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RESUMO

Este trabalho descreve a sintese, analise estrutural e espectroscépica de complexos inédi-
tos de cobre(ll) com ligantes polidentados derivados das vitamina Bs e K3, tendo como
foco principal o desenvolvimento de compostos com atividade antitumoral. Através da
obtencéo de produtos cristalinos adequados para 0 método de difracdo de raios X de mo-
nocristal foram analisados, os angulos e comprimentos de ligagéo, poliedros de coorde-
nacdo, parametros de cela unitéria, sistemas cristalinos e grupos espaciais. Foram eluci-
dados as estruturas de sete compostos, sendo eles, os complexos cloro-(piridoxal-alilodi-
tiocarbazato)-cobre(I1) monohidratado - [Cu(HL)C1]-H20 (1), bromo(piridoxal-alilodi-
tiocarbazato)cobre(11) monohidratado - [Cu(HLY)Br]-H20 (2), cloro(piridoxal-feniltiose-
micarbazona)cobre(ll) - [Cu(HL?)CI]-dmf (3), bromo(piridoxal-feniltiosemicarba-
zona)cobre(I1) monohidratado — [Cu(HL?2)Br)]-H.0-DMF (4), brometo de bromo(pirido-
xal-tiossemicarbazona)cobre(I1) monohidratado [Cu(H2L%)Br]Br-H20 (5), além dos com-
postos menadiona-semicarbazona Kstz e menadiona-isoniazida Ksiz. Nos complexos de
cobre(ll) os ligantes encontram-se tridentados, coordenando-se através dos atomos doa-
dores oxigénio, nitrogénio e enxofre (ONS). Contudo, de acordo com as medidas dos
angulos de ligacdo, observa-se que os complexos de cobre(ll) estdo tetracoordenados e
apresentam geometria quadrado planar distorcida. A citotoxicidade dos complexos meta-
licos para dois tipos de células cancerigenas (células Ehrlich e S-180) foram avaliadas
por um ensaio colorimétrico com MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dife-
niltetrazolio). O complexo (5) foi selecionado para estudar os mecanismos celulares e
moleculares subjacentes a sua promissora citotoxicidade em células tumorais S-180 e
Ehrlich, com 1Cso 33,30 (£0,06) e 16,89 (£1,02) respectivamente. Sendo assim, foram
realizados os ensaios de para observar a via de morte celular por coloragéo dupla Hoechst
33342/ Pl, e a analise de expressdo génica com RT-gPCR em ambas as células Ehrlich e
S-180 expostas a 10 uM por 3 h, onde os resultados indicam que a morte celular ocorre
por uma via programada, a apoptose, que causa danos menores ao organismo. A avaliagdo
da atividade antitumoral dos compostos K3sz e K3iz também foi avaliada por teste de
MTT em linhagens e células tumorais MCF-7 e em células mononucleares do sangue
PBMC, sendo est4 indicada como célula normal para avaliacdo da seletividade dos com-
postos avaliados.

Palavras chave: Vitamina Bs, Vitamina Kz, Bases de Schiff, Cobre(ll), Raios X.
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ABSTRACT

The present study reports the synthesis and structural and spectroscopic analysis of a new
copper (1) complexes with polydentate binders derived from Be and K3 vitamin deriva-
tives. The focus is the development of compounds with antitumor activity and to obtain
crystalline products suitable for the monocrystal for DRX assay and thus evaluating the
coordination modes presented by the metallic atom by obtaining suitable crystalline prod-
ucts for the X-ray diffraction method, the angles and bond lengths, coordinate polyhedra,
unit cell parameters, crystalline systems and spatial groups were analyzed. The structure
of seven compounds were studied. The Cu(ll) complexes are, monohydrate pyridoxal S-
allyldithiocarbazate copper (11) chloride [Cu(HL?)CI]-H20 and monohydrate pyridoxal S-
allyldithiocarbazate copper (I1) bromide [Cu(HLY)Br]-H20, pyridoxal N*-phenyl-3-thio-
semicarbazone copper (I1) chloride [Cu(HL?)CI]-dmf, monohydrate pyridoxal N*-phenyl-
3-thiosemicarbazone copper  (II) bromide [Cu(HL?)Br]-H.0-dmf  and
[Cu(H2L®)Br]Br-Hz0, in addition to the menadione-semicarbazones K3tz and menadi-
one-isoniazid compounds K3iz were also characterized by spectroscopic and physical—
chemical analyses. The single-crystal X-ray study reveals that in all cases, the Schiff base
coordinated tridentately through the ONS-donor atoms, resulting in distorted square pla-
nar coordination geometries with the copper atoms. The cytotoxicity of the complexes
toward two kinds of cancerous cells (Ehrlich and S-180 cells) was evaluated by an MTT
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay. The complex
[Cu(H2L3)Br]Br-H20 was selected to study both the cellular and molecular mechanisms
underlying its promising cytotoxicity in tumor cell S-180 and Ehrlich 1Cs 33.30 (£0.06)
and 16.89 (+1.02) respectively. The Hoechst 33342/PI dual-staining assay showed the
typical apoptotic morphology of cancer cells, and the RT-qPCR analysis revealed that the
gene expressions were markedly increased in both the Ehrlich and S-180 cells exposed to
10 uM for 3 h. According to our results, this complex induces cell death through apoptosis
that causes less damage to the body showing potential as a future drug against cancer.
The cytotoxic activity of the compounds K3sz and K3iz were also evaluated by MTT test,
in tumor cell MCF-7 and blood mononuclear cells PBMC, which is indicated as a normal
cell to evaluate the selectivity of compounds.

Keywords: Vitamin B6, Vitamin K3, Schiff Bases, Copper (1), X-ray.
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A Quimica Medicinal, segundo definicdo da International Union of Pure and Ap-
plied Chemistry (IUPAC)?!, é uma area da quimica que engloba aspectos das ciéncias bi-
oldgica, médica e farmacéutica, visando o planejamento, a invencdo, a descoberta, a iden-
tificacdo e a preparacdo de compostos biologicamente ativos, bem como, o estudo do
metabolismo, a interpretacdo do mecanismo de acédo a nivel molecular e a construcéo de
relacOes entre a estrutura quimica e a atividade farmacol6gica desses compostos.

A Quimica Bioinorganica Medicinal é uma &rea interdisciplinar e em constante
avanco. E uma ciéncia caracterizada por estudos dos ions metalicos e seus complexos em
sistemas biologicos. Como consequéncia, vém sendo modulado diversos ligantes para a
formacdo de complexos metélicos utilizados no tratamento de diversas enfermidades.
Tem-se observado que a atividade bioldgica dos complexos esta relacionada aos metais
utilizados, a atividade de seus ligantes e a sua geometria conformacional.??

O desenvolvimento da quimica de coordenacdo apresenta importancia significa-
tiva devido a suas estruturas e possiveis aplicagdes, com potencial na farmacologia, bio-
quimica, inddstria quimica, entre outras. O uso de compostos inorganicos como agentes
terapéuticos é relatado desde a antiguidade, porém o destaque da area de bioinorganica
ocorre desde o século XX, a partir da descoberta de novos compostos de arsénio pelo
quimico Paul Ehrlich e que se tornaram base no tratamento de sifilis.* Um marco na his-
toria da Quimica Bioinorganica foi a aplicagdo no tratamento do cancer do complexo cis-
diaminodicloroplatina(Il), de nome comercial “cisplatina” a partir de 1978, sendo que
atualmente outros complexos de platina, como a Carboplatina, sdo utilizados como anti-
metastatico. Desde entdo, variados complexos metalicos com propriedades biologicas fo-
ram desenvolvidos e sdo utilizados na terapia e diagndstico de diferentes doencas, tais
como, complexos de ouro utilizados no tratamento de artrite reumatoide, complexos de
prata utilizados como agentes antibacterianos, além de compostos com gadolinio que
atuam como agentes de contraste no imageamento por ressonancia magnética nuclear.>”’

O cobre é um elemento traco essencial que € amplamente distribuido em tecidos
animais e vegetais. Ele também atua como um cofator para um nimero de metaloenzimas,
como catalase, peroxidase, citocromo oxidase e galactose oxidase para otimizar a fungéo
enzimatica. A importancia substancial do cobre nos sistemas bioldgicos aumentou o in-
teresse na quimica de coordenacao do cobre coordenado a ligantes doadores de elétrons

como sistemas biomimeéticos. Dessa forma, os complexos de cobre tém sido estudados
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extensivamente como analogos de biomoléculas, como por exemplo, metaloenzimas que
mediam a ativacdo de oxigénio no organismo, transferéncia de elétrons e processos de
transporte de elétrons.3°

As bases de Schiff sdo um grupo interessante de compostos organicos, que for-
mam uma grande classe de compostos que se caracterizam pela presenca de um grupo
iminico (R2C=NR’) e sdo versateis devido a sua estabilidade, propriedades quelantes e
aplicacOes bioldgicas.!® Atualmente, as bases de Schiff derivadas de vitaminas sdo estu-
dadas como agentes quimioterapicos em diversos tipos doencas. Além disso, os comple-
xos metalicos com ligantes de base de Schiff derivados de vitaminas aumentam a absor-

¢3o em células e a seletividade do complexo metalico.!!

1.1. Céncer: Um breve panorama

Atualmente o cancer é uma das doengas mais temidas na sociedade moderna, de-
vido aos altos indices de mortalidade, efeitos colaterais aos tratamentos e danos irrepara-
veis ao organismo. A origem da palavra cancer € latina cancer onde o significando é
“caranguejo” uma referéncia ao modo de crescimento, que pode ser comparado as pernas
do crustaceo, que as introduz na areia para se fixar como modo de defesa, sendo que esta
relacdo poderia ser comparada ao enraizamento das plantas.*?

A neoplasia é uma referéncia a definicdo cientifica de cancer sendo uma doenca
caracterizada pelo desenvolvimento de células anormais. Em varios sistemas de células
no corpo, existem quase 200 tipos, os quais se diferenciam pela sua localizacdo no orga-
nismo e sua potencialidade em espalhar-se por outros tecidos e 6rgaos.

O Instituto Nacional do Céncer, faz 0 monitoramento da incidéncia, da morbidade
hospitalar e da mortalidade causados por diversos tipos de cancer, e no ano de 2018, fo-
ram obtidos registros que indicam que no Brasil o tipo de cancer primario com maior
incidéncia em homens é o cancer de prostata, com 68.220 novos casos registrados e o
cancer de mama ocorre com maior incidéncia em mulheres com 59.700 casos novos re-
gistrados. Estima-se, para o Brasil, que de 2018 a 2019, havera a ocorréncia de 600 mil
casos novos de cancer, para cada ano, sendo que essas estimativas refletem o perfil de um
pais que possui 0s canceres de préstata, pulmao, mama feminina, colon e reto entre os

mais incidentes.'?
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1.2. Tiossemicarbazonas e Ditiocarbazatos
As tiossemicarbazonas (tsc) e os ditiocarbazatos (dtc) vém sendo investigados por
muitas décadas. Estes compostos sdo bases de Schiff derivadas de iminas e formadas
através de reacOes de condensacgdo entre um aldeido ou cetona com uma tiossemicarba-
zida ou derivados de ditiocarbazatos, conforme representados na Figura 1, sendo os gru-
pos R%, R?, R3 R*=H, arilas, alilas ou alquilas.

R rR* R

RleN/NHn/ﬁ\RS =2 \N,NHH/S\RS
S S
a) b)
Figura 1. Representacdo da estrutura geral das tiossemicarbazonas em (a) e ditiocarbazatos em (b).

Estes compostos apresentam alta deslocalizagdo eletrénica, principalmente
quando grupos aromaticos encontram-se ligados ao carbono azometinico.'®'* Do ponto
de vista bioldgico, as tsc e os dtc pertencem a uma classe de substancias bastante conhe-
cidas por suas importantes aplica¢fes na pesquisa de novos farmacos, devido ao seu am-
plo espectro de acéo, tais como, aplica¢cdes como agentes antitumorais, antimicrobianos,
antivirais, antimalaricos, antituberculose e antiparasitarios.'>*°

Esta classe de compostos sdo objeto de extensas investigacdes, visto que repre-
sentam duas classes de agentes quelantes importantes e que possibilitam a formacéo de
variados complexos metalicos devido a presenca de 4&tomos doadores de elétrons, como
nitrogénio e enxofre. Dentre os modos de coordenacgdo possiveis destes agentes quelantes,
ocorre principalmente a formacdo de estruturas mono, bi ou tridentadas, coordenadas
através de atomos de nitrogénio e enxofre, ou atomos adicionais dos grupos aldeido ou
cetona precursores na sintese. %%

Pode-se destacar que, em alguns casos, a eficiéncia destas bases de Schiff como
agentes terapéuticos podem ser otimizadas pela formacéo de complexos metélicos e mo-
dificacBes em suas cetonas e aldeidos precursores. Estudos recentes indicam que quando
complexados a metais de transi¢cdo, como Cu(1)/(11), Ni(Il), Au(l)/(111), dentre outros, es-
tes compostos podem ser mais ativos do que o ligante em sua forma livre, uma vez que o
complexo pode intensificar a atuacéo do ligante e o metal pode estar envolvido no meca-
nismo da ac&o bioldgica ou pode atuar como um transportador do ligante.?2-2*

A atividade antitumoral tém sido a mais estudada para a classe das tsc, sendo atri-

buida a capacidade inibidora da enzima ribonucleosideo difosfato redutase, a qual esta
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envolvida na biossintese do DNA das células. Por exemplo, a a(N)-heterociclicas Tria-
pina, que esta atualmente em grande avango em ensaios clinicos como um agente antitu-
moral e demonstra atividade promissora, principalmente em doengas hematoldgicas ma-
lignas.?> Conforme reportado na literatura, quando as tiossemicarbazonas estio coorde-
nadas a metais de transicdo possuem maior seletividade para células tumorais em estudos
comparando os complexos e seus ligantes livres, onde ha um aumento da citotoxidade em
células tumorais quando a tsc esta coordenada a alguns metais, e podem diminuir os efei-
tos colaterais devido ao tipo de morte celular causada pelos complexos metalicos com
esta classe de ligantes.?6-28

As tsc possuem sitios de coordenagdo em seus grupos substituintes R? ou R?, onde
é observado que predominam a classe de ligantes doadores NNS ou NOS, por conta de
sua ajustavel taxa de doacao de elétrons, diversidade estrutural e propriedades quimicas,
bioldgicas e medicinais. A estabilidade dos complexos metalicos formados com tsc de-
pendem do ion metélico, do &tomo doador do grupo funcional adicional, da posicéao e do
tipo de substituintes na cadeia das tsc. A interagdo de tsc com varios metais, tais como, o
cobre(l), prata(l), ouro(l), mercurio(ll), paladio(ll), platina(ll), ruténio(ll) e niquel(ll)
produziram complexos mono-, di- e tridentados, além de complexos polinucleares.?22°-3!

Estudos realizados por Shao e colaboradores® apresentam a sintese, caracteriza-
cdo e atividade bioldgica de estruturas com tsc derivadas do (Z)-2-(amino(piridin-2-
il)metileno)-N-metilhidrazinocarbotioamida (HAmM4M) coordenadas aos metais Cu(ll) e

Zn(I1), representadas na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura cristalina dos complexos: a) [Cu(Am4M)(OAc)] e b) [Zn(HAMAM)CI,].

Através da elucidacdo das estruturas cristalinas e moleculares por difracdo de raios
X dos complexos [Cu(Am4M)(OAc)] e [Zn(HAmM4AM)CI;], observa-se que eles
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cristalizam nos sistemas cristalinos, monoclinico e triclinico, nos grupos espaciais P21/c
e P1, respectivamente.

Na unidade assimeétrica de [Cu(Am4M)(OACc)], o &tomo de cobre encontra-se na
forma tetracoordenada ligado aos 4&tomos NNS da tsc e a um ion acetato, constituindo
assim uma geometria quadrada planar.

No complexo [Zn(HAmM4M)CI>] é observado que sua cela unitaria é constituida
por dois a&tomos de zinco independentes, ambos pentacoordenados ao ligante HAmM4M e
dois ions cloretos. Em cada centro de zinco pode-se confirmar através dos parametros de
Addison® uma geometria piramide quadrada distorcida. O ligante HAm4M encontra-se
coordenado de forma tridentada atraves de seus atomos de nitrogénio N-piridinico e N-
azometinico, e ao atomo de enxofre.

Os complexos apresentam grupos labeis, como acetato e cloretos, 0 que aumentam
a possibilidade de interacdo com biomoléculas. Foi analisada a atividade antitumoral des-
ses compostos por métodos colorimétricos e analise morfolégica, em célula tumorais de
diversas linhagens, como HelLa — célula tumoral humana (cancer cervical), HepG-2 —
célula tumoral humana (cancer no figado) e SGC-7901 — célula tumoral humana (cancer
gastrico), onde verificou-se que principalmente o composto de cobre apresenta citotoxi-
dade elevada em baixas dosagens e alta seletividade em relacdo a células humanas nor-
mais. Neste estudo também € apresentado a interacdo dos compostos de tsc com 0 DNA,
onde observa-se a efetividade cinética destes compostos no meio intracelular, indicando
assim uma alta eficiéncia como agente antitumoral e baixa toxicidade.

Em diversos estudos é observado que varios complexos metalicos com ligantes
derivados de dtc, contendo nitrogénio, enxofre e/ou oxigénio como atomos doadores de
elétrons, apresentam uma grande variedade de propriedades farmacoldgicas. Por isso,
seus estudos tém recebido atencdo para diversos tipos de tratamentos quimioterapicos.

Recentemente, foram relatados estudos de interacdo com o DNA de células e en-
saios de citotoxidade para complexos de Cu(ll), Ni(I1), Zn(1l) e Cd(I1) derivados de diti-
ocarbazatos S-substituido, mas curiosamente apenas os complexos de Cu(ll) apresenta-
ram atividades biologicas promissoras. Esta afinidade com o DNA dos complexos de
Cu(Il) foi confirmada devido a capacidade desses complexos bloquear a ligacdo enzima-
tica entre as bases nitrogenadas de DNA ou RNA das células tumorais.?*34

Em estudos realizados por Mokhtaruddin e colaboradores®, foi realizado a sintese
e caracterizacdo de complexos onde o composto S-2-metilbenzilditiocarbazato conden-

sado ao 2-acetil-4-metilpiridina (S-2aph) foi complexado a um sacarinato (sac) de Cu(ll).
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Na figura 3a podemos observar a unidade assimétrica do um complexo de Cu(ll) centros-
simétrico dinuclear, Figura 3b, onde cada centro metalico é complexado atraves dos do-
adores de S-tiolato, N-azometinico e N-piridil do anion S2AP", e completando a esfera de
coordenacao uma ligacdo com o N-sac e um atomo de O-carbonil do um anion sac™ rela-

cionando-se por simetria.
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Figura 3. Representacdo da estrutura cristalina do complexo [Cu(sac)(S2AP)] em (a) e representacdo do
complexo [Cu(sac)(S2AP)]. em (b).

