 2,14 (s, 3H), 3,02 (s, 3H), 6,26 (d, 1H,
Jeis = 12 Hz), 6,48 (d, 1H, Jeis = 12 Hz), 7,30 (m, 3H), 7,46 (m, 2H), 9,78 (sl, OH). RMN de
13C (DMSO-ds, 75 MHz) 6 (ppm): 11,7 (CHs), 36,3 (CH3), 106,6 (C), 124,2 (CH), 127,0 (CH),
129,6 (CH), 131,6 (CH), 131,6 (CH), 135,3 (C), 152,6 (C), 161,7 (C=0), 164,6 (C=0), 167,0
(C=0).

4.4  Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Os espectros de absorcéo na regido do 1V foram registrados & temperatura ambiente em
Espectrometro de Absorgdo no 1V - Jasco IR-6200, na faixa de 4000 a 400 cm™. As amostras
foram preparadas por dispersdo em brometo de potassio (KBr) e prensadas formando pastilhas,
as quais foram introduzidas diretamente no caminho Optico do equipamento para respectiva

leitura do percentual de transmitancia (%T).
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45  Analise Termogravimétrica

A anélise termogravimétrica (TG) dos complexos CuL(1-4) e AgL(1-3) foi realizada em
parceria com o Professor Dr. Claudio Teodoro de Carvalho, através de equipamento
termogravimétrico da marca NETZSCH, modelo STA449F3 com forno de carbeto de silicio,
nas seguintes condicBes de analise: atmosfera de ar sintético com vazdo de 50 mL.min?,
intervalo de aquecimento de 30 a 1000°C, razdo de aquecimento de 20°C min, cadinho de

alfa-alumina como suporte e massa de aproximadamente 5,00 mg para cada complexo.

4.6  Avaliagdo da Atividade Bioldgica Anticancer

Ensaio do MTT

O ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio ou
simplesmente brometo de tetrazélio) foi realizado segundo Pesarini et. al. (2017) com
modificagOes [63], em parceria com o Professor Dr. Rodrigo Juliano Oliveira da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

As células de carcinoma mamario murino (4T1) foram semeadas em cinco pocos
contendo 0,33 cm? de area de crescimento (placa de cultivo celular de 96 pogos), na
concentracéo de 2,5x10* células. Apos estabilizagdo por 24 h, as células foram tratadas com
cisplatina (Libbs®, Lote 16E0311) e com os complexos, em concentracdes de 6,25; 12,5; 25,00;
50,00; 100,00; 250,00 e 500,00 pg.mL™ por 24 h. Ao final desse periodo o meio de cultura foi
descartado e as células foram submetidas a solu¢do de MTT (Invitrogen® CT N° M6494; 0,005
g de MTT; 5,00 mL de tampdo fosfato-salino; 10,00 mL de meio HDMEM, sem SBF) por 4 h
em estufa a 37°C contendo 5% de gas carbdnico. Em seguida, 0 meio de cultura contendo o
MTT foi removido e entdo acrescentado 100 puL de dimetilsulfoxido (DMSO) em cada poco
para diluicdo do Formazan formado. Para cada dose, foram realizadas triplicatas independentes
com 5 pogos para cada repeticdo. A leitura foi realizada em espectrofotometro com filtro de
540 nm (ELISA Plate Analyzer ROBONIK®).

A viabilidade celular (expressa em porcentagem) foi calculada de acordo com a seguinte

férmula:

Viabilidade Celular (%)

Média de absorbancias do grupo tratado .

= P X
Média de absorbancias do grupo sem tratamento (controle)
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Anélise estatistica

A anélise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad InStat v.2.0 (Graph-
Pad Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), considerando o nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Foram utilizados os testes t-Student e ANOVA/Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  Sintese
Os ligantes obtidos sdo derivados de acido maledmico, 0s quais contém o grupo
farmacofédrico 1,4-dioxo-2-butenil e um grupo arila, no qual diferentes substituintes foram
colocados para modular a poténcia citotoxica. A sintese de todos os ligantes alcangou bons
rendimentos (1: 89,8%; 2: 88,1%; 3: 91,1%; 4: 71,3%), evidenciando a eficacia do método.
As substancias sintetizadas mostraram diferentes coloracgdes: ligantes 1 e 3 — amarelo
claro, ligante 2 — verde e ligante 4 — alaranjado. As estruturas dos ligantes (1-4) estao ilustradas

na Figura 18.

Figura 18 — Estrutura quimica dos ligantes 1-4.

H
HN = HN = HN Z

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

O mecanismo geral proposto para a sintese dos ligantes a partir do anidrido maleico com

anilinas p-substituidas e com a 4-aminoantipirina esta representado no Esquema 2.

Esquema 2 - Mecanismo proposto para a obtencdo dos ligantes 1-4.

ONH,R o o
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A .. > j HO NH

Anidrido
maleico

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Para a realizacdo da sintese dos complexos foram exploradas diferentes condicGes de
reagdo, as quais envolveram variagOes de temperatura, refluxo, maiores tempos reacionais,
diferentes solventes, bases mais fracas como o bicarbonato de sédio (NaHCOs3) e ainda meio

reacional sem a utilizacdo de base, porém ndo houve éxito em nenhuma dessas condicdes.
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Ao reagir os ligantes com uma base forte, como o KOH, foi observado que os ligantes
se tornaram propicios a complexacdo com 0s metais, isso porque 0 KOH foi capaz de executar
a desprotonacao da carboxila, deixando-a reativa, obtendo éxito na formacdo dos complexos,
mesmo em temperatura ambiente. Porém, néo foi possivel a obtencdo do complexo entre a prata
e o ligante 4 nas mesmas condicOes reacionais.

Os complexos de cobre apresentaram coloracfes azul e verde, caracteristicas do estado
de oxidagdo do Cu?*. Ja os complexos formados com a prata se apresentaram claros,

caracteristicas da Ag*, porém com uma leve coloragdo correspondente a cada um dos ligantes.

5.2  Caracterizagdo

52.1 RMN

Os espectros (Anexos) de RMN de H dos &cidos N-aril-maleadmicos (Ligantes 1, 2, 3 e
4) apresentam dois dubletos (d) entre 6,24 — 6,50 ppm caracteristicos aos hidrogénios olefinicos
na orientacdo Z e um singleto largo na regido de 9,70 - 10,50 ppm, referente ao hidrogénio da
hidroxila presente na funcdo acido. As duplas ligacdes olefinicas dos &cidos N-arilmaleamicos
(Ligantes 1, 2, 3 e 4) sintetizados apresentaram configuracdo Z o que pode ser confirmado pelos
espectros RMN de *H que revelaram constantes de acoplamento dos hidrogénios olefinicos em
12,0 Hz.

Para os ligantes 1, 2 e 3, os hidrogénios, presentes no anel aromatico, se diferenciam
apenas nos deslocamentos devido a presenca dos grupos substituintes na posicao para, com &
em 7,37 - 7,64 ppm para o ligante 1; em 6,92 - 7,51 ppm para o ligante 2; em 7,51 — 7,60 ppm
para o ligante 3. Para o ligante 4 os sinais em 7,30 - 7,46 ppm s&o referentes aos hidrogénios
do grupo fenil. Observa-se que 0s sinais na faixa de ~7 sdo tipicos de compostos aromaticos,
devido a desblindagem provocada pela anisotropia diamagnética do anel. E observado ainda,
para o ligante 2, um singleto em 3,72 ppm referente aos hidrogénios do grupo metoxi, e para o
ligante 4 dois singletos em 2,14 e 3,02 ppm referentes aos hidrogénios da metila, que produzem
uma maior blindagem ao préton.

Todos os sinais nos espectros de H apresentaram integracio condizente com a
quantidade de hidrogénios proposta nas estruturas.

Nos espectros de 3C realizados para os ligantes, os sinais mais importantes para a

caracterizagdo dos acidos maledmicos séo os observados em ~131-135 ppm para 0s carbonos
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olefinicos (C=C) e em 164 e 167 ppm para os atomos de carbonos das carbonilas (C=0)

presentes no grupo amida e acido carboxilico respectivamente.
5.2.2 Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido de IV do ligante 1 (4cido N-fenil-(4-

cloro)maledmico) e de seus complexos com cobre e prata estdo mostrados na Figura 19.