Este complexo cristalizou no sistema cristalino triclinico e grupo espacial P1. O
centro metalico de Cu(ll) se apresenta pentacoordenado com geometria piramide qua-
drada distorcida. No ligante S2ap é observado duas regides planares articuladas entre o
atomo de enxofre do dtc, onde o anel encontra-se quase perpendicular ao plano basal. A
planaridade da ligagdo entre o metal e o dtc consiste na deslocalizagdo da densidade de
elétrons & sobre o esqueleto do ligante.

A atividade citotdxica destes compostos foi realizada frente a linhagem de células
tumorais MDA-MB-231 — célula tumoral humana (adenocarcinoma maméario) e MCF-7
— célula tumoral humana (adenocarcinoma mamario), comparando-se a efetividade dos
ligantes na forma livre e do complexo sintetizado. Estas células sdo comumente utilizadas
para investigar o cancer de mama em estagio avangado com opc¢es limitadas de trata-
mento, pois apresentam em seus perfis de genoma um agrupamento com o subtipo basal
deste tipo de cancer. Verificou-se que o dic na forma livre é inativo frente as linhagens
de células analisada, porém os seu complexo de Cu(ll) mostrou-se eficiente, com os va-

lores de 1Cso inferiores ao controle positivo apresentado na figura 4, o “Tamoxifeno”,
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farmaco atualmente utilizado no tratamento do cancer de mama que infelizmente possui

uma forte resposta hepatocarcinogénica em longos tratamentos®.

RN
|

Z

Figura 4. Representacéo estrutural do Tamoxifeno.

Pode-se indicar que a efetividade antitumoral deste complexo ocorre devido a va-
rios fatores, como a planaridade do complexo e devido aos ions metélicos estarem coor-
denados a ligantes quelantes que formam complexos mais lipofilicos, permitindo assim
um acesso mais facil as células tumorais ao auxiliar na permeabilidade através da mem-
brana celular e posteriormente atingir os alvos biologicos sem sofrer alteracdes estruturais

profundas que resultem na sua inatividade.

1.2.Vitaminas Bs e K3 e seus derivados
A vitamina Bs € um termo genérico para um grupo de seis vitaminas hidrossolu-
veis, do complexo B, que ocorrem naturalmente como a piridoxina, a piridoxal e a piri-

doxamina, além de seus derivados fosforilados, conforme estruturas representadas na Fi-

gura5.
OH NH, o
OH OH OH =
OH OH OH
X N AN
=
N CH, N/ CH, N/ CH,
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OH i OH
OH HO
0 \P/ [0} \P/\ NH;
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OH OH
=
o i e N/ CHs N/ CH,
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Hemiacetal

Figura 5. Representacdo das estruturas derivadas da vitamina Be.
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Uma das formas biologicamente ativas da vitamina Be € 0 piridoxal-5-fosfato
(PLP), que atua em varias reacdes enzimaticas, tais como, a transaminacao, a descarbo-
xilacdo, a racemizacio, a biossintese do DNA e de compostos antibidticos.3’

A vitamina Be desempenha um importante papel como um fator de protegdo em
varios tipos de cancer no organismo, onde os seus derivados atuam na diminuicdo da
proliferagéo celular tumoral, inibindo o crescimento de alguns tumores. No organismo a
vitamina B6 pode ser transportada para as células, principalmente por difuséo facilitada,
através de transportadores especificos da membrana celular. Dado que as células tumorais
crescem rapidamente, elas tém uma maior procura por vitaminas B6, pois contendo estas
moléculas, podem ser absorvidas pelos transportadores especificos em células tumo-
rais.®3° Com isso, observa-se o interesse em utilizar a vitamina Bs na obtencéo de com-
plexos metalicos, pois seriam mais seletivas para células tumorais devido ao seu compor-
tamento no organismo.*® Além disso, ha evidéncias de que esta vitamina possui valor
terapéutico contra algumas doencas, como a artrite reumatoide, e que a sua deficiéncia no
organismo pode aumentar o risco de doenca de Parkinson.®’

A piridoxina exibe diferentes sitios de coordenacdo com metais de carater duro
ou macio, onde é comumente observado que em sua forma de zwitterion, ou seja,
um composto quimico eletricamente neutro, mas que possui cargas positiva e negativa
em diferentes &tomos, sendo que a liga¢do ocorre via &tomo de oxigénio do grupo fenolato
e do grupo hidroximetil adjacente desprotonado, porém em alguns complexos é obser-
vado também a coordenagao via &tomo de nitrogénio da piridina.®’

A vitamina Kz, também conhecida usualmente como menadiona, 2-metil-1,4-
naftoquinona, possui a estrutura molecular apresentada na Figura 6 Ela € um membro
sintético lipossoluvel do grupo da Vitamina K que possui atividade anticoagulante no
organismo e seus derivados sdo soluveis em agua e apresentam diversas atividades bio-
l6gicas.*4?

0
CH,

O

Figura 6. Representacdo da estrutura molecular da vitamina K3 (menadiona).
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As menadionas sdo precursoras na obtencdo de diversas bases de Schiff, como as
tiossemicarbazonas e ditiocarbazatos. Estes agentes complexantes e seus complexos me-
talicos apresentam ampla aplicacdo farmacolégica, como por exemplo, sdo utilizados no
tratamento de diversos tipos de cancer, além de outras atividades biologicas como inibi-
dores da influenza e variola, e também podem ser utilizados em pesticidas e fungicidas.*>-
49

Recentemente, vérias pesquisas foram publicadas relatando a sintese e atividade
bioldgica dos complexos de metais de transicdo com tiossemicarbazonas e ditiocarbaza-
tos derivadas do piridoxal.®*° Conforme reportado esses compostos sio de grande inte-
resse devidos suas formas neutra, mono e dianionica em solugdes, predominando seu
modo de coordenagdo com os grupos N-imina, O-fenol e S-tiol.

Em 2014, Manikandan e colaboradores,® apresentaram a sintese, caracterizagao
estrutural e andlise bioldgica de tsc derivados do piridoxal e seus respectivos complexos
de Co(lll). O composto piridoxal-N-fenil-tiosemicarbazona hidroclorido (HsL2Cl), foi
sintetizado através de reacao de condensacao entre o piridoxal e a fenil-tiossemicarbazida.
Foi sintetizado um complexo a partir deste ligante em uma mistura equimolar com o com-
posto [CoClx(PPhs)2]. A estrutura cristalina e molecular do complexo

[Co(HsL2-Cl)(HsL?H20)] encontra-se na representada na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo da estrutura cristalina e molecular do complexo [Co(HsL?-CI)(HzL?-H20)].

O complexo [Co(HsL2.Cl)(HsL2.H,0)] cristalizou no sistema monoclinico e com
grupo espacial P2:/c. Na unidade assimétrica o Co(lll) encontra-se coordenado a duas
moléculas do ligante atuando de forma tridendada, através dos atomos N-imina, S-tiol, e

O-fenil, e apresentando uma geometria octaédrica distorcida. Embora os &tomos doadores
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e os modos de ligacéo das duas moléculas do ligante sejam iguais, eles ndo sdo de natureza
idéntica, pois um ligante est4 coordenado ao metal de forma diani6nica e o outro de forma
monoanionica.

Estes compostos foram submetidos aos estudos das suas potenciais propriedades
bioldgicas, tais como, ligacdo e/ou clivagem do DNA, ligacdo com proteinas, atividade
antioxidante e citotoxicidade. A interagdo do complexo [Co(HsL2Cl)(HsL%H,0)] com o
DNA foi avaliada por espectroscopia de fluorescéncia, sendo observado a possibilidade
de interacdo com o DNA via intercalacdo devido ao hipocromismo com cerca de 20,12%
apresentado nas bandas de emissdo especificas em 428 e 414 nm. Através da analise
quantitativa de monitoramento das bandas de emissao especificas que indicam a interacao
do complexo com o DNA, foi determinado a constante de interacdo de ligagdo intrinseca
pela equacdo de Scatchard. O alto valor de constante determinado para o complexo por
1,76 x 10° mol?, sugeriram que esta ligagdo pode ocorrer fortemente devido a substituicio
do grupo fenil da tsc, sendo que a interagdo deste grupo com o DNA é favorecida pela
presenca do grupo aromatico®2. As propriedades de interacdo do complexo com proteinas
foram também examinadas por espectroscopia de fluorescéncia, e analisada por constante
de ligacdo monitorando o decréscimo das bandas de emisséo especificas, sendo que o
valor de constante encontrado em 1,27 x 10° mol™ sugere que a afinidade de ligacio au-
menta na substitui¢do do grupo fenil ligado ao nitrogénio terminal das tsc, promovendo a
interacdo com 0 DNA®,

O comportamento do complexo de Co(lll) frente a linhagem de células tumorais
MCF-7 (adenocarcinoma mamario) e HelLa (cancer cervical) foi comparado com a tsc na
forma livre. Os valores de 1Csoindicam que a tsc livre € inativa frente as células estudadas,
porém o complexo [Co(HsL2Cl)(HsL?-H,0)] apresenta alta citotoxidade e uma inibig&o
celular maior do que o controle cisplatina. Este comportamento pode ser indicativo da
forte interacdo do grupo fenil da tsc, presente no complexo, com o DNA das células e
proteinas.

Mesmo com poucos compostos relatados na literatura, em 2006, Maurya e cola-
boradores,! apresentaram um trabalho com compostos de coordenacéo e ligantes dtc de-
rivados do piridoxal, complexados a dioxovanadio(1V). Estes compostos foram sintetiza-
dos em metanol a partir dos ligantes piridoxal-S-benzilditiocarbazato (plbdtc) ou pirido-
xal-S-metilditiocarbazato (pIMedtc), em propor¢des equimolares com [VO(acac)2].

Como resultados foram obtidos dois complexos, sendo um mononuclear [VO2(plbdtc-H)]
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e outro binuclear [(pIMedtc-2H)(VO)(u-O)(VO)(pIMedtc-2H)]-2CH30H, apresentados

na Figura 8.

Figura 8. Representacdo estrutural dos compostos (a) [(pIMedtc-2H)(VO)(u-O)(VO)(pIMedtc-
2H)]-2CH30H e (b) [VO(plbdtc-H)].

O complexo mononuclear cristalizou em um sistema cristalino triclinico e grupo
espacial P1 e o complexo dinuclear em um sistema monoclinico e grupo espacial P2:/c.
A formacédo do complexo dinuclear esta relacionada pela perda do préton localizado no
atomo de nitrogénio da piridina no ligante pIMedct, enquanto este efeito ndo é observado
no complexo mononuclear. Para os dois complexos, o ion metalico esta pentacoordenado
com uma geometria piramide de base quadrada distorcida, com os atomos N-imina, O-
fenolato e S-tiolato do ligante e um &tomo de oxigénio do grupo dioxo formando a base
da piramide.

Foi realizado o ensaio antiamebiano in vitro dos ligantes e seus respectivos com-
plexos de oxovanadio(1V), frente a linhagem HM1:IMSS de Entamoeba histolytica, que é
uma espécie de protozoario causador de disenterias graves com sangue e muco, podendo
progredir para abscesso amebiano do figado, a amebiase. Observou-se que para os ligan-
tes plbdtc, pIMedtc e para o complexo binuclear, ndo houve resultado efetivo para inibi-
cao deste tipo de ameba. Porém, para o complexo [VOz(plbdtc-H)] foi observado inibicéo
efetiva com uma concentracdo menor do que o controle metronidazol (CeHgN303), medi-
cacdo comumente utilizada na amebiase, apresentado na figura 9. Uma possivel explica-
¢ao é que nos complexos, a polaridade dos ligantes e do ion metalico, é reduzida devido
ao equilibrio de carga, o que favorece o transporte dos complexos através da camada

lipidica da membrana celular.
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N

OH
Figura 9. Representacéo estrutural do Metronidazol.

Mesmo com poucas publicacdes sobre o assunto, Casas e colaboradores,> publi-
caram a caracterizacdo estrutural e atividade antitumoral de um novo complexo de ouro(l)
com o ligante tiossemicarbazona derivada da menadiona bisulfito de sodio, [Au-

PEt3(Kstsc)], conforme representado na Figura 10.

Figura 10. Representagdo da estrutura cristalina do composto [AuPEt3(K3tsc)].

O composto cristalizou em sistema cristalino triclinico e grupo espacial P1, onde
o centro metalico Au(l) esta coordenado a um atomo de enxofre do ligante Kstsc™ e ao
atomo de fdsforo da fosfina, apresentando uma geometria linear distorcida.

A atividade bioldgica do ligante tiossemicarbazona derivado da vitamina K3 e do
complexo de Au(l) obtido, foi avaliada frente a linhagem de células tumorais A2780, e
A2780cis, que sao resistentes ao medicamento cisplatina. Foi observado que o ligante
livre é inativo frente as células analisadas, porém o complexo de Au(l) foi efetivo, com
atividade biologica superior ao medicamento cisplatina. Estes resultados indicam que o
centro metalico proporciona a formacdo de um complexo neutro e otimiza o transporte
do ligante bioativo em meio intracelular para que 0 mesmo atinja seu alvo.

1.3. Compostos de Cobre(ll)
A quimica de coordenacdo do cobre (I) € bastante estudada e esta inserida na

formacdo de diversos poliedros coordenativos. Normalmente possui numero de
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coordenacao entre 4 e 6 que resulta na formacdo de compostos com geometria quadrado
planar, tetraédrica, piramide de base quadrada, bipiramidal trigonal ou octaédrica. O in-
teresse em compostos de cobre ocorre devido sua acessibilidade, disponibilidade e baixo
custo. Além disso, complexos de cobre(ll) sdo candidatos promissores para o tratamento
do cancer, onde é observado na literatura variados estudos sobre a sinteses e atividades
citotoxicas de complexos com cobre(ll). Alguns complexos deste metal, s&o eficazes de-
vido a algumas propriedades especificas como, a reducéo do tamanho do tumor, a dimi-
nuicio da metastase e o aumento significativo da sobrevida dos pacientes.®>

Estudos de complexos de cobre(ll) com ligantes piridoxal-tiossemicarbazonas
(pltsc) e piridoxal-semicarbazonas (plsc) estdo sendo desenvolvidos para aplicagdes em
diversas doencas. Ferrari e colaboradores®®" publicaram na década de 90 uma grande
quantidade destes compostos. Um exemplo € a sintese e caracteriza¢do dos compostos de
Cu(Il) com piridoxal tiossemicarbazona onde, onde a reacdo ocorre em 15 minutos em

aquecimento, conforme representado na Figura 11.
NH,

s%

0
OH NH _NH HO N
‘ \ + H2N/ T 2 —
_ S 78\
N~ TCH, OH

Piridoxal tiossemicarbazona
CHs
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NH,

5:< HCI

» 2a [Cu(pltsc)(H20)CI]C1
1a Cu(CH3CO2)2

/N
HO N/
7\ x
’ ) : 2b [Cu(pltsc)(H20)]SO
- ul SC b
CH, 1b CuSOs4 - 5SH20 p 4

Figura 11. Representacéo da sintese para obtencdo do ligante pltsc e formacéo de seus complexos de Cu

().

Observa-se que o atomo de cobre(ll) se encontra pentacoordenado, através dos
atomos O-fendlico, N-imina e enxofre do ligante pltsc, além de duas moléculas de dgua
que completam a poliedro de coordenacdo na forma de uma piramide de base quadrada
distorcida, representado na Figura 12.
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Figura 12. Projecg&o estrutural do composto [Cu(pltsc)(H20)2]SOa.

O complexo [Cu(pltsc)(H20)2]S0s4, cristaliza no sistema triclinico e grupo espa-
cial P1, apresentando duas moléculas em sua unidade assimétrica. Observa-se os com-
primentos de ligacdo Cu-O de: Cu-O(1) 1,888 A, Cu-0(3) 1,994 Ae Cu-0(4) 2,262 A,
que devido a forma de zwitterion do piridoxal ocasiona carga negativa no oxigénio des-
protonado do grupo fendlico proporcionando o encurtamento da ligacao.

O estudo da atividade bioldgica deste composto foi avaliado onde observou-se
que, ndo houve atividade em testes antiviral e antitumoral devido sua conformacéo que
possivelmente formam espécies protonada em solu¢do e por isso diminuem a reatividade
na interacdo dos complexos com as células testadas.

Com o intuito de otimizar a atividade biologica desta classe de compostos, 0
mesmo grupo de pesquisa elaborou uma série de novos compostos de Cu (1) com ligantes
analogos, que foram analisados.® Houve a formacdo de complexos binucleares com a
incorporacgdo dos grupos N1,N1-dimetiltiossemicarbazonas (Meatscl), N1,N2-dimetilti-
ossemicarbazonas (Mextsc2) e N1-etiltiossemicarbazonas (Ettsc) ao piridoxal, como re-

presentados nas Figuras 13 e 14.
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a)

Figura 13. Representacdo da estrutura cristalina dos complexos (a) [Cu(Me2tsc1)Cl]; e (b)
[Cu(Me2tsc2)Cl]>.

Figura 14. Projecéo da estrutura cristalina do complexo [Cu(Ettsc)CI].Cl,.

Nos complexos de Cu (Il) sintetizados € observado que eles apresentam forma
dimérica, onde os ligantes coordenam-se ao metal de maneira tridentada atraves dos gru-
pos O-Fenol, N-imina e S-tiol. Através de medidas espectroscopicas na regido do infra-
vermelho foi possivel observar para estes compostos duas bandas de estiramento C-O
(em 1420 e 1469 cm™) que indicam a formag&o de complexos diméricos. Os espectros de
infravermelho dos ligantes livres comparados aos espectros dos complexos indicaram
deslocamentos de bandas especificas, que podem ser atribuidas aos atomos S, N, O, co-

ordenados ao metal, devido a deslocalizag&o eletronica no ligante coordenado.
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Através das andlises cristalograficas foi possivel observar que o complexo
[Cu(Meztsc1)Cl]2, cristalizou no sistema cristalino triclinico e grupo espacial P1. O centro
metalico apresenta geometria quadrado planar e ha uma fraca interacéo entre o &tomo de
cobre e os atomos de carbono do anel benzénico. As ligacdes hidrogénio no grupo feno-
lico com o ion cloreto completam a formagdo de uma unidade semelhante a um dimero.
No complexo [Cu(Me22tsc2)CI].Cl. observa-se a cristalizacdo também com grupo espa-
cial P1 e geometria piramide quadrada, onde compdem a esfera de coordenagdo o ligante
tridentado NOS e o ion cloreto ocupando o tetraedro distorcido no plano basal. O com-
plexo [Cu(Ettsc)CI].Cl> cristaliza no sistema cristalino monoclinico e grupo espacial
P21/c, com geometria piramide de base quadrada. O ion CI™ atua como ponte entre dois
atomos de cobre na formacéo desse dimero.