Figura 19 - Espectros de IV do ligante 1 e seus complexos com Cu e Ag.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

No espectro do ligante 1, nota-se a presenca de banda de estiramento da ligacdo N-H de
amida secundaria (v n-+) m 3274 cm®; estiramentos assimétricos da ligagdo C-H (vass =c-+) €M
3077, 3057 e 3012 cm™ e simétricos (vs =c-1) em 2975 e 2876 cm™ de carbonos do anel
aromatico e do alceno; bandas de harménicos ou de combinagdo em 3200 cm™ e entre 2251 e
1733 cm; estiramentos das carbonilas (v c=0) de é&cido carboxilico e de amida (bandas
superpostas) em 1705 e 1699 cm™; estiramento da ligagdo C=C de alceno cis dissubstituido (v
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c=C alceno cis) €M 1627 cm™!; estiramentos das ligagdes C=C de anel aromatico para-substituido
(V c=C aromatico para-substituido) €M 1601 e 1488 cm™*; deformac&o angular no plano da ligagdo N-H
(8 N-H no plano) €Ntre 1552 e 1522 cm!; estiramentos das ligagdes C-N (v c-n) em 1398 e 1320
cm?; estiramentos das ligagdes C-O da carboxila (v c.0) entre 1294 e 1198 cm?; estiramento
da ligagdo C-Cl de cloreto de arila (v c-c1) em 1093 cm™*; deformacdo angular fora do plano da
ligacio O-H (8 o-H fora do plano) €M 972 cm; deformacdo angular fora do plano da ligagdo C-H
de anel aromatico para-substituido (8 c-H aromético fora do plano, para-substituido) €M 858 cm’*; deformagcéo
angular fora do plano da ligagdo C-H de alceno cis dissubstituido (& c-H alceno cis fora do plano) €M
699 cm; deformagcéo angular fora do plano da ligagdo N-H (8 N-H fora do plano) €ntre 669 e 609
cml; deformacdo angular fora do plano das ligagdes C=C do anel aromatico e do alceno (8 c=c
alceno ou aromatico fora do plano) €M 512 € 444 cm™. Todos esses dados estdo dispostos na Tabela 1 e

confirmam a estrutura do ligante.

Tabela 1 — Dados de IV do ligante 1.

Modo vibracional NUmero de Onda (cm™)
V N-H 3274
Vass =C-H 3077, 3057, 3012
Vs =C-H 2975, 2876
Bandas de combinacdo ou harménicas 3200, 2251 a 1733
vV c=0 1705, 1699
V C=C alceno cis 1627
V C=C aromético para-substituido 1601 e 1488
O N-H no plano 1552, 1522
VeN 1398 a 1320
vV c-0 1294 a2 1198
Vv c-cl 1093
O 0-H fora do plano 972
O C-H aromatico fora do plano, para-substituido 858
O C-H alceno cis fora do plano 699
O N-H fora do plano 669 a 609
 C=C alceno ou aromtico fora do plano 512 e 444

Por outro lado, os espectros de IV dos complexos de cobre e prata, além de apresentarem
as principais bandas do ligante 1, mostraram evidentes deslocamentos da banda de v C=0 da
carboxila de 1705 cm™ para 1557 - 1541 cm™ no complexo de cobre e para 1567 cm™ no
complexo de prata, indicando a possivel formacdo de ligagdo de coordenagéo por esses grupos

do ligante, uma vez que os complexos sdo formados através da desprotonacdo da carboxila.
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Pode-se ainda perceber a presenca de bandas menos intensas em torno de 1690 a 1640 cm™™,

atribuidas a v C=0 de amida. Para essas bandas ndo houve deslocamentos significativos,

sugerindo que estes grupos interagem pouco com 0s metais e que provavelmente ndo ha

formacéo de ligacdo coordenada por esta regido da molécula do ligante 1.

Os espectros de absorcdo na regido de IV do ligante 2 (acido N-fenil-(4-

metdxi)maledmico) e de seus complexos com cobre e prata estdo mostrados na Figura 20.

Figura 20 — Espectros e IV do ligante 2 e seus complexos de Cu e Ag.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Os dados de infravermelho obtidos para o ligante 2, relacionando os modos vibracionais

e 0s numeros de onda das bandas principais estdo elencados na Tabela 2, de modo que se
confirma a estrutura da substancia.

Tabela 2 — Dados de 1V do ligante 2.

Modo vibracional

NUmero de Onda (cm™)
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V N-H 3260
Vass =C-H 3067, 3017
Vs =C-H 2967, 2933, 2903
Vs C-H alifatico (metoxila) 2838
Bandas de combinacéo ou harmdnicas 2400 a 1760
vV c=0 1699
V C=C alceno cis 1619
V C=C aromético para-substituido 1603 e 1507
o N-H no plano 1558, 1541
V C-N 1458, 1404
V C-O (4cido carboxilico) 1325, 1307 e 1280
Vass C-O (aril-alquil éter) 1245
Vs C-O (aril-alquil éter) 1034
O 0-H fora do plano 975
O C-H aromético fora do plano, para-substituido 857
O C-H alceno cis fora do plano 687
O N-H fora do plano 622 a 594
) C=C alceno ou aromaético fora do plano 520, 451

Novamente foram constatados deslocamentos das bandas de v C=0 de 1700 cm™ para
os valores de 1597 e 1610 cm™, respectivamente, indicando a possivel coordenacéo desses ions
pela carboxila do ligante 2. Similarmente ao comportamento do ligante anteriormente discutido,
nota-se a presenca de bandas em torno de 1690 cm?, atribuidas as carbonilas de amida, as quais
possivelmente ndo formaram ligacdo de coordenacdo com 0s metais, conforme sugerem 0s
resultados de 1V.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (1V) do ligante 3 (acido N-fenil-
(4-bromo)maleamico) e de seus complexos com cobre e prata estdo mostrados na Figura 21.

Os respectivos dados de infravermelho obtidos para o ligante 3, relatando os modos
vibracionais e 0s numeros de onda das principais bandas estdo listados na Tabela 3, em que se
constata a estrutura da substancia.

Para os complexos de cobre e prata, verificou-se deslocamentos das bandas de v C=0
de 1708 cm™ para os valores de 1541 e 1567 cm™, respectivamente, indicando a plausivel
coordenacao desses ions pela carboxila do ligante 3. Semelhante ao comportamento do ligante
1, nota-se a presenca de bandas em torno de 1670 cm™, atribuidas as carbonilas da amida, o que

sugere que provavelmente ndo formaram ligacdo de coordenagcdo com 0s metais.



Figura 21 - Espectros de IV do ligante 3 e seus complexos com Cu e Ag.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Tabela 3 — Dados de IV do ligante 3.

Modo vibracional

Namero de Onda (cm?)

V N-H 3271
Vass =C-H 3123, 3076, 3055, 3005
Vs =C-H 2946, 2868
Vs C-H alifatico (metoxila) 2057 a 1823
Bandas de combinagdo ou harménicas 1708
vV c=0 1629
V C=C alceno cis 1565 e 1488
V C=C aromatico para-substituido 1538, 1505
O N-H no plano 1394 a 1347
V C-N 1320 a 1298
Vc-o 1077
V C-Br 1010a 973
 0-H fora do plano 853
O C-H aromatico fora do plano, para-substituido 681
 C-H alceno cis fora do plano 611 a 556
O N-H fora do plano 504, 478, 434, 420
d C=C alceno ou aromético fora do plano 3271
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Os espectros de absorcdo na regido do 1V do ligante 4 (&4cido N-(4-aminoantipirinil)
maledmico) e de seu complexo com cobre encontram-se na Figura 22.

Figura 22 - Espectros de IV do ligante 4 e seu complexo com Cu.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os dados de infravermelho obtidos para o ligante 4, elencando os modos vibracionais e

0s numeros de onda das bandas principais estdo dispostos na Tabela 4, os quais confirmam a

estrutura da substancia.

Tabela 4 — Dados de IV do ligante 4.

Modo vibracional

NUmero de Onda (cm™)

V N-H
Vass =C-H aromético
Vs =C-H
Bandas de combinacéo ou harmdnicas

VvV Cc=0

V C=C alceno cis

V C=C aromatico

O N-H no plano

3212
3042
2990, 2860
2500 a 1830
1715, 1655
1633, 1622
1588
1566 a 1523
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VCN 1455, 1410, 1377
Vo 1347, 1296,1269, 1220
Vass C-O (aril-alquil-éter) 1245
O CH 1230 a 1100
O 0-H fora do plano 975
O C-H aromético fora do plano, mono-substituido 770e 737
VNN 737-720 (sobreposto por & c-H aromatico)
o C-H alceno cis fora do plano 694
dccc 650 a 550
O N-H fora do plano 607 e 592
O C=C alceno ou aromético fora do plano 520, 455

Para o complexo de cobre, foi observado o deslocamento da banda de v C=0 de 1715
cm?t para 1616 cm, indicando a provavel coordenagio desse ion pela carboxila do ligante 4.
Nota-se ainda a presenca de bandas em torno de 1683 e 1669 cm™, atribuidas a carbonila da
amida, o que sugere que provavelmente ndo forma ligacdo de coordenacdo com o metal nessa

regido.