Foi avaliada a atividade citotdxica dos compostos em trés linhagens de células
tumorais, U937 (linfoma Histiocitico difuso), CEM (Células Estromais Mesenquimais) e
K562 (leucemia mieloide cronica). Observou-se que houve a inibi¢do do crescimento de
células tumorais em altas dosagens, porém ndo apresentaram citotoxidade significativa
dos compostos [Cu(Meatscl)Cl]. e [Cu(Ettsc)CI].Clo.  Porém o composto
[Cu(Me2tsc2)CI]2Cl> apresentou alta citotoxidade em células tumorais com a mesma do-
sagens dos compostos ndo efetivos. Isto indica que os substituintes no grupo N-imina
diminuem fortemente a atividade bioldgica de complexos de cobre com esta classe de
tiossemicarbazonas. Quanto a atividade citotdxica, o seu efeito na progressao do ciclo
celular confirmou que o composto induz a morte celular programada, ou seja, a apoptose

das células tumorais avaliadas apds um periodo de 72 horas.
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2. Objetivos

O presente trabalho objetiva a sintese, caracterizacdo e estudo bioldgico contra

celulas tumorais de compostos derivados das vitaminas Bs e K3. A caracterizag&o estru-

tural serd através da técnica de difracdo de raios X de monocristal de complexos de co-

bre(I1) com ditiocarbazatos e tiossemicarbazonas. Outras técnicas de analises foram uti-

lizadas com o objetivo de confirmar a estrutura, tais como, espectroscopia na regido do

ultravioleta-visivel (UV-VI1S), infravermelho médio (FT-IR) e ressonancia magnética nu-

clear *H e 3C. A atividade bioldgica destes compostos foi avaliada frente a células tumo-

rais S-180, Ehrlich e MCF-7, considerando as células mononucleares do sangue como

normais, utilizando técnicas de avaliacdo in vitro para observar o potencial antitumoral

dos compostos sintetizados. Sendo assim, tém-se 0s seguintes objetivos especificos:

VI.

VIL.

VIII.

Sintetizar ditiocarbazatos e tiossemicarbazonas, derivados da vitamina Bs, €
seus respectivos complexos de cobre (I1);

Sintetizar semicarbazonas e hidrazonas, derivados da vitamina Kas:
Caracterizar 0s novos compostos sintetizados a partir dos métodos de espec-
troscopia vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia eletronica na
regido do ultravioleta-visivel, condutancia, Ressonancia Magnética Nuclear
'H e 1C, e andlise elementar CHN, avaliando os modos de coordenagio dos
ligantes e na formacéo dos complexos;

Utilizar técnicas de cristalizacdo dos compostos para a realizar analises de di-
fracdo de raios X de monocristal e elucidar as estruturas cristalinas e molecu-
lares, bem como, 0s possiveis arranjos cristalinos formados;

Avaliar estruturalmente os compostos de coordenacdo sintetizados, verifi-
cando os modos de coordenacédo dos ligantes e do centro metéalico;

Analisar os arranjos tridimensionais formados através das interac@es intra e
intermoleculares na formagao de sistemas supramoleculares;

Avaliar a citotoxidade dos complexos de cobre(ll) através da anéalise de viabi-
lidade celular pelo método colorimétrico, com o MTT e compara-la aos ligan-
tes precursores em células S-180 e Ehrlich;

Analisar a morfologia de morte celular do complexo com melhor desempenho
em relacdo a via de morte e expressao génica apos o tratamento;

Avaliar a citotoxidade dos compostos derivados da vitamina K3 em MCF-7 e
PBMC.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAIS E METODOS
3.1.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados na sintese das Bases de Schiff derivadas de vitaminas fo-
ram:
. Piridoxal hidroclorido — (CgHaNOs - HCI)
. Menadiona — (C11HgO2)
. Hidrazina mono-hidratada — (N2H4 - H20)

. Dissulfeto de carbono — (CS»)
. Brometo de alila — (C3HsBr)
. 4-Feniltiossemicarbazida — (C7H9N3S)

. Tiossemicarbazida — (CHsN3z0)
. Semicarbazida hidroclorada— (CHsN3O - HCI)
. Izoniazida — (CeH7N30)
. Hidrdxido de Potassio — (KOH)

Todos esses reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich, assim como os sais de
cobre (I1) utilizados na sintese dos complexos, sendo eles:
. Cloreto de cobre(Il) — CuCl:
. Brometo de cobre(ll) — CuBr:

Os solventes usados na sintese dos ligantes e dos complexos, nas recristalizacdes
e nas andlises de espectroscopia eletrénica foram obtidos da Vetec e encontram-se lista-
dos abaixo:
. Metanol — CH3OH
. Etanol 95% — CH3CH,0OH
. * N,N-dimetilformamida — (CH3).NCOH (DMF)

Os materiais utilizados ndo necessitaram de purificacdo prévia, somente de armaze-

namento e manuseio adequados.

3.2.SINTESE DOS AGENTES COMPLEXANTES
3.2.1. Sintese do ligante Piridoxal aliloditiocarbbazato (H2L?)

A sintese do ligante piridoxal alilditiocarbazato (HzL?) foi sintetizado por meio de
reacao de condensacgédo equimolar do reagente comercial piridoxal hidroclorado (pl) com
o alilditiocarbazato (adtc). Este segundo reagente, por sua vez, foi sintetizado através da
solubilizago de 4,86x102 mL (50,06 mg, 1 mmol) de hidrazina mono-hidratada em 20
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mL de etanol. O pH da solucéo foi alcalinizado por meio da adi¢do de 66,01 mg (1 mmol)
de KOH para a desprotonacio da amina primaria®®. Apds 30 minutos de agitacio em ba-
nho de gelo, foram adicionados 5,77x102 mL (76,14 mg, 1 mmol) de dissulfeto de car-

bono para formacéo do intermediario dtc conforme Figura 15.

S S
HN—NH, + 08, g HzN\H)J\sH B N N HZN\H)J\S/\/CHZ
dte aldte

Figura 15. Representacdo do esquema de sintese do ditiocarbazato aldtc.

A solucdo obtida permaneceu sob estas condi¢des por mais uma hora, quando fo-
ram adicionados 8,85x102 mL (120,98 mg, 1 mmol) de brometo de alila obtendo-se o
produto aldtc. Posteriormente, retirou-se o banho de gelo e a solugéo reacional foi colo-
cada em um sistema de refluxo com agitacéo e aquecimento a 78 °C. Foram adicionadas
ao sistema, de caracteristica incolor, 203,63 mg (1 mmol) do piridoxal hidroclorado pre-
viamente solubilizado em 10 mL de etanol onde houve a formagéo de uma solugdo ama-
rela. As condi¢Ges foram mantidas por 1,5 horas e observou-se a formagéo de grande
quantidade de precipitado amarelo que foi posteriormente filtrado. Esta segunda etapa de

reacao esta representada na Figura 16.

H,C

HO \ /

OH
-H:0 \
e N——NH

aldtc HoL!
CH,
Figura 16. Representacdo do esquema de sintese do ligante H,L™.
3.2.2. Sintese dos ligantes piridoxal feniltiossemicarbazona (H2L?) e piridoxal tios-
semicarbazona (Hz2L3)
Os ligantes piridoxal feniltiossemicarbazona (H2L?) e piridoxal tiossemicarbazona
(H2L?®), foram sintetizados mediante reacdo de condensagéo direta do aldeido com sua

respectiva tiossemicarbazida, representadas na Figura 17.
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N NHR
H

R=Fenil ou H pl R = Fenil (H2L%)
ouH (H2L3)

Figura 17. Representagdo do esquema de sintese dos ligantes HoL? e HL3,

Foram utilizados 203,63 mg (1 mmol) do piridoxal hidroclorido em ambas as sin-
teses, sendo que para formar o ligante HzL?, foram adicionados 167,01 mg (1 mmol) de
feniltiossemicarbazida e para o ligante H.L3, foram utilizados 91,12 mg (1 mmol) de ti-
ossemicarbazida ao meio reacional. As condi¢bes aplicadas foram iguais em ambas as
sinteses, refluxo sob aquecimento de 78 °C e agitacdo magnética por 2 horas, utilizando
alcool etilico como solvente, onde apos o resfriamento da solucao foi observado a forma-

¢ao de um precipitado amarelo que foi separado por filtragéo.

3.2.3. Sintese dos ligantes menadiona semicarbazona (Kssz) e menadiona isoniazida
(Ksiz)
Os ligantes menadiona semicarbazonas (Kssz) e menadiona isoniazida (Ksiz) fo-
ram sintetizados através da reacdo de condensacdo direta do aldeido com sua respectiva

tiossemicarbazida, conforme representado na Figura 18.
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Figura 18. Representacdo do esquema de sintese dos ligantes K3sz e K3iz.

Foram utilizados 203,63 mg da menadiona 172,2 mg (1 mmol) de K3 em ambas
as sinteses, sendo que para formar o Kssz, foram adicionados 111,53 mg (1 mmol) de
semicarbazida hidroclorida e para o ligante Ksiz foram adicionados 137,2 mg (1 mmol)
de isoniazida ao meio reacional. As condicdes aplicadas foram semelhantes em ambas as
sinteses, com sistema de refluxo sob aquecimento a 80°C e agitacdo magnética por 2 ho-
ras, utilizando-se alcool etilico como solvente. Apds trés semanas, foram obtidos cristais
de cor amarela por evaporacao lenta do solvente da solugdo mée, em temperatura ambi-
ente, 25 °C. Para o composto Kssz (229,24 g/mol) = Rendimento: 210,32 mg (91%).
Ponto de Fusdo: 212°C. Analise Elementar % tedrica (% experimental): C, 62,33 (63,12);
H 5,67 (4,89); N, 18,17 (17,40). Para o composto Ksiz (291,10 g/mol) = Rendimento:
268,36 mg (92%). Ponto de Fusédo: 231 °C. Analise Elementar % tedrica (% experimen-
tal): C, 69,61 (69,12); H, 5,15 (4,99); N, 14,33 (13,97).
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3.3.SINTESE DOS COMPLEXOS

3.3.1. Sintese dos complexos cloro(piridoxal-aliloditiocarbazato)cobre(ll1) monohi-
drato, [Cu(HLY)CI1]-H20 (1) e bromo(piridoxal-aliloditiocarbazato) cobre(l1)
monohidrato, [Cu(HLY)Br]-H20 (2).

Dissolveu-se o ligante HzL! 29,7mg (0,1 mmol) em 5 mL de metanol e 13,45mg
(0,2 mmol) de CuCl2 ou 22,34mg (0,1 mmol) de CuBr2, ambos solubilizados em 5mL de
metanol e foram adicionados a um baldo de fundo redondo (25 mL). A mistura permane-
ceu sob refluxo durante 3 horas. Houve a formacao de precipitado escuro verde em meio
uma solucéo verde, que foi resfriada em temperatura ambiente para maior precipitacdo
do produto. O precipitado foi separado por filtracdo. Apds trés semanas foram obtidos
cristais verdes a partir da evaporagéo lenta de solvente da solugédo mae.

3.3.2. Sintese dos complexos cloro(piridoxal-feniltiossemicarbazona)cobre(ll) mo-
nohidrato, [Cu(HL?)Cl]-dmf (3) e bromo(piridoxal-feniltiossemicarbazona)
cobre(11) monohidrato, [Cu(HL?)Br|-H20-dmf (4).

Dissolveu-se o ligante HzL? 31,65mg (0,1 mmol) em 5 mL de metanol em um
baldo e a esta solucdo adicionou-se 13,45 (0,1 mmol) de CuCl; ou 22,34mg (1 mmol) de
CuBry, solubilizado em 5mL de metanol, onde a mistura permaneceu sob refluxo durante
3 horas. Houve a formacéo de precipitado verde escuro em meio uma solugéo verde, que
foi resfriada em temperatura ambiente para maior precipitacdo do produto. Apds o resfri-
amento o precipitado foi filtrado. O produto foi recristalizado em DMF e ap06s 4 semanas
houve a formacéo de cristais verdes.

3.3.3. Sintese do complexo brometo de bromo(piridoxal-tiossemicarbazona)co-
bre(11) monohidratado, [Cu(H2L%)Br]Br-H20 (5).

Dissolveu-se o ligante HoL® 24,05mg (0,1 mmol) em 5 mL de metanol em um
baldo e a esta solu¢do adicionou-se 22,34mg (0,1 mmol) CuBr; solubilizado em 5mL de
metanol, onde a mistura permaneceu sob refluxo durante 3 horas. Houve a formacéo de
precipitado verde escuro em meio uma solucgéo verde, que foi resfriada em temperatura
ambiente para maior precipitacdo do produto. Apos trés semanas foram obtidos cristais

verdes a partir da evaporacao lenta de solvente da solugdo mée.

3.4 Difragéo de Raios X

A determinacéo das estruturas cristalinas e molecular dos compostos sintetizados
foi realizada a partir do método de difragdo de raios X de monocristal, utilizando um
difratdbmetro SMART APEX Il CCD (Charge Coupled Device Detector Bruker) com
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monocromador de grafite e que possui fonte de radiacdo de Mo-Ka (0,71073A) a aproxi-
madamente 296 K. Esse equipamento pertence ao Instituto de Quimica da Universidade
de Brasilia (1Q-UnB).

Os parametros de celas unitarias dos compostos foram determinados a partir da
coleta de trés matrizes, cada uma com doze imagens, as quais foram analisadas e refinadas
para que os dados da cela unitéria de cada anélise fossem obtidos.

A solugdo das estruturas foi realizada por meio dos métodos diretos, utilizando a
opcao de refinamento SHELXS-97, e finalizadas pela op¢do SHELXL-2014 no programa
WinGX. A opcéo de refinamento baseou-se nos quadrados dos fatores estruturais (F?) e
na técnica de matriz completa por minimos quadrados.>®-®

A determinacédo das posi¢des dos atomos ndo hidrogendides foi realizada a partir
de sucessivas diferencas de Fourier, enquanto o refinamento foi realizado com parametros
anisotrépicos. O refinamento dos atomos de hidrogénio foi realizado isotropicamente na
forma de grupos vinculados geometricamente aos respectivos &tomos com os quais fa-
ziam ligagé&o.

As ilustracdes representando as estruturas cristalinas e as celas unitarias dos com-
postos foram feitas utilizando os programas DIAMOND, ORTEP-3 e POV-Ray.52%% Os
esquemas graficos foram feitos no programa ChemDraw?®,

As informagdes da coleta de dados e refinamento das estruturas cristalinas dos
compostos sdo apresentadas nas Tabelas 1, 2 e 3. As tabelas com os valores de compri-

mentos e angulos de ligacdo encontram-se ao longo da discussdo dos resultados.
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Tabela 1. Dados da coleta de intensidades e do refinamento das estruturas cristalinas dos compostos (1) e

Q).

Composto
Férmula molecular
Massa molecular (g-mol?)
Sistema Cristalino
Grupo espacial
Parémetros de cela

a(A)

b (A)

c (A

B ()

V (A%

VA
Densidade (mg/cmd)

Coeficiente linear de absorgdo p (mm™)

Regido de varredura angular 6 (°)
indices de varredura h, k, |

Numero de reflexbes Coletadas
Independentes

Completeness (%)

Método de solucdo da estrutura

Método de refinamento

Programa de refinamento
Critério de observagédo

Numero de parametros
Correcdo de absor¢édo

F(000)
Goodness-of-fit (F?)
indices de discordancia finais

Densidade eletronica residual (e-A)

1
C12H16CICuUN303S;
413,39
Monoclinico

p 21/n

6,759(3)
18,464(8)
13,319(6)
100,353(2)
1634,96(13)

4

1,679

1,768
1,91-27,10
-8<h<8
-17<k<23
-17<1<17
16509

3613/ 0/206
99,9

Métodos Diretos
Full-matrix least-
squares on F?
SHELXL-2014 (Shel-
drick, 2008)
[1> 20(1)]

201

Multi-scan
Tmin= 0,59
Tmax=0,81
844

1,049
R,;=0,0785
WR»2=0,1612
1,321 (0,481 A
de CI1)

2)
C12H16Br2CuNsO3S;
457,85

Monoclinico

P 2:/n

6,790(5)
18,567(13)
13,331(10)
100,842(4)
1650,7(2)

4

1,842

4,010

1,90 - 26,60
-7<h<8
-23<k<20
-16<1<16
15031
3442/0/213
99,7

Métodos Diretos
Full-matrix  least-
squares on F2
SHELXL-2014
(Sheldrick, 2008)
[1 > 26(1)]

208

Multi-scan
Tmin= 0,40
Tmax = 0,68
1056

1,032

R:= 0,0469
wR,=0,1131
0,530 (0,898 A
de O3)
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Tabela 2. Dados da coleta de intensidades e do refinamento das estruturas cristalinas dos compostos (3),

(4) e (5).

Composto 3) (@) (5)
Formula molecular C18H2,CICuNsO3S C18H24BrCuNs04S CoH14Br,CuN40O3S
Massa molecular (g-mol?) 487,45 549,93 481,66
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial C2lc C2lc P 2i/n
Pardmetros de cela

a(A) 25.157(13) 24.889(16) 8,234(7)

b (A) 8.438(6) 10.579(7) 21,183(3)

c(A) 20.063(11) 16.991(11) 9,094(7)

B(°) 93.178(4) 93.648(3) 113,133(3)

V (A3 4252,3(4) 4252,3(4) 1458,9(3)

Z 8 8 4
Densidade (mg/cm?) 1,523 1,636 2,193
Cocficiente linear de absor¢do p 1,280 2,896 7,129
(mm)
Regido de varredura 1,62 - 26,40 1,64 - 26,40 1,92 -27,13
angular 6 (°)
indices de varredura h, k, | -31<h<30 -31<h <25 -10<h <10

-10<k <10 -12<k<13 -27<k<27
-24<1<24 21<1<21 -11<1<8

Numero de reflexes Coletadas 18874 19488 13913

Independentes 4366 42570 3235
Completeness (%) 99,9 99,9 99,9
Meétodo de solugdo da estrutura Métodos Diretos Métodos Diretos Métodos Diretos
Método de refinamento Full-matrix least- Full-matrix least- Full-matrix  least-

Programa de refinamento

squares on F?
SHELXL-2014 (Shel-

squares on F2
SHELXL-2014

squares on F?
SHELXL-2014

drick, 2008) (Sheldrick, 2008) (Sheldrick, 2008)
Critério de observacédo [I>20(D)] [I>206(D)] [I>20(D)]
NUmero de parametros 282 284 191
Corregdo de absorgéo Multi-scan Multi-scan Multi-scan
Tmin= 0,82 Tmin=0,3972 Tmin=0,1685
Tmax=0,93 Tmax=0,7972 Tmax = 0,4530
F(000) 2008 2232 940
Goodness-of-fit (F?) 1,027 1,024 1,052
indices de discordancia finais R1=0,0515 R;=0,0748 R;= 0,0560
wR2=0,1067 wR2=0,2224 wR>=0,1615
Densidade eletronica residual 0,518 (0,961 A 1,424 (0,354 A 0,950 (0,755 A
(e-A%) de C8) de Cul) de Br2)
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Tabela 3. Dados da coleta de intensidades e do refinamento das estruturas cristalinas dos compostos K3sz
e K3siz.