5.2.3 Analise Termogravimétrica (TG)

A analise termogravimétrica se baseia no monitoramento continuo da varia¢do da massa
de uma amostra enquanto essa € sujeita a um controle de temperatura. A curva TG obtida
expressa a porcentagem de perda de massa em razdo da variacdo de temperatura. Essa analise
foi efetuada para os complexos sintetizados com o objetivo de distinguir etapas de degradacéo,
estabilidade térmica e hidratacdo, possibilitando constatar uma possivel estrutura através de
calculos estequiométricos utilizando a porcentagem dos residuos 6xidos obtidos para apontar a
relacdo de proporcéao entre metal e ligante.

A curva TG para o complexo CuLl esta ilustrada na Figura 23. O complexo mostrou
estabilidade térmica até ~182°C e a partir dessa temperatura até ~900°C ocorre uma perda de
massa de ~83,61%, atribuida & degradacdo do ligante 1. ApOs essa temperatura ocorre a
formacdo do Oxido de cobre (CuO) residual, estavel até o final da curva, que representa
aproximadamente 16,39% da massa inicial. Os célculos estequiométricos em funcgéo da perda
de massa, da massa molecular do ligante 1 (L1) e do CuO formado indicam uma proporcéo 1:2

metal:ligante, o que sugere a formula molecular Cu(L1)2.
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Figura 23 — Curva TG do complexo CuLl.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A curva TG para o complexo CulL2 esta demonstrada na Figura 24. E observada uma
perda de massa de 5,85% em 115°C até 155°C, atribuida a 3 moléculas de dgua de hidratacdo
presentes no complexo. Apds isso, entre 175°C e 920°C verificou-se uma acentuada perda de
massa de ~86,88%, atribuida a degradacdo do ligante 2. ApOs essa temperatura ocorre a
formacdo do Oxido de cobre (CuO) residual, estavel até o final da curva, que representa
aproximadamente 7,27% da massa inicial. Os calculos estequiométricos em funcdo da perda de
massa, da massa molecular do ligante 2 (L2) e do CuO formado indicam uma proporc¢édo 1:4
metal:ligante, o que sugere a formula molecular Cu(L2)4.3H20.

A curva TG para o complexo CuL3 esta4 demonstrada na Figura 25. E observada uma
perda de massa a partir de 95°C até 115°C, que poderia ser atribuida a moléculas de agua de
hidratagdo presentes no complexo. Apos isso, ocorre uma acentuada perda de massa a partir de
188°C, atribuida a degradacdo do complexo. Porém essa perda de massa é continuada até
valores préximos de 0,00% em 1000°C, onde ndo se verifica a estabilizagdo da curva referente
a formacéo do oxido de cobre (CuO) residual. Desta forma nédo foi possivel a realizacdo dos
calculos estequiométricos para sugerir a possivel proporcdo metal:ligante e consequente

férmula molecular.
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Figura 24 — Curva TG do complexo CuL2.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
Figura 25 — Curva TG do complexo CuL3.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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A curva TG para o complexo CuL4 esta demonstrada na Figura 26. E observada uma
perda de massa de 7,28% em 99,95°C até 190°C, atribuida a 2 moléculas de dgua de hidratacdo
presentes no complexo. Apds isso, verificou-se uma acentuada perda de massa de ~74,89% de
260°C a 800°C, atribuida a degradacéo do ligante 4. Apds essa temperatura ocorre um aumento
de massa de aproximadamente 1,35% relacionado a oxidagdo da substdncia, a qual
provavelmente formou residuo. A partir de ~900°C ocorre novamente a perda de massa e
posterior estabilizacdo a 940°C devido a possivel formacéo do dxido de cobre (CuO) residual,
estavel até o final da curva, que representa aproximadamente 17,83% da massa inicial. Os
calculos estequiométricos em funcdo da perda de massa, da massa molecular do ligante 4 (L4)
e do CuO formado indicam uma proporcao 1:1 metal:ligante, o que sugere a férmula molecular
CulL4.2H,0.