Composto Kssz Kssiz
Férmula molecular C12H1:1NzO2 C17H13N302
Massa molecular (g-mol?) 229,24 291,31
Sistema Cristalino Triclinico Triclinico
Grupo espacial P1 P1
Parémetros de cela
a(A) 10,081(5) 6,861(5)
b (A) 10,615(5) 12,580(8)
c(A) 12,323(6) 18,117(13)
a (°) 106,995(3) 79,369(4)
B(©) 95,480(3) 85,299(4)
7 (°) 113,831(2) 76,837(4)
V (A% 1118,69(9) 1495,24(18)
Z 2 2
Densidade (mg/cm®) 1,361 1,294
Coeficiente linear de absorgdo p (mm™) 0,096 0,088
Regido de varredura angular 6 (°) 1,78 - 26,41 1,14 - 25,68
indices de varredura h, k, | -12<h<12 -8<h<8
-13<k <13 -15<k<15
-15<1<15 -22<1<21
Numero de reflexbes Coletadas 20067 23629
Independentes 4579 5661
Completeness (%) 99,5 99,5
Método de solucdo da estrutura Métodos Diretos Métodos Diretos
Método de refinamento Full-matrix least-  Full-matrix least-
squares on F2 squares on F?
Programa de refinamento SHELXL-2014 SHELXL-2014 (Shel-
(Sheldrick, 2008) drick, 2008)
Critério de observacédo [I>26(1)] [I>26(1)]
Numero de parametros 310 501
Correcdo de absor¢édo Multi-scan Multi-scan
Tmin=0,9401 Tmin=0,9634
Tmax= 0,9883 Tmax = 0,9920
F(000) 480 608
Goodness-of-fit (F?) 1,051 0,898
indices de discordancia finais Ri1=0,0522 R1=0,0515
wR2=0,1240 wR2=0,1267
Densidade eletronica residual (e-A3) 0,251 (0,653 A 0,148 (1,118A
de H5a) de 0O2)
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3.5 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos em um es-
pectrofotdmetro FT-IR Varian Cary 640 na regido de 4000-400 cm com resolucio de 4
cm?, pertencente a Central Analitica da UnB (CAIQ-IQ), utilizando pastilhas de brometo
de potassio (KBr) preparadas na propor¢do aproximada de 1 mg de composto para 100
mg de KBr. As linhas de base dos espectros obtidos foram corrigidas no programa Win-

Bomem Easy de modo a melhorar a visualizagéo dos espectros.

3.6 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel e Condutancia

Os espectros de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel dos ligantes
e dos complexos foram obtidos em um espectrofotbmetro Agilent HP 8453, utilizando
solugBes com concentracdes de aproximadamente 2x10° mol Lt e 1x103 mol L2, pre-
paradas em dois solventes: Metanol e N,N-dimetilformamida.

A condutancia molar dos complexos foram medidas a partir de uma solugdo 1x10°
mol.L! de cada complexo metalico em MeOH em temperatura ambiente (25 °C) usando
um medidor de condutividade por microprocessador lon DDS 12DW e uma célula tipo
dip com um eletrodo de platina. As analises foram realizadas na Central Analitica da UnB

(CAIQ-1Q).

3.7 Ressonancia Magnética Nuclear 'H e 13C

Os espectros de RMN de *H e '3C para os ligantes livres foram obtidos a partir de
solucdes de DMSO-d6 a temperatura ambiente no equipamento Bruker Avance Il HD
600 MHz. Os espectros foram processados com o software TopSpin 3.2. Uma fungéo
exponencial (LB = 0,15 Hz) foi aplicada previamente a transformada de Fourier com
aproximadamente 64 mil pontos, com preenchimento (1x Zero filling). Ajustou-se auto-
maticamente o pardmetro de fase de ordem zero e a linha de base com funcéo polinomial

de quinta ordem. As analises foram realizadas na Central Analitica da UnB (CAIQ-1Q).

3.8 Ponto de Fuséo (p.f.)

A determinacédo do ponto de fusdo dos complexos metalicos e do ligante foi rea-
lizada em um aparelho digital MQAPF-302 da Micro Quimica, pertencente ao laboratdrio
LASIC da UnB.
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3.9 Atividade biologica

Os ensaios foram realizados em Goiania-GO no Laboratdrio de Genética Molecu-
lar e Citogenética, situado no Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB1) da Universidade
Federal de Goias (UFG) para realizacdo dos ensaios de atividade biologica, em parceria
com Profa. Dra. Eliséngela Pereira Silveira Lacerda. Também foram realizados ensaios
em Barra do Garcas-MT, no Laboratério de Imunomodulagdo e Saude Materno-Infantil
no Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da Universidade Federal de Mato Grosso,

em parceria com a Profa. Dra. Adenilda Cristina Hondrio-Franca.

3.9.1 Linhagens celulares e cultura de células

Células de tumorais de murino Sarcoma-180 (S-180) da American Type Culture
Collection (ATCC®# TIB-66) e tumor de carcinoma de mama murinho, Ehrlich (ATCC®#
TIB-66), foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco®, Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco®, Life
Technologies), 100 ug.mL™! de penicilina e 100 ng mL™* de estreptomicina. As culturas
foram incubadas em incubadora umidificada (Thermo Scientific) a 37 °C com 5% de
CO;, de acordo com os métodos descritos por Lima et al.®® As células de controle foram
expostas e tratadas a uma concentragdo final de 0,1% de DMSO (n&o citotdxica).

Células de céancer de adenocarcinoma mamario (MCF-7) foram obtidas da
(ATCC, EUA). As células foram mantidas em culturas de monocamada em frascos de
cultura plastica de 75 cm? em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA), penicilina (20 U/ml) e estreptomicina (20
pg/ml; Sigma) a 37 ° C numa atmosfera himida contendo 5% de CO». As células foram
subcultivadas a cada 5 + 2 dias.

Para as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram coletadas
amostra de 15mL de sangue de 24 homens clinicamente saudaveis, variando de 18 a 35
anos de idade. Os voluntéarios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
antes de entrarem no estudo, que foi aprovado pelo comité de ética local do Campus Ara-
guaia da Universidade Federal de Mato Grosso [Protocolo Numero CAAE:
62417016.6.000.5587]. As amostras de sangue foram coletadas e heparinizadas em ali-
quotas de 25 U/mL e fracionadas por gradiente de densidade Ficoll-Paque, densidade
1,077 g/ L; centrifugacdo 160g; 30 min (Pharmacia, Upsala, Suécia). Este procedimento
resultou na preparagdo de fagécitos mononucleares puros (MN), analisados morfologica-

mente por microscopia de luz. Os fagocitos MN purificados foram ressuspensos
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independentemente em meio de cultura 199 isento de soro a uma concentracao final de
2.10° células mL™,

3.9.2 Avaliacéo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT

Os efeitos citotoxicos dos 7 compostos foram avaliados usando o ensaio colori-
métrico com o brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol) - 2,5 difeniltetrazol (MTT) com ceélulas
Ehrlich e S-180 para os compostos derivados da vitamina B6, e 0s composto derivados
da vitamina K3 foram avaliados frente as células MCF-7 e PBMC. Inicialmente, 1,0 x
10° de células Ehrlich, S-180, MCF-7 e PBMC foram colocadas separadamente em pla-
cas de uma placa de cultura de 96 pocos e tratadas com diferentes concentracdes dos
compostos (0,2-200 uM) por 48 h ou (2-200 uM) por 24h. Apos este tratamento, 10 ul de
MTT (5 mg mL?) foram adicionados a cada pogo, e as placas foram incubadas a 37 °C
por mais 3 horas. Os cristais de formazan ptrpura foram dissolvidos em 50 uL com a
seguinte solucdo [40% (v/v) de dimetilformamida (DMF), 2% (v/v) de acido acético gla-
cial e 16% (m/v) de dodecil sulfato de sddio (SDS) em pH = 4,7]. Depois disso, a absor-
bancia foi determinada em 545 nm usando um leitor de microplacas Stat Fax 2100 (Awa-
reness Technology, Palm City, FL, EUA). A viabilidade celular foi calculada de acordo

com a seguinte equacao:

B (Abst

x 100
Absc>

onde V, Abs; e Abs. sdo, respectivamente, porcentagem de viabilidade celular (%) obtida
de trés experimentos independentes, cada um feito em triplicatas, absorbancia dos pocos
tratados e absorbancia dos pocos de controle. A determinacdo da metade (50%) da con-
centracdo inibitoria méaxima (ICso) foi obtida a partir de curvas dose-resposta usando o
software GraphPad Prism 4.02 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). Os valores ICso obtidos a partir do ensaio MTT foram utilizados como referéncia

para testes adicionais.

3.9.3 Avaliacéo de apoptose e/ou necrose Avaliacdo de apoptose e necrose por co-
loragdo com Hoechst/PlI
As células tumorais de Ehrlich e S-180 foram tratadas com complexo (5) nas con-
centracOes de 1Csg, comparando com um grupo controle sem tratamento. Apos 24h, as
células foram coletadas e lavadas com PBS para a densidade de células 2.10° células mL-

. As células foram suspensas em solugdo de Hoechst 33342 (10 pug mL™) e iodeto de
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propidio (2,5 pg mL™) onde foram incubadas a 37 °C por 10 min na auséncia de luz. As
laminas foram observadas usando um microscépio de fluorescéncia (Leica, Wetzlar, Ale-
manha). Pelo menos 300 células foram quantificadas em cada lamina e cada experimento
foi feito em duplicata. As porcentagens de células apoptoticas (apoptose precoce e tardia)
e necroticas foram determinadas a partir do nimero total de células, sendo observadas
com 0s seguintes aspectos: a) cromatina azul vidvel com estrutura organizada, b) apoptose
precoce - cromatina azul brilhante altamente condensada ou fragmentada, c) tardia apop-
tose - cromatina rosa brilhante altamente condensada ou fragmentada, e d) cromatina rosa

- necrose com estrutura organizada.®’-%°

3.9.4 Avaliacdo da expressao Genica

As células Ehrlich e S-180 foram tratadas respectivamente com o complexo (5)
durante 3 h, numa concentracio de 3 .10° células (concentragdo de I1Cso). A extragéo total
do RNA, foi realizada utilizando o kit PureLink® RNA Mini Kit (Applied Biosystems,
EUA), seguindo o protocolo do fabricante. A quantidade e a pureza do RNA foram me-
didas utilizando medidas espectroscépicas com o Espectrofotetro Nano-Drop ND-1000
UV-Vis (Nanodrop Technology, Wilmington, DE). Além disso, 0 RNA com densidade
Otica (DO) 260/280 e 260/230 > 1,8 com relacdo a quantidade e qualidade foram analisa-
dos usando o bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e o
RNA 6000 Nano Kit, seguindo as instrucbes do fabricante. Apenas o RNA de alta quali-
dade (RIN > 7) foi usado para as etapas subsequentes.

O RNA (2 pg) foi entdo transcrito reversamente em cDNA usando o kit de alta
capacidade RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, EUA) em uma solucdo reoldgica de re-
acdo com 20 pL de acordo com as instru¢des do fabricante. Como relatado em 2014 por
Lima et al.”, foi realizado um sistema de PCR de transcricdo reversa quantitativa em
tempo real de fluorescéncia (RT-gPCR) com corante verde SYBR (LGC Biotechnology,
UK) por método comparativo Ct para os genes Bax, Casp3, Casp9 e TP53. Todas as
amplificacdes foram realizadas em triplicata em um sistema de PCR em tempo real Ste-
pOnePlus™ (Applied Biosystems).

O RNA ribossdmico 18S (Qiagen - Catalog Number PPM72041A) e agua ultra-
pura foram utilizados, respectivamente, como gene de referéncia e controle negativo em

todas as reacdes. As sequéncias de primers sdao mostradas na Tabela 4.
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Tabela 4. Sequéncias de primers utilizados para o ensaio real time RT-gPCR.

Gene Sequéncia do Primer Comprimento amplificado (bp)

F-5>°GCTACAGGGTTTCATCCAGG-3’
Bax 113
R-5°GGAGACACTCGCTCAGCTTC-3’

F-5’"GGAGCTTGGAACGCTAAGAA-3’
Casp3 112
R-5’GTCCACTGACTTGCTCCCAT-3’

F5’AGGTACTCGGCCACAGGTTA-3’
Casp8 137
R5’TGGGATGTAGTCCAAGCACA-3’

F-5’TAGCTGGAACACTGGGCATTGAGT-3’
Casp9 146
R-5’AACATACCCATCGGTGCATTTGGC-3’

F-5TGGAAGACTCCAGTGGGAAC-3'

P53 R-5TCTTCTGTACGGCGGTCTCT-3' 87

3.9.5 Anadlise da ativacdo de caspase 3

A medicgéo direta da atividade da Caspase 3 foi realizada utilizando o Ensaio de
Protease ApoTargetCaspase 3 (Invitrogen) de acordo com as recomendacdes do fabri-
cante. Apds tratamento com complexo (5) com a concentracao referente ao valor de 1Cso
durante 24 h, as células foram lisadas com tampéo de lise celular gelado. A concentracédo
de proteina foi entdo medida usando o BSA Protein Assay Kit (BioRad). Uma aliquota
do extrato de proteina (200 ug) foi misturada com 50 uL de tampédo 2X suplementado
com ditiotreitol (DTT) 10 mM e os substratos de DEVD-pNA (caspase 3). As misturas
foram entdo incubadas durante 2 h a 37 °C. Subsequentemente, a formacdo de p-nitroa-
nilida nas amostras foi medida utilizando um leitor de microplacas ELISA no compri-
mento de onda referente a 405 nm. O aumento nas atividades da caspase 3 foi determinado

pela comparacao dos resultados com o controle.

3.9.6 Andlise Estatistica

Os resultados estatisticos foram expressos como a média + desvio padrao das mé-
dias obtidas a partir de experimentos independentes em triplicatas. Os graficos foram ge-
rados com o software Prism (GraphPad). Testes de correlacdo foram realizados para de-

terminar os efeitos da concentracdo do complexo na linha celular do tumor. A
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significancia estatistica das diferencas (p <0,05), em comparacdo com as células néo tra-
tadas utilizadas como controle, foi avaliada pela anélise de variancia (ANOVA) seguido
de pos teste de Tukey ou Dunnett, quando aplicavel, Teste T para RT-gPCR e Mann-
Teste U de Whitney para Medicéo da atividade da Caspase 3. A concentracdo que produz
um efeito inibitério de 50% no parametro avaliado (ICsg) foi obtida graficamente a partir

das curvas de dose-resposta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos das analises estruturais e
por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia de absor¢ao
molecular na regido do ultravioleta-visivel realizadas para sete compostos que tiveram
suas estruturas cristalinas e moleculares inéditas determinadas por difracdo de raios X de
monocristal, sendo cinco complexos de cobre(ll), [Cu(H:LH)CI]-H20 (1),
[Cu(H:LY)Br]'H20  (2), [Cu(HoL?)CIl-dmf (3), [Cu(H.L?»Br]-H.O-dmf (4) e
[Cu(H2L3)Br]Br-H20 (5), além de duas bases de Schiff derivadas da vitamina Ks, Kzsz e
Kssiz. Também serdo apresentadas as caracterizacdes espectroscépicas por Ressonancia
Magnética Nuclear dos compostos organicos precursores dos complexos, além da carac-
terizacdo espectrométrica. Para a avaliacdo dos compostos em meio biolégico foi reali-
zado o teste de viabilidade celular 1Cso, em células tumorais Sarcoma-180, Ehrlich e
MCF7. Contudo, também foram realizadas as analises morfoldgicas para o composto (5),
para avaliar as possiveis vias de morte das células, com os testes de apoptose e expressao

génica.

4.4 Caracterizacao dos ligantes Derivados da Vitamina B6

Os compostos derivados da molécula do piridoxal, podem existir em duas possi-
bilidades tautoméricas, sendo a estrutura idnica, considerada um oxo-zwitterion onde o
nitrogénio da piridina é protonado e o oxigénio do fenol é desprotonado, e a estrutura
neutra, como representados na Figura 19.%”. O produto da reacdo de condensacio entre o
piridoxal (3-hidroxi-5-hidroximetil-2-metilpiridina-4-carbaldeido) com ditiocarbazato ou
tiossemicarbazida produziu os ligantes tridentados que comumente séo relatados nas for-

mas neutra e idnica.’*"*

H,L!: R = S-alil

H,L?: R=NH-Ph
. AN . H,1% R=NH,

OH

Figura 19. Formas zwiteridnicas (esquerda) e tautoméricas neutras (direita) para os ligantes de derivados
de piridoxal.

Contudo, em solucéo e no estado solido, a forma zwitteridnica é predominante nos
complexos metalicos com derivados de piridoxal e isso € apoiado por estudos de RMN e

analise de raios X.”®
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Sé&o representados no Apéndice 1 os esquemas de numeracao do ditiocarbazato e
tiossemicarbazonas derivados do piridoxal, empregados nas atribui¢des dos sinais na ana-
lise de caracterizagdo espectroscdpica por ressonancia magnética nuclear. Os valores de
deslocamento de quimico referentes ao *H e *3C, para estes compostos s&o caracteristicos
de bases de Schiff e indicam o comportamento destes compostos em solugdo com tempe-
ratura 20 °C. Na Tabela 5, estdo apresentados os principais sinais de deslocamento qui-
mico referentes aos atomos de C e H dos compostos analisados.

Tabela 5. Sinais de RMN 1H e 1°C.