Figura 26 — Curva TG do complexo CuL4.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

A curva TG para o complexo AgL1 esta ilustrada na Figura 27. O complexo mostrou
certa estabilidade térmica até ~195°C e a partir dessa temperatura até ~900°C ocorre uma perda
de massa de ~77,63%, atribuida & degradacdo do ligante 1. Apds essa temperatura ocorre a
formacdo do Oxido de prata (Ag20) residual, estavel até o final da curva, que representa

aproximadamente 22,37% da massa inicial. Os célculos estequiométricos em funcéo da perda
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de massa, da massa molecular do ligante 1 (L1) e do Ag.0O formado indicam uma proporgéo

1:2 metal:ligante, o que sugere a formula molecular Ag(L1)-.

Figura 27 — Curva TG do complexo AgL1.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A curva TG para o complexo AgL2 a esté ilustrada na Figura 28. O complexo mostrou
certa estabilidade térmica até ~170°C e a partir dessa temperatura até ~880°C ocorre uma
acentuada perda de massa de ~61,42%, atribuida a degradacédo do ligante 2. A partir de 880°C
ocorre a formacao do oxido de prata (Ag20) residual, estavel até o final da curva, que representa
aproximadamente 38,58% da massa inicial. Os calculos estequiométricos em funcdo da perda
de massa, da massa molecular do ligante 2 (L2) e do Ag.O formado indicam uma proporgéo
1:1 metal:ligante, o que sugere a formula molecular AgL2.

Para o complexo AgL3, a curva TG a esté ilustrada na Figura 29. O complexo mostrou
certa estabilidade térmica até ~192°C e a partir dessa temperatura até ~910°C ocorre uma
acentuada perda de massa de ~88,15%, correspondente & degradacédo do ligante 3. A partir de
910°C ocorre a provavel formagdo do oxido de prata (Ag20) residual, estavel até o final da
curva, que representa aproximadamente 11,85% da massa inicial. Os célculos estequiométricos
em funcdo da perda de massa, da massa molecular do ligante 3 (L3) e do Ag>O formado indicam

uma proporc¢do 1:3 metal:ligante, o que sugere a férmula molecular Ag(L3)s.
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Figura 28 — Curva TG do complexo AgL2.
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Figura 29 — Curva TG do complexo AgL3.
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5.3  Avaliacdo da Atividade Bioldgica Anticancer

O ensaio do MTT € um método colorimétrico que consiste na reducdo do brometo de
tetrazélio (amarelo) em formazan (roxo) pelas células viaveis, conforme o Esquema 3, 0 que
fornece diferencas de absorbancia, possibilitando a determinacdo da concentracdo pela

densidade otica.

Esquema 3 - Redugdo do MTT a Formazan.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Este ensaio foi realizado contra a linhagem de células de adenocarcinoma mamario
murino (4T1). A cisplatina casou uma reducdo de 56,58% (p<0,05) da viabilidade das células
4T1 apds 24 h de tratamento, validando o ensaio realizado e, provocou citotoxicidade na
concentragéo de 50 pg.mL™, sendo utilizada como controle positivo.

A inducdo de morte celular, causada pelos diferentes compostos testados, foi
evidenciada em relacdo ao controle negativo e foi feita a comparacao da eficiéncia em diferentes
concentragdes. A linha de referéncia foi tracada de acordo com a citotoxicidade da cisplatina, a
qual foi utilizada para deduzir quais concentragdes dos diferentes compostos possuem a mesma
eficiéncia citotoxica ou efeito mais pronunciado do que a droga de referéncia, tomando como
base as barras do histograma localizadas abaixo da linha de referéncia. De acordo com o teste
estatistico ANOVA/Tukey realizado, as diferentes letras, representadas acima das barras do
histograma, indicam diferencas estatisticamente significativas. Os resultados da avaliacdo da

atividade anticancer pelo ensaio do MTT estdo demonstrados na Figura 30.
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Figura 30 — Histograma da atividade biol6gica anticancer pelo ensaio do MTT.
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Quando as células foram tratadas com o composto-teste CuL.1 a viabilidade celular foi
reduzida a partir da concentragdo de 25 pg.mL. Ja para os compostos CuL2, CuL3 e CulL4
todas as concentragdes foram citotoxicas.

Uma andlise mais minuciosa, e em comparagdo com a cisplatina, pode-se inferir que
resultados iguais ou melhores que os observados para o quimioterapico de referéncia (controle
positivo; barras do histograma menores que a barra da cisplatina, ou seja, abaixo da linha de
referéncia da atividade citotoxica) foram obtidos nas concentragdes de 100-500 pg.mL™? para
CuL1l e CuL2 e 50-500 pg.mL™ para CuL3 e CuL4.