Composto  *C NMR, & (ppm)

-C=S -C=N C-OH -S-CH2 Carbono Arom. -NH
HL! 197,1 1645 148,6 36,2 142,0 - 125,3 9,4
HL3 154,0 152,5 151,8 — 142,9-119,9 11,6
9,5
HL3 154,5 151,8 148,7 — 142,6 - 135,4 12,7
11,3
9,0
Composto  'H NMR, & (ppm)
-OH -CH=N- -S-CH> Préton Arom.
H.L? 8,8 8,3 48-4.8 72-71
HoL3 8,4 8,1 - 75-75
73-7,2
HoL 3 8,8 8,5 — 8,5-8,2

Com os espectros de *H e *C, é possivel observar o sinal de deslocamento qui-
mico caracteristico da maioria dos atomos de carbono e hidrogénio além de suas respec-
tivas conformagdes. Nao foi realizado a integracdo dos sinais, devido a baixa intensidade
e algumas sobreposicdes. Os deslocamentos quimicos mais altos no espectro de *H, sdo
atribuidos aos atomos de hidrogénio ligados ao nitrogénio, sendo que este se encontra em
um momento de desblindagem favoravel. Entretanto no espectro de $3C os deslocamentos
quimicos de maior intensidade foram atribuidos ao carbono de tionila, presente nos ligan-
tes ditiocarbazatos e tiossemicarbazonas. Portanto, todos os sinais atribuidos possuem
aproximacdes de dados fundamentais da ressonancia magnética nuclear, e também de
estruturas semelhantes ja reportadas.” Os resultados de rendimento, ponto de fusdo e
analise elementar obtidos para estes compostos foram: (H2L!) = Rendimento: 256,3 mg
(86%). Ponto de Fusédo: 184 °C. Analise Elementar % teorica (% experimental): C, 48,46
(49,01); H 5,08 (4,99); N, 14,13 (14,39). (H.L?) = Rendimento: 304,3 mg (96%). Ponto
de Fusdo: 132°C. Analise Elementar % teorica (% experimental): C, 56,95 (57,68); H
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5,10 (4,75); N, 17,70 (18,13). (H2L®) = Rendimento: 224,1 mg (93%). Ponto de Fusio:
150°C. Anélise Elementar % teorica (%experimental): C, 44,99 (45,62); H 5,04 (4,87);
N, 23,32 (23,40).

4.5 Complexos Derivados da Vitamina B6

Da reacdo de condensacao entre o piridoxal e o alilditiocarbazato foi possivel a
obtencio do agente complexante piridoxal ditiocarbazato (HzL!) e a partir deste foi pos-
sivel sintetizar dois complexos de cobre(ll), sendo eles, [Cu(HLY)CI]-H.O (1) e
[Cu(HLYBr]-H20 (2).

A partir da reacdo de condensacdo entre o piridoxal e o feniltiossemicarbazida ou
tiossemicarbazida, obtém-se os ligantes piridoxal feniltiossemicarbazona (H2L?) e pirido-
xal  tiossemicarbazona (H:L®). Os complexos [Cu(HL?Cl]-dmf (3) e
[Cu(HL?)Br]-H20-dmf (4) foram sintetizados a partir da reacdo de complexacéo entre ra-
z0es equimolares do ligante piridoxal feniltiossemicarbazona e os sais de cobre(Il), CuCl;
e CuBr, respectivamente. O complexo [Cu(H2L?)Br]Br-H20 (5), foi sintetizado a partir
da reagédo de complexacéo entre razGes equimolares do ligante piridoxal tiossemicarba-
zona (H2L®) e CuBr,. Os valores de condutividade molar encontrado para os complexos
(1-4) estdo entre 82,2 e 88,4 Q~*cm?mol?, indicando que sio complexos metalicos nio
eletrolitos. No entanto, observa-se claramente que o complexo 5 é um composto eletré-
lito, com condutividade molar de 186,4 Q' cm?mol™?, devido ao ion cloreto e ao com-
plexo cationico.”

Na Figura 20 esta representado um esquema reacional das sinteses realizadas

para obtencdo dos complexos 1-5.
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[CU(HLY)CI)- H20 (1) [Cu(HL")Br]-H20 (2) [CUHL2)CT-Ho0-dmf (3)  [Cu(H2L2)Br]-H20-dmf (5)

[Cu(HL2)Br] -H20-dmf (4)
Figura 20. Esquema da sintese dos complexos (1-5).

Os resultados de rendimento, ponto de fusao, analise elementar e condutividade
molar dos complexos sintetizados foram: Para o complexo (1) (413,39 g/mol) = Rendi-
mento: 260 mg (62%). Ponto de Fusdo: 242 °C. Analise Elementar % teorica (% experi-
mental): C, 34,54 (34,87); H 3,87 (3,96); N, 10,55 (10,16). Condutividade molar em so-
lucdo (1073 mol L%, em MeOH): 83,6 Q1 cm? mol . Para o complexo (2) (457,85 g/mol)
= Rendimento: 398 mg (87%). Ponto de Fusdo: 253 °C. Andlise Elementar % tedrica (%
experimental): C, 31,54 (31,48); H 3,87 (3,52); N, 9,49 (9,18). Condutividade molar em
solugdo (1072 mol L1, em MeOH): 82,2 Q! cm? mol ™. Para o complexo (3) (487,45)
g/mol) = Rendimento: 385 mg (79%). Ponto de Fusdo: 277 °C. Andlise Elementar %
teorica (% experimental): C, 44,27 (44,35); H 4,82 (4,55); N, 14,46 (14,37). Condutivi-
dade molar em solucdo (1072 mol L%, em MeOH): 86,8 Q@ cm? mol 1. Para o complexo
(4) (549,93 g/mol) = Rendimento: 445 mg (81%). Ponto de Fusédo: 282 °C. Analise Ele-
mentar % tedrica (% experimental): C, 39,09 (39,31); H 4,72 (4,40); N, 13,16 (12,73).
Condutividade molar em solugdo (1072 mol L, em MeOH): 88,4 Q% cm? mol™*. Para o
complexo (5) (481,66 g/mol) Rendimento: 380 mg (79%). Ponto de Fusédo: 231 °C. Ana-
lise Elementar % teorica (% experimental): C, 22,42 (22,44); H 2,48 (2,93); N, 11,54
(11,63). Condutividade molar em solugdo (103 mol L, em MeOH): 186,4 Q! cm?

mol ™.
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4.5.1 Analise estrutural dos complexos [Cu(HLY)CI]-H20 (1), [Cu(HLY)Br]-H20

(2), [Cu(HL2)Cl]-dmf (3), [Cu(HL2)Br|-H20-dmf (4) e [Cu(H2L3)Br]Br-Hz20

()

Os dados obtidos na coleta de intensidades e refinamento da estrutura dos com-
plexos (1-2 e 5) indicam que estes compostos cristalizam no sistema cristalino monocli-
nico e grupo espacial P21/n, referéncia nimero 11 da International Tables for Crystallo-
graphy’’ e simetria de Laue 2/m. Entretanto a analise de difragdo de raios X indica que
os complexos (3) e (4) cristalizam com o sistema cristalino monoclinico e grupo espacial
C2/c, referéncia nimero 15 da International Tables for Crystallography’’ e simetria de
Laue 2/m.

As Figuras 21, 22 e 23 representam as projecdes ORTEP dos compostos (1-5)

respectivamente, com a numeracao de todos os atomos nao hidrogendides.
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Figura 21. Projecdo ORTEP dos compostos Cu(HL)C1]-H2O e [Cu(HLY)Br]-HzO. Elipsdides térmicas re-
presentadas a um nivel de probabilidade 30%.
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Figura 22. Projegdo ORTEP dos compostos [Cu(HL?)C1]-dmf, [Cu(HL?)Br]-H,0-dmf. Elipsoides térmicas
representadas a um nivel de probabilidade 30%.

Figura 23. Projecdo ORTEP do composto [Cu(H,L3)Br]Br-H,O. Elipsoides térmicas representadas a um
nivel de probabilidade 30%.

Em solucéo e no estado solido, a forma de zwitterion € predominante nos comple-
x0s metalicos com ligantes derivados do piridoxal, sendo que isso é reportado por estudos
de RMN e analise de raios X.” Neste trabalho, as bases de Schiff nos complexos (1-5)
atuam como ligantes na conformacéo zwitterionica, estando coordenadas atraves dos ato-

mos doadores de ONS nas formas tautoméricas tioladas. Além disso, estrutura molecular

58



4. Resultados e Discussdo

de (1) e (3) mostra a coordenacédo do atomo de cobre (I1) com um ion cloreto e nos com-
plexos (2, 4 e 5) coordenados a um ion brometo. Os ligantes comportam-se como zwite-
rions carregados com carga negativa ao grupo fenol nos complexos (1 a 4) apresentando
complexos neutros, porém no complexo (5) o ligante estd com conformacéo de zwitterion
neutro produzindo consequentemente um complexo catidonico. O complexo (5) possui na
estrutura de seu ligante, o &tomo N3 protonado, devido a deslocalizag&o eletronica pre-
sente no complexo, pois n&do é observado este comportamento nas estruturas derivados do
grupo fenil 8.

Os compostos (1) e (2) sdo isoestruturais, com a presenca de uma molécula de
agua em suas unidades. Cada atomo de Cu(ll) encontra-se coordenado a uma molécula
do ligante HL! atuando de forma tridentada e anionica.

Os complexos (3), (4) e o composto [CuCl(piridoxalN4—phenltiosemicarbazona)],
reportado por Subarkhan et al.”® sdo isoestruturais, porém observa-se a presenca de uma
molécula de N,N-dimetilformamida no reticulo cristalino dos complexos (3) e (4), entre-
tanto neste Ultimo possui ainda uma molécula de dgua, onde estas moléculas atuam como
solvente de cristalizag&o.

O complexo (5) apresenta em sua unidade assimétrica o &tomo central coordenado
a uma molécula do ligante H,L3 com a conformagcéo de ligagéo tridentado com a mesma
sequéncia de atomos ligados ONS, além de um ion brometo que completa a esfera de
coordenacao. Observa-se ainda a presenca de uma molécula de agua que atua como sol-
vente de cristalizacdo.

Nos complexos as liga¢cdes duplas C8=N2 e N3=C9 podem ser atribuidas com a
configuracgdo E, devido aos angulos diedrais entre 122° e 117° respectivamente..®

Nos complexos (1-5), o centro metalico encontra-se coordenado aos atomos O1,
N2, S1e Cllou Brl, com os respectivos comprimentos de ligacdo Cul-S1 entre 2,210(2)
e 2,256(2) A, Cul-01 entre 1,903(5) e 1,931(3) A e Cul-N2 de 1,955(3) a 1,974(7) A.
Estes complexos apresentam um ndmero de coordenacdo igual a quatro além da geome-
tria quadrado planar levemente distorcida. Esta distor¢do pode ser observada analisando-
se os valores dos angulos de ligagdo O1-Cul-N2, O1-Cul-CI1 e O1-Cul-Brl que estéo
entre 85,15° e 92,69° além dos angulos de ligacdo basais O1-Cul-S1, CI1-Cul-N2 e
Br1-Cul-N2 que séo inferiores a 176,57° e que apesar de apresentarem variagdes, ainda
estdo de acordo com outros complexos de cobre(ll) que apresentam a mesma geometria
e foram reportados na literatura®, sendo que dos compostos reportados os angulos de

ligacdo observados para um complexo de Cu(ll) tetracoordenado, se apresentaram entre
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85,77° e 105,22° e em seu plano basal os angulos foram inferiores a 145,91°. A Tabela 6
apresenta alguns valores de angulos e comprimentos de ligagéo selecionados para os com-

plexos (1-5).

Tabela 6. Comprimentos (A) e angulos (°) de ligacdo selecionados para os complexos 1-5. Os desvios
encontram-se entre parénteses.

Comprimentos de ligacéo (A)

Ligacao 1) (2) 3) 4) )
Cu(1)-0(1) 1931(3)  1,914(3) 1,907(3)  1,910(6)  1,903(5)
Cu(1)-N(2) 1,969(4)  1,964(4)  1,955(3)  1,974(7)  1,966(6)
Cu(1)-S(1) 2240(14) 2,232(15) 2,215(13)  2210(2)  2,256(2)
Cu(1)-CI(1) 2,283(12) - 2,275(12) - -
Cu(1)-Br(1) - 2,360(9) - 2,364(16)  2,363(13)
S(1)-C(9) 1,721(5)  1,730(5)  1,735(4)  1,738(8)  1,688(8)
0(1)-C(1) 1275(6)  1,295(6)  1,307(4)  1,320(10)  1,300(8)
N(2)-N(3) 1,404(5)  1,403(5)  1,382(4)  1,367(9)  1,370(7)
C(8)-N(2) 1,209(6)  1,291(6)  1,290(5)  1,300(10)  1,285(9)
S(2)-C(9) 1,745(5)  1,739(5) - - -

Angulos de ligaco (°)

Angulo 1) (2) 3) 4) )
O(1)-Cu(1)- 176,33(11)

s 175,97(11) 174,41(10)  169,70(2)  170,12(17)
N(2)-Cu(1)- -

176,57(12) 172,80(10) - -
Ccl(1)
N(@)-Cu(l)- - 176.37(12) - 170,70(2)  174,65(17)
Br(1)
O(1)-Cu(1)- 91,47(15)
N 90,93(15) 92,61(12)  91,80(3) 92,3(2)
N(2)-Cu(1)- 85,53(12)
s 85,67(12) 8516(10)  8570(2)  86,13(16)
O()-Cul)- 91,58(10) ' 90,89(9) ; i
Ccl(1)
O()-Culd)- - 91,51(10) - 01,33(18)  92,06(14)
Br(1)
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S(1)-Cu(1)- -
el 91,90(5) 91,91(5) - -

S(1)-Cu(1)- _ 91,57(4) i 9269(8)  89,08(6)
Br(1)

Em 2016, Nanjundan e colaboradores®, elucidaram a estrutura cristalina de um
complexo de cobre(Il) com o ligante derivado do S-alilditiocarbazato, em que a unidade
assimétrica deste complexo é semelhante aos complexos (1) e (2), entretanto o complexo
cristalizou-se na conformacéo tautomérica tiona, com os atomos de N-azometina de S-
tiona coordenado ao metal. O comprimento da ligacdo C-S (1,739A) indica que é uma
ligagdo simples e a ligagdo C—N (1,287 A) é intermediaria entre uma ligagéo simples e
dupla, indicando a deslocalizacgdo eletronica no grupo N-C-S do ligante. Contudo os an-
gulos de ligacéo entre os ligantes e 0 metal, estdo proximos de 101.62° e 101,98° na esfera
de coordenacéo indicando uma geometria quadrado planar, levemente distorcida, assim
como nos complexos (1) e (2) apresentados neste estudo.

No ano de 2015, Mandal e colaboradores®, reportaram a estrutura cristalina de
complexos de cobre(Il) com ligantes piridoxal metiltiossemicarbazona que apresenta uma
estrutura semelhante a estrutura cristalina dos complexos (3) e (4). E possivel comparar
os dados estruturais dos complexos e observar que os comprimentos das ligagdes que
formam o poliedro de coordenacdo para os atomos de cobre apresentam valores similares.

No ano de 2014, Manikandan e colaboradores®!, publicaram a estrutura cristalina
de uma série de complexos de cobre(ll), dentre eles com o ligante piridoxal tiossemicar-
bazona, sendo uma delas muito semelhante a do complexo (5), onde o que diferencia é
simplesmente a presenca de uma molécula agua de cristalizagdo. E possivel verificar que
ao compararmos 0s dados da analise de difracdo de raios X dos complexos os compri-
mentos das ligacGes que formam o poliedro de coordenagdo para os 4&tomos de cobre
apresentam valores muito similares. Também € evidenciado a caracteristica desta classe
de complexos a reproduzir estruturas semelhante a dimeros, através de ligacdes de hidro-
génio intermolecular.

Analisando a estrutura cristalina e molecular dos complexos (1-5), observa-se uma
deslocalizagdo da densidade eletronica na cadeia, onde os &ngulos de ligagéo diedral entre
S—C=N-N=C é observada com discrepancia entre os comprimentos das ligagdes dupla e
simples, indicada pelos comprimentos das ligagdes C9-N3 em torno de 1,293(6) e

1,337(9) A e o grupo tiolato com comprimento de ligacio C9-S1 estdo entre 1,688(8) e
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1,738(8) A. A distorcdo no poliedro de coordenacio do centro metélico pode estar asso-
ciada a rigidez do ditiocarbazato ou tiosemicarbazona, com os angulos O1-Cul-S1
(175,97° - 169,70°) e N2—Cul-X (176,57° — 170,70°), sendo X = Cl ou Br, entretanto os
valores estdo préximos do esperado que é esperado, ou seja, com 180°. Contudo, especi-
ficamente no complexo (5) observa-se a presenca de atomos de hidrogénio ligados aos
atomos N1, N3 e O2, indicando a conformagdo cati6nica para este ligante produzindo
assim um anion complexo, sendo contrabalanceado pela presenca do ion brometo.

As distancias entre Cu-Cl e Cu—Br sio aproximadamente 2,28 e 2,35 A, respecti-
vamente, 0 que é tipico para este tipo de ligacdo. Observa-se essa distor¢cdo também em
relatos de complexos de cobre(ll) com geometria e ligantes similares.348°

O empacotamento de cristalino revelado por analise de difracdo de raios X de
monocristal mostrou que todos os compostos de cobre sdo estabilizados por ligacdo de
hidrogénio intra e intermolecular. Estas interacdes sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Ligacdes de hidrogénio dos complexos 1-5, com os respectivos comprimentos (A) e angulos (°)
de ligacéo. Os desvios encontram-se entre parénteses.

Complexo D-H-A d(D-H) d(H-A) d(D-A) (D-H-)

1 N(1)-H(1A)~-O(3)! 0,86 1,87 2,699(7) 162,44
0(3)-H(3B)-0(2) 1,06 1,75 2,784(6) 160,7
0(2)-H(2)--CI(1)! 0,82 2,43 3,215(4) 159,5

2 N(1)-H(1)--O(3)iti 0,82(6) 1,90(6) 2,709(7) 167,0(6)
0(3)-H(3A)OQ2) 0,99 1,87 2,813(7) 157,6
0(2)-H(2)~*Br(1)" 0,67(5) 2,66(5) 3,303(5) 161,0(6)

3 N(1)-H(1)--O0(3)" 0,75(3) 1,95(3) 2,695(5) 173,0
N(4)-H(4)--CI(1)"i 0,81(4) 2,85(4) 3,646(4) 170,0
0O(2)-H(2)-+O(1)vi 0,82 2,31 2,930(5) 132,4
O(2)-H(2)-CI(1)i 0,82 2,56 3,281(3) 146,9

4 N(4)-H(4)--O(4)* 0,86 2,24 3,097(11)  173.7
N(1)-H(1A)-+O(3) 0,86 1,82 2,682(10) 1771
0(2)-H(2)-~O(1)! 0,82 1,99 2,772(8) 159,9
O(4)-H(4A)Br(1)* 1,08 2,53 3,602(8) 171,0

5 N(1)-H(1)-Br(2)* 0,86 2,36 3,216(6) 177,2
N(4)-H(4A)-O(3) 0,86 2,56 3,231(9) 135,8
N(4)-H(4A)-Br(1)*i 0,86 2,64 3,363(7) 142,1
N(4)-H(4B)-+Br(1)xii 0,86 2,65 3,480(7) 163,1
N(3)-H(3A)0(3) 0,86 1,88 2,717(8) 164,5
0(3)-H(3B)-0O(2)*" 0,79 2,11 2,892(9) 168,4
0(3)-H(3C)O(1 )i 0,93 2,28 3,200(8) 168,8
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0(2)-H(2)~-Br(2) 0,82 2,38 3,199(6) 176,8

Simetria: (i) -x+3/2, y-1/2, -z+1/2; (ii) -x+2, -y, -z+1; (iii) X-1/2, -y+3/2, z+1/2; (iv) -x+1, -y+1,-z+1; (V) -
X, -y+2, -z+1; (vi) X, y+1, z+1; (vii) -x+1/2, y-1/2, -z+3/2; (viii) -x+1/2, -y+5/2, -z+2; (iX) X, y+1, z-1; (X)
-X+3/2, -y+3/2, -z+1; (xi) X, Y, z-1; (Xii) X, y, z+1; (xiii) x-1/2, -y+1/2, z+1/2; (xiv) X-1, Y, z.

Nos complexos (1) e (2) pode-se destacar as ligagdes hidrogénio intermolecular
entre 0 atomo de oxigénio da molécula de &gua com o 4&tomo de hidrogénio ligado ao
nitrogénio do anel da piridina e ao &tomo de hidrogénio ligado ao atomo de oxigénio do
grupo fenol. As ligacdes hidrogénio intermolecular entre o atomo de hidrogénio O2—
H(2a) e os ions CI e Br  nos complexos (1) e (2) respectivamente, formam um arranjo
supramolecular de moléculas em paralelo com um desenvolvimento semelhante a dime-
ros. Pode-se destacar o desenvolvimento de um arranjo supramolecular tridimensional
através das ligacBes hidrogénio intermoleculares entre o &tomo de hidrogénio N1-H(1a)
e 0 atomo de oxigénio O3. A Figura 24 esta representado o arranjo supramolecular do
complexo [Cu(HLY)CI]-H20.

Figura 24. Representagdo das ligagcbes hidrogénio do complexo (1). As linhas pontilhadas indicam as
ligacBes hidrogénio intermoleculares existentes na estrutura.

Entretanto no complexo (5), forma-se uma rede tridimensional ligando o cétion
complexo, o ion brometo e a molécula de agua. Curiosamente, a ligacdo de hidrogénio
intra e intermolecular conectou o0 Br2 com dois cations complexos, onde Br(2)---O(2)
com distancia de 3,199(6)A e Br2---N(1)' de 3,216(6)A (i: 2 - x, 1 -y, 2 - z). Essas inte-
racOes sdo importantes para a cristalizagdo do composto e na formacdo de uma estrutura

supramolecular, apresentada na Figura 25.
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Figura 25. Representacdo das ligacdes hidrogénio do complexo (5). As linhas pontilhadas indicam as
ligacBes hidrogénio intermoleculares existentes na estrutura.

A cela unitaria dos complexos (1), (2) e (5) cristalizam no sistema cristalino mo-
noclinico e grupo e espacial P21/n, apresentando 4 unidades assimétricas em seu interior.
As Figura 26 e 27 representam respectivamente a cela unitaria destes compostos ao longo
do plano cristalografico cb e a representacdo gréfica da cela de referéncia de nimero 14
da International Tables for Crystallography’’ indicando os operadores de simetria pre-
sentes na cela. Observa-se que as celas unitérias apresentam eixo helicoidal 21, planos de
reflexdo, plano de deslizamento ao longo do eixo cristalograficos b, e centro de inversao

como operadores de simetria.
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Figura 26. Cela unitaria do composto (1) em (a) e do composto (2) em (b), segundo o plano cristalogréfico
cb. Em (c) o diagrama extraido da International Tables for Crystallography™ referente ao grupo espacial
P21/n.

Figura 27. Cela unitaria do complexo (5) em (a), vista através do plano cristalogréafico bc.

A estrutura cristalina e molecular dos complexos (3) e (4) pertencem ao sistema

cristalino monoclinico e grupo espacial C2/c, onde a cela unitaria dos complexos e a
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representacdo grafica referente a cela de referéncia de nimero 15 extraida da Internatio-
nal Tables for Crystallography’’ encontram-se representadas respectivamente nas Figu-
ras 28. Observa-se que a cela unitéria é composta pelos operadores de simetria centro de
inversdo, plano de deslizamento paralelo ao eixo cristalografico ac com deslocamento na

direcédo de c e eixo helicoidal 2; em direcéo ao eixo b.

[

>

a) b)

)

Figura 28. Cela unitaria dos complexos (3) em (a) e (4) em (b) segundo o plano cristalogréfico ac. Em (c)
o diagrama extraido da International Tables for Crystallography™ referente ao grupo espacial C2/c.

4.5.2 Andlise de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho para os

compostos 1-5.

Os espectros vibracionais na regifo do infravermelho médio (4000-400 cm™) dos
ligantes HzoLY, HoL? e HoL3, além dos complexos (1-5) foram analisados comparando-se
as vibragOes observadas no espectro do ligante na forma livre com as observadas nos
espectros dos complexos e assim avaliar a coordenagdo do atomo de cobre(ll) & molécula

do ligante nos complexos obtidos.
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Os valores em numero de onda das bandas referentes aos principais modos nor-
mais de vibragdo presentes nos ligante e em seus respectivos complexos de cobre(ll) en-
contram-se listados na Tabela 8. Os modos vibracionais envolvendo o 4tomo de cobre
ndo foram listados, visto que geralmente sio observados abaixo de 400 cm™, o que esta
fora da faixa espectral utilizada no equipamento para a obtencdo dos espectros vibracio-
nais.

Tabela 8. Frequéncias (cm™) de estiramento e deformacéo angular dos modos normais de vibracdo seleci-
onados para os compostos HoL!, HoL?, HoL 3 e (1-5).

Composto v(C=N) | v(N-N) | v(C=S) | v(S-C-S) | v(C-S)
HoL! 1539 1260 863 1015 —
) 1719 1201 — 847 813
) 1767 1218 — 836 873
HaL 2 1550 1204 845 — —
(3) 1705 1207 — — 850
@) 1780 | 1232 — — 839
H.L3 1571 1256 879 — —
(5) 1671 1204 — — 813

As bases de Schiff tridentadas (HzL!, H2L? e H2L3) podem sofrer tautomerizagéo
entre tiona-tiolato, entretanto os espectros de infravermelho (1V) dos proligantes exibem
a presenca de bandas caracteristicas da forma tiona com bandas de v(C=S) na faixa de
879-845 cm™t. Nos espectros de IV dos complexos (1-5), observamos as bandas na regido
de 873-813 cm™ que sdo caracteristicas da v(C-S), indicando uma forma tiolato no estado
sdlido. Nos complexos metalicos, a v(C=N) é observado entre 1780-1705 cm™ e 1569-
1573 cm™*, porém nos ligantes livres as bandas observadas sdo em 1760-1720 cm™ e 1571-
1539 cm?, evidenciando a coordenacio de os 4&tomos de nitrogénio azometinico com os
atomos de cobre pois devido ao aumento destas bandas no complexo indicam a influéncia
do metal sobre este grupo funcional, atingindo menores energias de vibragio.® As bandas
observadas em torno de 2890-2755 cm* podem ser atribuidas ao v(N-H*py), 0 nitrogénio
protonado do anel de piridina.

Em todos os compostos, os espectros de IV exibem o v(N—N) na faixa de 1260—
1201 cm™, em que ocorreram os deslocamentos de bandas caracteristicas dos ligantes em

relacdo aos seus complexos. A frequéncia de estiramento de v(CSS) no ligantes livre (em
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torno de 1015-937 cm™) diminuiu nos complexos (em 847-836 cm™), indicando a com-

plexacéo através do atomo de enxofre tiolato.®’

4.5.3 Espectroscopia eletronica de absorcéo na regido do ultravioleta e do visivel.

Os espectros de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel, ou espectros
eletronicos, dos complexos (1) a (5), foram determinados utilizando concentracGes de
1x107° mol L™ nos solventes metanol e N,N-dimetilformamida (dmf). O objetivo de es-
tudar os espectros eletrénicos foi de analisar possiveis transicdes eletronicas presentes
nos compostos sintetizados e verificar o efeito do solvente sobre as bandas de absorcao.
Na Figura 29 encontram-se representados 0s espectros de absor¢do obtidos no ultravio-
leta-visivel dos complexos (1) a (5), na faixa de 200 a 600 nm.
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Figura 29. Espectros eletrdnicos dos complexos (1) a (5) nos solventes MeOH e dmf (concentracdo de
1x105mol L),

Os resultados obtidos na analise de espectroscopia eletrénica encontram-se lista-
dos na Tabela 9.

Tabela 9. Analise de espectroscopia eletronica dos ligantes HoL!, H,L2, HoL3 e os complexos (1-5). Bandas
de transicdo eletrénicas em nm, por espectroscopia UV-VIS.

Composto  Solvente T — ¥ loge® n — loge® LMCT loge
DMF 290 477 317 4.84 - -
HaL!
MeOH 295 4.43 330 4.42 - -
DMF 301 491 332 4.66 - -
HaL 2
MeOH 234 5.30 304 5.16 - -
DMF 293 4.73 324 4.60 - -
HoL 3
MeOH 239 5.41 310 5.37 - -
O DMF2 - - 332 4.49 422 4.35
MeOH 224 498 338 474 434 461
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DMF? - - 329 4.77 427 4.47
MeOH 228 4.37 314 4.12 423 3.73
DMF? - - 339 4.75 426 4.65
MeOH 262 4.89 336 4.56 429 4.94
DMF? - - 340 481 426 4.72
MeOH 260 4.78 367 4.44 430 4.82
DMF? - - 332 4.56 412 4.48
MeOH 241 4.16 337 4.15 416 3.94

(a) Valores de comprimento de onda e loge dos complexos néo foram avaliados devido a faixa de absorgéo

do solvente. (b) Valores de absortividade molar (€) em L mol* cm™.

Nos espectros analisados pode-se destacar que os ligantes, possuem bandas de
absorcdo na faixa de 234-332 nm com valores de loge entre 5,16 e 4,66, sendo que essas
bandas correspondem as transicdes do tipo 1 — ©* e n — m*. Nos espectros dos comple-
X0s, as bandas de absorcéo séo deslocadas para menores bandas de absor¢éo, indicando
coordenacdo dos ligantes ao 4&tomo de cobre(ll). Observa-se também o surgimento de
bandas do tipo TCLM (transicdo de carga lignte-metal) nos espectros dos complexos na
regido de 412-434 nm, o que também indica a formacéo dos compostos de coordenacéo.
A transi¢cdo TCLM S — Cu(ll) foi atribuida em bandas proximas de 420 nm nos comple-
xos de cobre (1), com valores similares relatados na literatura®’.

Transicdes do tipo d-d ocorrem na regido do visivel, explicando as coloracdes
observadas nos complexos de cobre (11) com ligantes ditiocarbazatos e tiossemicarbazo-
nas sintetizados. Essas transi¢des sdo proibidas por Laporte, pois envolvem transicoes
entre estados com mesma simetria?, ocasionando baixos valores de absortividade molar
para as absorc6es nos espectros que envolvam transi¢des d-d. Devido a baixa concentra-
cdo em que foram obtidos os espectros apresentados anteriormente, nao foi possivel ob-
servar bandas de absorcdo referentes as transicdes d-d e, por esta razdo, foi realizado a
analise dos espectros eletronicos dos complexos utilizando solugdes de concentragédo
1x107 molL™ em metanol. A Tabela 10 e a Figura 30 apresentam respectivamente os
valores de comprimento de onda e de loge obtidos para as transi¢des d-d observados nos

espectros dos complexos.
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Figura 30. Espectros eletrénico dos complexos (1) em preto, (2) em vermelho, (3) em azul, (4) em roxo e
(5) em rosa, com concentragdo de 1x10- molL* preparadas em metanol.

As bandas de absorcao referentes a transicdo d-d nos complexos sdo observadas
na faixa entre 625 e 750 nm e com baixos valores de loge variando entre 1,76 e 7,76,
resultados condizentes com o esperado para complexos semelhantes.’®

Tabela 10. Andlise de espectroscopia eletrdnica dos complexos de cobre (1) na regifo do visivel com
concentragéo de 1x10-2 molL. Bandas de transigdo eletrdnica em nm.

A transi¢ao d-d (nm) loge (L mol* cm™)
1) 625 2,36
2) 750 1,76
©) 735 2,01
(4) 723 2,03
(®) 648 1,99

4.6 Analises Bioldgicas.
4.6.1 Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro

Os complexos de Cu(ll) (1-5) e os ligantes ditiocarbazatos e tiossemicarbazonas
derivados do piridoxal foram testados nas concentra¢des 0,2 a 200 pmol Lt quanto a seus
potenciais antitumorais através da avaliacdo de suas capacidades de inibirem a viabilidade
de celulas tumorais. Foram avaliadas as linhagens celulares de tumores murino Sarcoma-
180 e Ehrlich.
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A avaliacdo de atividade citotoxica in vitro dos complexos utilizando ensaios de
MTT, indicaram que o complexo (5) inibiu o crescimento tumoral das linhagens celulares
Sarcoma-180 e Ehrlich de maneira dependente. O complexo 5 apresentou citotoxicidade
significativa em comparacdo com a doxorrubicina, com um valor de IC50 de 33,30 (x
0,06) uM contra um valor ICso de 89,18 (& 2,30) uM em células S-180. O mesmo pode
ser observado na linhagem celular de Ehrlich, com um valor de ICso de 16,89 (x 1,02)
uM, comparando com um valor de ICso de 143,80 (+ 12,70) para a doxorrubicina, todos
em um experimento simultaneo.

A atividade citotoxica da doxorrubicina, medicamento de referéncia), os ligantes
livres e os complexos de cobre(ll) (1-5), assim como a concentracdo de inibicdo que
causa uma diminuigéo de 50% no crescimento celular (ICsp), estdo apresentados na Ta-
bela 11.

Tabela 11. Atividade citotoxica (ICso)a, dos ligantes livres HLY, HoL? e HoL3, dos complexos (1-5) e da

doxorrubicina, tratados durante 48 horas com concentragdes entre 0,2 a 200 umol.L ™! nas linhagens celu-
lares S-180 e Ehrlich.

Compostos S-180 EHRLICH

HaL! 25,3 (+3.52) *
HalL 2 * *
H2|_3 * *

(1) 37,49 (+2,30) 55,90 (+2,20)
2) 25,20 (+1,46) *
©)) 53,40 (+1,80) *

(4) 36,69 (+0,73) 89,85 (+1,44)

(5) 33,30 (x0,06) 16,89 (+1,02)

Doxorubicina 89,18 (x2,30) 143,8 (£12,70)

aAtividade citotoxica expressa como valor médio * erro padrdo da media (umol.L™") de pelo menos trés
experimentos independentes com interval de confianca a 95%. * I1Cso ndo determinado devido a inibicéo

ser inferior a 50%.

A Figura 31 mostra os graficos de viabilidade celular para as linhas celulares Sar-

coma-180 e Ehrlich dos compostos 1-5.
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Figura 31. Efeito dos complexos (1-5) sobre a viabilidade de células murinas S-180 e Ehrlich tratadas com
diferentes concentracdes (0,2-200 uM) e ap6s 48 h de tratamento a viabilidade celular foi avaliada por
ensaio colorimétrico MTT. Os asteriscos (*) representam uma diminuicao da viabilidade celular estatisti-
camente significativa quando comparados com células ndo estimuladas pelo teste de analise de variancia
ANOVA one-way. Os valores de significncia estatistica sdo indicados por asteriscos, representando valo-
res de p (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

Os complexos (1) e (4) apresentaram valores mais elevados de 1Cso contra as li-
nhagens tumorais, consequentemente observa-se uma atividade antitumoral menor do do
que o complexo (5). Portanto pode-se indicar que concentracdes menores deste composto
sd0 necessarias para inibir o crescimento de células cancerigenas, contudo melhores re-
sultados comparados a doxorrubicina, onde medicamento avaliado nas mesmas condigdes
e apresenta-se concentragdes maiores para atingir a mesma inibicdo. Nao foi possivel
determinar o ICsp para a linha celular de Ehrlich dos complexos (2) e (3). Portanto, devido
o melhor desempenho em ensaios prévios, o complexo 5 foi selecionado para os seguintes
ensaios.

Na Tabela 11, observa-se que o unico valor de ICso determinado para os ligantes
foi o ditiocarbazato HoL! em células S-180, entretanto os complexos deste ligante néo
aumentaram a eficacia contra esta linha celular, salvo o complexo (1) que exibe citotoxi-
cidade moderada em células de Ehrlich.

Devido algumas tendéncias para esta classe de compostos, é evidenciado que a
atividade citotoxica dos complexos apresentados € atribuida as propriedades bioguimica
dos ligantes, no entanto, observa-se que os complexos (2-5) apresentam citotoxicidade e
que ndo sdo detectados ligantes livres. Essa caracteristica ndo é uma excecdo e est rela-
cionada a alguns fatores presentes nos complexos formados. Nos estudos publicados por

Dobrova®® e em nosso grupo de pesquisa®, os experimentos de citotoxicidade em células
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tumorais, observou-se que o composto de cobre(ll) tem citotoxicidade até 8 vezes maior
do que o ligante livre. Também, em estudos apresentados por Low®, indicam que o li-
gante livre é inativo contra a linhagem de células tumorais, mas o complexo de cobre a
citotoxicidade aumenta significativamente.

Com o aprofundamento neste tipo de pesquisa, pode-se afirmar que a eficiéncia
dos complexos metélicos em relagdo aos ligantes livres deve-se a melhor interacdo com
as células. Em geral, é possivel atribuir aos complexos formados uma mudanga significa-
tiva em varias propriedades fisico-quimicas, tais como peso molecular, geometria espa-

cial e propriedades redox, em particular, os complexos de cobre(11).%*

4.6.2 Confirmacdo da inducdo de apoptose por dupla coloragdo com Hoechst

33342 e iodeto de propidio

O kit de deteccdo de apoptose por coloracdo dupla (Hoechst 33342 / Pl) fornece
um ensaio rapido e conveniente para avaliar a apoptose, com base na deteccdo de fluo-
rescéncia para o estado compactado da cromatina em células apoptoéticas. Estes dois co-
rantes atuam interagindo com o DNA das células. O corante Hoechst 33342, possui fluo-
rescéncia azul com emissdo maxima entre 350-461 nm, quando ligado ao DNA), corando
a cromatina condensada em células apoptéticas de uma forma mais intensa do que a cro-
matina em células normais. O iodeto de propidio (PI), é um corante de fluorescéncia ver-
melha com emissdo maxima entre 535-617 nm, quando ligado ao DNA, porém é perme-
ante apenas as células mortas. O padrdo de coloracdo resultante do uso simultaneo desses
corantes torna possivel distinguir e quantificar populacdes de células normais, apoptdticas
e mortas por citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia.