Em relagdo aos compostos AgL(1-4) foram observadas reducdes significativas da
viabilidade celular para todos os compostos testados a partir de 12,5 pg.mL* para AgL1 e 50
ug.mL* para AgL2 e AgL3. Ao comparar 0s compostos testados e a cisplatina, pode-se afirmar

que resultados iguais ou melhores que os observados para o quimioterapico de referéncia foram
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obtidos nas concentracdes de 50-500 pg.mL? para AgL1 e AgL2 e 100-500 pg.mL™ para o
AgL3.

Na comparacdo entre os ligantes, foi observado que, para o ligante 1, o complexo
formado com a prata obteve melhores resultados, sendo que a partir da concentracdo de 12,5
ug.mL* houve reducéo significativa da viabilidade celular e a partir de 50 pug.mL™ foi mais
ativo do que a cisplatina, enquanto que no complexo de cobre esses resultados se deram na
concentragéo de 25 pg.mL™ e 250 pg.mL™* respectivamente.

Para o ligante 2, o complexo formado com cobre reduziu a viabilidade celular a partir
da concentragdo de 6,25 pg.mL?, enquanto que no complexo de prata essa reducdo da
viabilidade ocorreu a partir de 50 ug.mL. Por outro lado, para este mesmo ligante, resultados
melhores do que o farmaco de referéncia foram obtidos para o complexo de prata a partir da
concentracéo de 50 pg.mL™ ao passo que para o complexo de cobre esse resultado se obteve a
partir de 100 pg.mL™,

Para o ligante 3, o complexo formado com o cobre demonstrou melhores resultados,
sendo que uma reducdo significativa da viabilidade celular a partir de 6,25 ug.mL™, a medida
que para o complexo de prata essa reducdo iniciou na concentracdo de 50 pg.mL™. E ainda, a
partir da concentracéo de 50 ug.mL* foi verificada uma melhor atividade do complexo de cobre
em relacdo a cisplatina, sendo que para o complexo de prata esse resultado foi observado a
partir de 100 pg.mL™.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel a sintese dos ligantes e dos complexos a partir de condi¢es reacionais
relativamente brandas e com bons rendimentos.

Os dados obtidos pelos espectros na regido do infravermelho dos complexos, em
comparagao com os ligantes, indicam a possivel formacao de ligacao de coordenacdo dos metais
pelos grupos C=0 da carboxila do ligante.

Os dados obtidos através da analise termogravimétrica sugerem as seguintes férmulas
moleculares para os complexos sintetizados: Cu(L1)2, Cu(L2)4.3H20, CuL4, Ag(L1)2, AgL2,
Ag(L3)s. Néo foi possivel prever a formula molecular do complexo de cobre formado com o
ligante 3 através da analise da curva TG.

Todos os complexos de cobre e prata sintetizados, testados nas concentracdes de 6,25 a
500 pg.mL:, apresentaram atividade citotoxica através do ensaio do MTT e podem, inclusive,
ser mais eficientes do que a cisplatina em causar morte celular na linhagem de células de

adenocarcinoma mamario murino (4T1).
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Utilizacdo de outras técnicas, tais como analise elementar e absor¢cdo na regidao do
ultravioleta para a confirmacéo estrutural dos complexos;

- Avaliacdo bioldgica dos ligantes a fim de analisar o efeito da complexacéo na poténcia
citotoxica das substancias;

- Avaliacdo biologica dos complexos em células normais, a fim de investigar a

seletividade citotoxica dos complexos.
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ANEXOS

A) Espectro de RMN de 'H do ligante (1) em DMSO-ds a 300 MHz.
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B) Espectro de RMN de 13C do ligante (1) em DMSO-ds a 75 MHz.
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C) Espectro de RMN de 'H do ligante (2) em DMSO-ds a 300 MHz.
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D) Espectro de RMN de 13C do ligante (2) em DMSO-ds a 75 MHz.
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E) Espectro de RMN de H do ligante (3) em DMSO-ds a 300 MHz.

'
T
i
t

DMSO-dg
6-9
OH il 2-3
[
I AN |

63



64

de @ 75 MHz.
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G) Espectro de RMN de *H do ligante (4) em DMSO-ds a 300 MHz.
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H) Espectro de RMN de 13C do ligante (4) em DMSO-ds a 75 MHz.
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