Este teste permitiu observar que as células apoptéticas fossem distinguidas das
células necroticas por alteracdes morfoldgicas em células Sarcoma-180 e Ehrlich tratadas

com complexo (5), apresentados na figura 32.

Complexo (5) - S-180 Complexo (5) - Ehrlich
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Figura 32. Porcentagem de células S-180 e Ehrlich em apoptose e necrose de camundongos apoés trata-
mento com o complexo 5, por dupla coloragdo com HO / Pl. Os dados mostram a média + DP de quatro
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animais por tratamento. A diferenga de significancia estatistica com o controle, sem tratamento, sdo indi-
cadas por asteriscos representando valores de p (** p <0,01; *** p <0,001).

Verificou-se que células com cromatina fragmentada e azulada com brilho intenso
e que estdo em fase de apoptose recente, sdo mais abundantes em comparacao com células
com cromatina altamente condensada e fragmentada rosa ou vermelha, que estdo em apo-
ptose tardia, que representam a baixa taxa de necrose das células.®

De acordo com os valores observados, pode-se afirmar que nos achados morfolo-
gicos, o composto (5) induz a apoptose no Carcinoma de mama de Murino Ehrlich e no
Tumor de Sarcoma S-180. Nas células do Sarcoma-180, o complexo induz uma porcen-
tagem maior de apoptose precoce do que a apoptose tardia, e 0 oposto pode ser observado
na linhagem celular de Ehrlich, representados na Figura 33.

Viavel

Apoptose

Necrose

Figura 33. Alteragdes morfoldgicas das células S-180 e Ehrlich detectadas por coloragao dupla de Hoechst
33342 / Pl ap6s o tratamentos com o complexo 5, onde as alteragGes séo indicadas pelas seguintes infor-
magcdes: a viabilidade é indicada pela cromatina azul com estrutura organizada, na necrose observa-se a
cromatina vermelha com estrutura organizada, a apoptose precoce (cromatina azul brilhante altamente con-
densada ou fragmentada) e apoptose tardia (cromatina rosa ou vermelha altamente condensada ou fragmen-
tada).

Também é identificado que o baixo nivel de necrose do composto pode estar re-
lacionado a via de morte causada pelo do composto, portanto a via principal seria apop-
totica (p> 0,001). Estudos mostram que compostos com caracteristicas semelhantes tam-
bém podem induzir essa via, como nos resultados reportados por Liu%, em que quatro

complexos induziram a apoptose de células cancerigenas, principalmente na fase inicial.
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4.6.3 Andlise de expressdo génica por PCR quantitativo de transcri¢cdo reversa

(RT-gPCR)

A PCR quantitativa de transcricédo reversa (RT-qPCR) ¢é usada quando o material
de partida € o RNA. Neste método, 0 RNA é primeiramente transcrito em DNA comple-
mentar (cCDNA) pela transcriptase reversa do RNA total ou RNA mensageiro (MRNA).
O cDNA ¢ entdo usado como modelo para a reagdo qPCR. Sendo assim, o0 método RT-
gPCR ¢ usado em uma variedade de aplicacdes, incluindo analise de expressdo génica.
Portanto, por fluorescéncia é possivel marcar e quantificar os genes especificos que dire-
cionam o processo de apoptose.

A Figura 34 mostra as expressoes dos transcritos Caspase3, Caspase8, Caspase9,
Bax e TP53 analisadas por RT-gPCR em células Sarcoma-180 e Ehrlich tratadas com a

concentracdo de 10 uM do complexo (5) por um periodo de 3 h.
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Figura 34. Efeitos do tratamento com o complexo (5) na expressdao de mMRNA em células S-180 e Ehrlich.

E evidente que todos os genes analisados mostraram um nivel muito alto de ex-
pressdo em ambas as linhagens tratadas com complexo (5) em comparacdo com controle
analisado (sem tratamento). A expressdo desses genes induziu eventos relacionados a
apoptose, porque a super expressao esta diretamente envolvida no processo de morte ce-
lular. Embora a linhagem Sarcoma-180 tenha apresentado um nivel mais alto de expres-
sdo génica, com excecao dos genes Bax e TP53, a expressdo génica para ambas as linha-
gens mostrou 0 mesmo parametro. No Sarcoma-180, a expressdo do gene TP53 foi au-
mentada em comparacdo com a linhagem de Ehrlich e o oposto ocorreu com o Bax, uma
expressao importante no Sarcoma-180 do que na linhagem celular Ehrlich. A via intrin-
seca ou extrinseca pode iniciar Apoptose®® , entretanto a via extrinseca pode cruzar a via
intrinseca através da clivagem mediada por caspase8 do BID. Os dados podem ser com-

preendidos pela expressao do aumento do gene Caspase8 em 3 h, com expressdo minima
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de 12,90 e 6,30 vezes, comparativamente para as linhas de células Sarcoma-180 e Ehrlich
n&o tratadas, respectivamente.

Em vérios estudos com complexos de cobre (I1), foi demonstrado que a formacéo
de adutos interagindo com o DNA em proporc¢do a dosagem administrada esta ampla-
mente envolvida no mecanismo de acdo da citotoxicidade desta classe de compostos me-
talicos.** Os niveis mais altos de todas as Caspases indicam que a apoptose realmente
ocorre junto com os outros resultados.

O aumento dos niveis de TP53 promovido por Bax tem sido amplamente docu-
mentado como o tipo de via mitocondrial (intrinseca) de inducdo de apoptose® e a pre-
senca da Caspase 3 clivada e ativada apresentada na Figura 35 comprovam as observa-
coes do presente estudo.
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Figura 35. Atividades proteoliticas na caspase 3 apds o tratamento com o complexo (5) nas células S-180
e Ehrlich.

A ativacdo da Caspase 3 é um evento precoce e inicia um dano apoptotico cau-
sando extensa, encolhimento e fragmentacdo do DNA condensado, e sua proteina interage
tanto com Caspase8 quanto com Caspase9.%® Esta ativacio pode ser observada nas célu-
las S-180, que apresentaram maior quantidade de apoptose precoce, porém nas células de
Ehrlich a quantidade de células na apoptose tardia foi maior. Os resultados apresentados
nos levam a afirmar que o mecanismo de morte da célula desencadeada pelo complexo
(5) nas linhagens S-180 e Ehrlich indicam provavelmente uma apoptose intrinseca, entre-
tanto ndo pode-se excluir a participacdo de outros mecanismos de morte celular, ou da

via extrinseca.

4.7 Complexos derivados da vitamina Ks
A partir da reagdo de condensagao equimolar entre a menadiona e a semicarbazida
ou isoniazida, obtém-se os ligantes menadiona semicarbazona (Kssz) e menadiona isoni-

azida (Ksiz). De acordo com as suas caracteristicas quelantes, os compostos foram
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sintetizados com o objetivo de serem utilizados como precursores na obtencao de novos

complexos metélicos para a otimizacdo de possiveis aplicagdes bioldgicas.

Os resultados de rendimento, ponto de fusdo e analise elementar, analisados para
0s compostos derivados da vitamina Kz foram: Para o composto Kzsz (229,24 g/mol) =
Rendimento: 210,32 mg (91%). Ponto de Fusdo: 212°C. Analise Elementar % teorica (%
experimental): C, 62,33 (63,12); H 5,67 (4,89); N, 18,17 (17,40). Para o composto Kziz
(291,10 g/mol) = Rendimento: 268,36 mg (92%). Ponto de Fusdo: 231 °C. Andlise Ele-
mentar % teorica (% experimental): C, 69,61 (69,12); H, 5,15 (4,99); N, 14,33 (13,97).

4.7.1 Anélise estrutural dos compostos Kssz e Ksiz

A andlise de difracdo de raios X indica que os compostos Kssz e Kziz cristalizam
no sistema cristalino triclinico e grupo espacial P/, referéncia nimero 2 da International
Tables for Crystallography’ e simetria de Laue 1. As Figura 36 e 37 representam a pro-
jecdo ORTEP dos compostos com a numeracdo dos atomos constituintes da estrutura,

exceto os atomos de hidrogénio.

Figura 36. Projecdo ORTEP do composto K3sz. Elipsoides térmicas representadas a um nivel de probabi-
lidade 30%.
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Figura 37. Projecdo ORTEP do composto K3iz. Elipsoides térmicas representadas a um nivel de probabi-
lidade 30%.

No estado sélido, o composto Kssz apresenta-se na forma de seu tautdmero cet6-
nico, evidenciado pelo valor de comprimento de ligacéo da carbonila C12—02 de 1,216(3)
A, que possui valor coerente com o valor de 1,22 A esperado para ligaces duplas entre
carbono e oxigénio, e pelo carater de ligacdo simples observado na ligagdo C12-N2 com
comprimento de ligacdo de 1,384(2) A. Os comprimentos das ligacdes e angulos de liga-
cdo estdo de acordo com o observado na literatura para ligantes semelhantes desta classe
de compostos.® A Tabela 12 apresenta alguns valores de dngulos e comprimentos de li-
gacdo selecionados para os composto Kssz e Ksiz.

Tabela 12. Comprimentos e angulos de ligacdo selecionados dos compostos Kssz e Ksiz. Os desvios en-
contram-se entre parénteses.

Composto Kssz

Comprimentos de ligagdo (A) Angulos de ligacdo (°)
CL Ol  1234(2) CI2N2 13842 CI2NIN2  1211(5)
C12-02  1216(3)  C8N1  1,301(2) NI1-N2-C8  119,0(4)
N1-N2 1,351(2) N2-H2a 0,89 N3-C12-02 120,1(5)

Composto Ksiz

Comprimentos de ligacéo (A) Angulos de ligacdo (°)
Cl-O1  17224(6) Cl12-N2  1359(5) CI12-N1-N2  118,4(17)
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Cl2-02  1,223(5) C8-N1 1296(5) N1-N2-C8  119,71(17)
N1-N2 1,362(5)  N2-H2a 0,86 N3-C12-02  127,17(19)

O composto Kaziz também se apresenta na forma de seu tautdmero ceténico, evi-
denciado pelo valor de comprimento de ligacio da carbonila C12—02 de 1,223(5) A, co-
erente com o esperado para ligagcdes duplas entre carbono e oxigénio e pelo carater de
ligag&o simples observada na ligagdo C12-N2 de 1,359(2) A. Os comprimentos das liga-
cOes e angulos de ligacéo estdo de acordo com os observados na literatura e muito seme-
Ihantes ao composto Kzsz.

Os compostos Kssz e Kziz cristalizam no sistema cristalino triclinico e grupo es-
pacial P/, apresentando em ambos, duas unidades assimétricas em sua cela unitaria. Na
Figura 38 estdo representadas as celas unitarias dos compostos Kssz e Kziz, segundo o
longo do eixo cristalografico c, e o diagrama referente ao grupo espacial P/ extraido da
International Tables for Crystallograph’’ com a representacéo dos operadores de simetria
presentes na cela. E possivel observar que o Gnico operador de simetria presente na cela

unitéaria deste complexo é o centro de inversao.
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'

c)

Figura 38. Projecdo da cela unitaria dos compostos (a) K3sz e (b) K3iz, vista através do plano cristalo-
grafico ab. Em (c) o diagrama extraido da International Tables for Crystallography” referente ao grupo

espacial P/.

4.7.2 Anélise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Com os espectros de RMN *H e *C dos compostos K3sz e K3iz em solucdo de

ds-DMSO, foi possivel observar todos os hidrogénios e carbonos presentes na estrutura.

Para atribuir os sinais encontrados, na Figura 41, estdo apresentadas as estruturas e seus

respectivos sinais atribuidos aos deslocamentos quimicos avaliados. Os espectros estdo

apresentados no apéndice.

80



4. Resultados e Discussdo

2,08 7,99
8.61 21,81 132,20
137,36
7.99
132,17
8.61

134,83

NH
10,97

189,50

H2N O
8.16

Figura 39. Representacdo estrutural dos compostos Kssz e Ksiz e os valores de deslocamento quimico de
He 8C.

Os valores de deslocamento quimico para atribuidos aos atomos de 'H, estdo se-
melhantes aos encontrados na literatura.>* Pode-se indicar os dubletos e multipletos rela-
cionados ao deslocamento quimico entre 7,00 e 9,00 ppm aos prétons presentes nos anéis
aromaticos.®” Destaca-se também os singletos com valores entre 10 e 11 ppm, indicando
que tanto no estado sélido, quanto em solucdo, observa-se a presenca do préton ligado ao
atomo N2. No composto Kziz, ndo é observado sinais relacionados a presencga do proton
no atomo de nitrogénio anel piridinico. Contudo no composto Ksiz, é observado um sinal
com o deslocamento quimico em 8,16 ppm, correspondente ao grupo amina desproto-
nado.

Aos nucleos de 3C, pode-se destacar os valores entre 161 e 164 ppm indicando a
presenca do grupo carbonila nos dois compostos. Entretanto os valores elevados de des-
locamento quimico referente aos carbonos C=0 no composto Kzsz é de 189,50 ppm e no
composto Kziz em 184,31 ppm, uma variacao de 5,19 ppm. Esta variagdo ocorre devido
ao grupo amina favorecer um ambiente mais desblindado.*® Os valores de deslocamento
quimico observados no espectro entre 150 e 130 ppm séo atribuidos aos nucleos de car-
bono presentes em anéis aromaticos sendo estes com deslocamentos mais elevados no

anel nitrogenado.

4.8 Analises biologicas
Analisou-se o0 potencial antitumoral dos compostos Kzsz e Ksiz através da avali-
acdo de suas capacidades em inibirem a viabilidade de células frente a linhagem de tumor

solido MCF-7. O tratamento in vitro foi realizado com doses entre 2 e 200 uM no periodo
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de 24 horas de incubacéo, assim como, o teste realizado em células mononucleares do

sangue (PBMC), para observar o comportamento seletivo para esse tipo de célula tumoral.

4.8.1 Avaliacdo da atividade citototoxica in vitro

A viabilidade celular das células MCF-7 e PBMC foram avaliadas com o teste de
analise colorimétrica com o corante MTT, onde os valores de absor¢do maxima da solu-
cdo em 570 nm e os devidos tratamentos estatisticos indicaram ou ndo a morte de 50%
das células, o ICso.

Foi avaliado apenas a medida de 1Csg (62,15+2,80 uM) para o0 composto Kssz, em
ceélulas tumorais. Entretanto frente ao composto Kaziz as células séo viaveis em 24 horas

de tratamento, como pode ser observado nos graficos apresentados na Figura 42.

K3sz K3iz
Il MCF-7
_— PBMC
100 1004 I T L *Controle
= = L
(] Q T
T e
3 3
= 504 = 504
K K
s s
0- 0-
o o N o o
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Figura 40. Efeito dos compostos Kssz e Ksiz sobre a viabilidade de células MCF-7 tratadas com diferentes

concentragdes (2-200 uM) e apo6s 24 h de tratamento a viabilidade celular foi avaliada por ensaio colori-
métrico MTT.

A viabilidade do composto Kzsz é observavel em células tumorais devido a pre-
senca de uma semicarbazona simples em sua estrutura, pois 0 aumento da solubilidade
em &gua favorece o caminho do composto bioativo no organismo.®® Apesar de nio apre-
sentar citotoxidade em células normais, pode-se considerar como um composto seletivo
para células tumorais, devido a grande diferenca entre as viabilidades comparadas.'®

O composto Kziz ndo apresentou atividade citotoxica em ambas a células analisa-
das, devido a sua estrutura possivelmente nédo estar adequada para iniciar as vias de morte
celular. Em alguns relatos, é observado que as cadeias mais longas de hidrocarbonetos
podem ter contribuir para 0 aumento da permeabilidade celular'®®, entretanto no composto
Kaziz apresenta em sua estrutura anéis heterociclicos com grande localizagdo de cargas.
Este fato também pode estar relacionado com a unido entre a menadiona e a isoniazida

que diminui a reatividade com meio biolégico, pois apesar de isoladamente a isoniazida
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e seus analogos apresentarem citotoxidade em diversas linhagens de células tumorais,

neste composto sua atividade foi reduzida.1%2
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5 CONCLUSOES

A partir dos objetivos propostos e dos resultados obtidos durante a execucao do
presente trabalho sobre a sintese, caracterizacao e estudo bioldgico de complexos de co-
bre(11) com derivados das vitaminas Bs e K3, pdde-se concluir que:

I. Foram sintetizados e caracterizados 5 complexos inéditos de cobre(ll) com ligantes
ditiocarbazato e tiossemicarbazona derivados da vitamina Be, além de dois ligantes semi-

carbazona e hidrazona, derivados da vitamina Ks;

I1. Através da analise de difracdo de raios X de monocristal, foram elucidadas as estrutu-
ras cristalinas inéditas de sete novos compostos, sendo cinco de complexos de cobre(ll)
derivados de piridoxal ditiocarbazatos e piridoxal tiossemicarbazonas, além dois compos-

tos, semicarbazona e hidrazona derivados da menadiona;

I1l. As estruturas rigidas apresentadas pelos ligantes utilizados ocasionaram distor¢des
nos poliedros de coordenagdo nos complexos de cobre(ll) sintetizados, que foram verifi-
cados pelos valores de angulos e comprimentos de ligacao obtidos nas analises por difra-

c¢do de raios X de monocristal;

IV. O método empregado na elucidagdo estrutural dos compostos obtidos mostrou bas-
tante eficacia e boa resolucdo, visto que os indices de discordancia encontrados na deter-
minac¢do das estruturas possuem valores menores do que 0,0772, o que sdo considerados

valores bons para a determinacédo de estruturas cristalinas;

V. As analises de espectroscopia de ressonancia magnética de *H e *C detalharam os
atomos de carbono e hidrogénio presentes nos ligantes sintetizados. As analises de infra-
vermelho indicaram a presenca de grupos funcionais caracteristicos dos ligantes em que
nos complexos metalicos apresentam variagdo dos modos vibracionais, devido a coorde-
nacao ao centro metalico. Ainda assim, os espectros eletrénicos de absorcao na regido do
UV-VIS indicaram a coordenacdo do ligante ao metal devido as transi¢fes caracteristicas,
mostrando-se estaveis em dois solventes. Portanto, as analises espectroscopicas corrobo-

ram com as estruturas elucidadas por difracdo de raios x.
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VI. Os testes que avaliam a viabilidade celular, revelaram que o ligante HzL' e os com-
plexos de cobre(1l) aumentaram a capacidade de inibir o crescimento das células tumorais
S-180 e Ehrlich, exceto os complexos (2) e (3) que ndo apresentaram inibicao para células
tumorais de Ehrlich, sendo que de acordo com os testes realizados com o complexo (5),
foi possivel observar a via de morte das células em tratamento, confirmando a morte das

células tumorais por apoptose;

VI1I. Dos compostos derivados da vitamina Kz, 0 composto Kssz apresentou efeito citoto-

Xico no tratamento em células de adenocarcinoma mamario MCF-7.

O presente trabalho possibilitou observar as caracteristicas estruturais de comple-
xos de cobre(ll) coerentes com a literatura, assim como, dos possiveis modos de coorde-
nacao de ligantes bases de Schiff, destacando-se os ditiocarbazatos, tiossemicarbazonas,
semicarbazonas e hidrazonas, sendo que o método de difracdo de raios X de monocristal
foi uma analise essencial para a elucidagdo e determinacéo das estruturas apresentadas
nesse trabalho.

Os compostos inéditos descritos neste trabalho, apds caracteriza-los, foram anali-
sados em diferentes linhagens de células sendo efetivos no tratamento in vitro de células
tumorais. Mesmo os tumores S-180 e Ehrlich ndo estarem no topo da lista das neoplasias
mais frequentes, os estudos fornecem um direcionamento de como submeter novos en-
saios de forma otimizada e aprofundar os estudos sobre 0 mecanismo de a¢éo desta classe
de compostos. Contudo foi possivel analisar e identificar o mecanismo de morte progra-
mada, induzido pela dosagem controlada do complexo de cobre(1l) com o ligante tiose-
micarbazona derivado do piridoxal. Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se
evidenciar que os novos complexos de cobre(ll) com ligantes bases de Schiff derivados
das vitaminas Be e K3, podem ser avaliados contra outras linhagens de células tumorais,
inclusive as resistentes aos tratamentos atuais, sendo assim posteriormente avaliadas tam-

bém em ensaios clinicos, para 0 uso no tratamento de cancer.
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Anexos

APENDICE A: Espectros de RMN *H e 3C dos compostos HaL!, HaL?, HaL3, Kssz e
Ksiz.
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Figura Al. Espectro de *H RMN do composto H:L* (DMSO, 600 MHz, RT).
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APENDICE B: Espectros de FT-IR dos complexos e seus respectivos ligantes.
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APENDICE C: Espectros eletrnicos de absorcdo na regido do UV-VIS dos complexos e
seus respectivos ligantes.
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Abstract

The present study reports the synthesis and crystal structures of Cu(II) complexes with pyridoxal S-allyldithiocarbazate
(H,L") and pyridoxal thiosemicarbazones (H,L? = pyridoxal-N*-phenyl-3-thiosemicarbazone and H,L> = pyridoxal-N*-sem-
icarbazone). The single-crystal X-ray study reveals that in all cases, the Schiff base coordinated tridentately through the
ONS-donor atoms, resulting in distorted square planar coordination geometries with the copper atoms. The Cu(II) complexes
with pyridoxal dithiocarbazate, [Cu(HL')Cl]-Hzo and [Cu(HLl)BrJ~H20, as well as three complexes with pyridoxal thio-
semicarbazone, [Cu(HL?)Cl]-dmf, [Cu(HLz)Br]HzO-dmf and [Cu(H2L3)Br]Br~H20, were also characterized by spectro-
scopic and physical-chemical analyses. The cytotoxicity of the complexes toward two kinds of cancerous cells (Ehrlich and
S-180 cells) was evaluated by an MTT assay. The complex [Cu(H2L3)Br|Br-H20 was selected to study both the cellular and
molecular mechanisms underlying its promising cytotoxicity. The Hoechst 33342/PI dual-staining assay showed the typical
apoptotic morphology of cancer cells, and the RT-qPCR analysis revealed that the expressions of Bax, Casp3, Casp8, Casp9
and TP53 were markedly increased in both the Ehrlich and S-180 cells exposed to 10 pM for 3 h. According to our results,
this complex induces cell death through apoptosis, showing potential as a future drug against cancer.

Introduction ligands is characterized by the presence of an imino group

(R,C=NR’), has several possible modes of coordination with

Schiff bases form metal complexes with different geometries
and coordination numbers and have been developed to opti-
mize the treatment of various diseases [1-4]. This class of
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transition metals and has several biological applications and
interesting physicochemical properties [1, 5, 6]. Schiff bases
formed with the pyridoxal moiety and their metal complexes
have been attracting special attention for many years [7, 8].
Dithiocarbazates and thiosemicarbazones derived from pyri-
doxal can form complexes with a variety of transition metals
through the tridentate coordination of the phenol oxygen,
azomethine nitrogen and thiolate sulfur atoms [9, 10]. Both
varieties of ligands present high electronic delocalization,
especially when aromatic groups are bound to the azome-
thine carbon. They also have very promising biological
applications, and their metal complexes exhibit important
biological properties [11, 12].

Dithiocarbazates (DTC) and thiosemicarbazones (TSC)
are important multidentate ligands with N and S donor atoms
that have been studied over the years due to their pharmaco-
logical applications [13, 14]. Furthermore, copper(II) com-
plexes in this class of compounds appear to be very promis-
ing candidates for pharmacological applications due to the
cytotoxic properties described by a considerable number of
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published papers, showing antifungal, antibacterial and anti-
tumor activities [13—18].

In the present paper, we report the synthesis and the crys-
tal structures of five copper(II) complexes with pyridoxal
dithiocarbazate or thiosemicarbazone ligands, [Cu(HL")
C1]-H,0 (1), [Cu(HL)Br]-H,0 (2), [Cu(HL?)CIl]-dmf (3),
[Cu(HL?)Br]-H,0-dmf (4) and [Cu(H,L?*)Br]Br-H,0 (5)
(ligands are shown in Scheme 1). Spectroscopic and physi-
cal-chemical analyses, such as FTIR, elemental analysis,
molar conductivity and UV-Vis spectroscopy, were used to
confirm the structures. The anticancer activities of the com-
pounds were evaluated against sarcoma S-180 and Ehrlich
tumor cell lines. The complex determined to have the best
ICs values (i.e., the concentration of complex in pM that
results in a 50% reduction in cellular viability) for cancer
cells was selected to analyze the molecular mechanism of
cell death.

Experimental section
Materials, methods and instruments

All reagents and solvents were commercially available.
Pyridoxal-S-allyldithiocarbazate (Hle), pyridoxal-N*-phe-
nyl-3-thiosemicarbazone (H,L?) and pyridoxal-N*-semi-
carbazone (H,L?) were prepared as described in related lit-
erature by condensation reactions of equivalent amounts of
pyridoxal hydrochloride and the corresponding carbazate or
thiosemicarbazide [19, 20]. Elemental analysis was obtained
with a Perkin Elmer/Series II 2400 analyzer. The molar con-
ductance of a 1073 M solution of each metal complex in
MeOH was measured at room temperature (25 °C) using an
Ion DDS 12DW microprocessor conductivity meter and a
dip-type cell with a platinized electrode. FTIR spectra were
obtained in a Perkin Elmer spectrophotometer (model Spec-
trum 100), operating in the range of 4000-600 cm™' with
attenuated reflectance (ATR) Fourier transform. 'H and '*C

OH
NZ S

e

H

OH
H,L!

¥ N\N)J\S/\/

NMR spectra of the free ligands were obtained from DMSO-
dy solutions at room temperature on a Bruker Avance III HD
600 MHz spectrometer. The UV—Vis spectra were collected
on a Varian Cary 500 recording spectrophotometer over the
range of 1000-200 nm.

Synthesis of copper(ll) complexes 1-5
[Cu(HL")CIJ-H,0 (1)

A solution of pyridoxal-S-allyldithiocarbazate (H,L')
(30 mg, 0.1 mmol) in MeOH (5 mL) was added to a stirred
solution of CuCl, (14 mg, 0.1 mmol) in MeOH (5 mL). The
mixture was heated under reflux for 3 h. Dark green crystals
were obtained directly from the resulting solution at room
temperature. Yield: 26 mg (62%). Melting Point: 242 °C.
Elemental analysis calcd. for C,,H,(CICuN;0,S,: C 34.87;
H 3.96; N 10.16%; Found: C 34.54; H 3.87; N 10.55%.
Molar conductivity (10_3 M, MeOH): 83.6 Q! cm? mol ™.
Selected IR bands (KBr, v,,,,/cm™"): 2657, v(NH"); 1629,
v(C=N); 1247, v(NN); 847, v(C-S). UV-Vis (MeOH):
Amax =224, 338 and 434 nm; (DMF): A, =332 and 422 nm.

max

[Cu(HL")Br]-H,0 (2)

Pyridoxal-S-allyldithiocarbazate (H,L') (30 mg, 0.1 mmol)
was dissolved in MeOH (5 mL) and added to a solution of
CuBr, (23 mg, 0.1 mmol). The mixture was heated under
reflux for 3 h. Dark green crystals of (2) were obtained
by slow evaporation of the solvent. Yield: 47 mg (87%).
Melting Point: 253 °C. Elemental analysis calcd. for
C,H,¢Br,CuN;05S,: C 31.48; H 3.52; N 9.18%; Found:
C 31.54; H 3.87; N 9.49%. Molar conductivity (10_3 M,
MeOH): 82.2 Q™' cm® mol ™. Selected IR bands (KBr, v,/
em™1): 2632, uNHY); 1620,u(C=N); 1345, u(NN); 780, v(C-
S). UV-Vis (MeOH): 4,,,, =228, 314 and 423 nm; (DMF):

Amax =329 and 427 nm.
OH
N7 S
N N N/
o

R,
OH
H,L*: R;=H; R,=Ph
H,L3:R;=H;R,=H

Scheme 1 Pyridoxal dithiocarbazate (left) and thiosemicarbazone (right) in their thione form used throughout the experiments
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[Cu(HL)Cl]-dmf (3)

A solution of pyridoxal-N*-phenyl-3-thiosemicarbazone
(HZLZ) (32 mg, 0.1 mmol) in MeOH (5 mL) was reacted with
a solution of CuCl, (14 mg, 0.1 mmol) in the same amount
of solvent (5 mL). The solution was heated under reflux for
3 h. Brown crystals were obtained after recrystallization
from DMF. Yield: 39 mg (79%). Melting Point: 276 °C.
Elemental analysis calcd. for C,gH,,CICuN;O;S: C 44.35;
H 4.55; N 14.37%; Found: C 44.27; H 4.82; N 14.46%.
Molar conductivity (1073 M, MeOH): 86.8 Q' cm? mol™".
Selected IR bands (KB, v, /em™): 3415, (NH-Ph); 2591,
v(NH™); 1629, y(C=N); 1250, v(NN); 758, 1(C=S). UV-Vis
(MeOH): 4,,,, =262, 336 and 429 nm; (DMF): 4,,,, =339
and 426 nm.

max

[Cu(HL2)Br]-H,0-dmf (4)

The synthesis was similar to the one described for (3); how-
ever, the CuCl, was changed to CuBr, (23 mg, 0.1 mmol)
and green crystals were obtained after recrystallization from
DMF. Yield: 44 mg (81%). Melting Point: 282 °C. Elemental
analysis calcd. for CgH,,BrCuN;O,S: C 39.31; H 4.40; N
12.73%; Found: C 39.09; H 4.72; N 13.16%. Molar conduc-
tivity (107> M, MeOH): 88.4 Q™! cm? mol™. Selected IR
bands (KBr, v,,, /Jem™"): 3396, y(NH-Ph); 2401, u(NH");
1625,u(C=N); 1228, (NN); 755, (C=S). UV-Vis (MeOH):
Amax =260, 367 and 430 nm; (DMF): 4,,,, =340 and 426 nm.

[Cu(H,L3)BrIBr-H,0 (5)

A solution of pyridoxal-N*-semicarbazone (HZL3) (24 mg,
0.1 mmol) in MeOH (5 mL) was added to a solution of
CuCl, (14 mg, 0.1 mmol) in MeOH (5 mL). The mix-
ture was heated under reflux for 3 h. Brown crystals were
obtained after some days of slow evaporation. Yield: 38 mg
(79%). Melting Point: 231 °C. Elemental analysis calcd.
forCyH,,Br,CuN;O,S: C 22.44; H 2.93; N 11.63%; Found:
C 22.42; H 2.48, N 11.54%. Molar conductivity (107> M,
MeOH): 186.4 Q! cm? mol~!. Selected IR bands (KBr,
Vpa/em™):3290, v(NH,); 2751, v(NHY); 1644,u(C=N);
1282, ¥(NN); 752, v(C=S). UV-Vis (MeOH): 4, =241,
337 and 416 nm; (DMF): A_. =332 and 412 nm.

max

X-ray crystallographic study

X-ray data collection was accomplished on a Bruker CCD
SMART APEX II single-crystal diffractometer with Mo
Ka radiation (0.71073 A). The data were processed with
SAINT, and SADABS was used to scale it and perform
the multi-scan absorption correction [21]. The structures
were solved by direct methods using SHELXS-97 [22], and
a subsequent Fourier difference map analysis yielded the

positions of the non-hydrogen atoms. The refinements were
performed using SHELXL-2016 [23]. Molecular graph-
ics were generated with the ORTEP [24], POV-Ray and
DIAMOND [25] programs. The crystal data, experimental
details and refinement results are summarized in Table 1.
Crystallographic data for the structural analysis have been
deposited at the Cambridge Crystallographic Data Centre,
with reference numbers 1,582,555-1,582,559. The crystal-
lographic data can be obtained free of charge from the Cam-
bridge Crystallographic Data Centre via http://www.ccdc.
cam.ac.uk/data_request/cif.

Biological activity
Cell culture

Murine Sarcoma-180 tumor cells (S-180) (ATCC®# TIB-
66) and Murine breast carcinoma Ehrlich tumor (ATCC
®4 CCL77™) cells were cultured in RPMI 1640 medium
(Gibco®, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), supplemented
with 10% of fetal bovine serum (FBS) (Gibco®, Life Tech-
nologies), 100 pg mL~" penicillin and 100 pg mL~! strepto-
mycin. The cultures were incubated in a humidified incuba-
tor (Thermo Scientific) at 37 °C with 5% CO,, according to
the methods described by de Lima et al. [26]. Control and
treated cells were exposed to a final concentration of 0.1%
DMSO (no cytotoxicity).

Cell viability assay (MTT assay)

The cytotoxic effects of the five compounds were evaluated
using the MTT assay with Ehrlich and S-180 cells. Initially,
1.0x 10° of Ehrlich and S-180 cells were placed separately
on plaques of a 96-well tissue culture plate and treated with
different concentrations of the five complexes (0.2-200 pM)
for 48 h. After this treatment, 10 pL of MTT (5 mg mL™")
was added to each well, and the plates were incubated at
37 °C for an additional 3 h. The purple formazan crystals
were dissolved in 50 pL of solubilization solution [40%
(vol/vol) dimethylformamide (DMF), 2% (vol/vol) glacial
acetic acid and 16% (wt/vol) sodium dodecyl sulfate (SDS)
at pH=4.7]. After that, the absorbance was determined at
545 nm using a Stat Fax 2100 microplate reader (Awareness
Technology, Palm City, FL, USA). The cell viability was
calculated according to the following equation:

V= i x 100
~ \ Abs,

where V, Abs, and Abs, are, respectively, the percentage of
cell viability (%) obtained from three independent experi-
ments, each done in triplicate, the absorbance of the treated
wells and absorbance of the control wells. The determination
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Table 1 X-ray structure data collection and refinement parameters for compounds 1-5

(¢)) 2) 3 @) (5)
Empirical formula C,H(CICuN;05S, C,,H,(BrCuN;0;S, C¢H,,CICuN;O;S C ¢H,,BrCuN;O,S CyH Br,CuN,0,;S
Formula weight 413.39 457.85 487.45 549.93 481.66
Crystal system Monoclinic Monoclinic Monoclinic Monoclinic Monoclinic
Space group P2/n P2/n C2e C2lc P2/n
a(A) 6.759(3) 6.790(5) 25.157(13) 24.889(16) 8.235(11)
b (A) 18.464(8) 18.567(13) 8.438(6) 10.579(7) 21.183(3)
c(A) 13.319(6) 13,331(10) 20.063(11) 16.991(11) 9.095(13)
B 100.353(2) 100.842(4) 93.178(4) 93.648(3) 113.133(3)
V(A% 1634.96(13) 1650.7(2) 4252.3(4) 4464.7(5) 1458.9(3)
VA 4 4 8 8 4
p caled (Mg-cm™) 1.679 1.842 1.523 1.636 2.193
u (mm™) 1.768 4.010 1.280 2.896 7.129
Reflections collected 16,509 15,031 18,874 17,720 13,913
Reflections unique/Rint 3613/0.0385 3442/0.0608 4366/0.0795 3923/0.0757 3235/0.0504
Data/restraints/param. 3613/0/206 3442/0/213 4366/0/282 3923/0/280 3235/0/191
Absorption correction Multi-scan Multi-scan Multi-scan Multi-scan Multi-scan
Max/min transmission 0.81/0.59 0.68/0.40 0.93/0.82 0.80/0.59 0.45/0.30
Final R indices [/>2a6(])] 0.0785/0.1612 0.0469/0.1131 0.0515/0.1067 0.0748/0.2224 0.0560/0.1615
GooF 1.049 1.032 1.027 1.060 1.052
Largest diff. peak and hole (eA™%) 1.321/—0.651 0.530/-0.830 0.518/-0.376 1.394/-1.762 0.950/-2.132

of the half-maximal (50%) inhibitory concentration (ICs,)
was obtained from dose-response curves using GraphPad
Prism 4.02 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). The ICy, value obtained from the MTT assay was
used as a reference for further testing.

Assessment of apoptosis and necrosis

The cells were treated with complex (5) at concentrations
of ICs, comparing with a control group without any treat-
ment. After 24 h, the cells were harvested and washed
with PBS to a density of 2x 10° cells mL™'. The cells
were suspended in Hoechst 33342 solution (10 pg mL™!)
and propidium iodide (2.5 ug mL™") and were incubated
at 37 °C for 10 min in total darkness. The slides were
observed using a fluorescence microscope (Leica, Wet-
zlar, Germany). At least 300 target cells were counted on
each slide, and each experiment was done in duplicate.
The percentages of apoptotic (early and late apoptosis) and
necrotic cells were determined from the total number of
cells: (a) viable—blue chromatin with organized structure,
(b) early apoptosis—bright blue chromatin that is highly
condensed or fragmented, (c) late apoptosis—bright pink
chromatin that is highly condensed or fragmented and
(d) necrosis—pink chromatin with organized structure
[27-29].

@ Springer

Gene expression analysis

Ehrlich and S-180 cells in a concentration of 3 x 10°
cells (ICs, concentration) were treated, respectively, with
complex (5) for 3 h. Total RNA was extracted using the
PureLink® RNA Mini Kit (Applied Biosystems, USA)
following the manufacturer’s protocol. RNA quantity
and purity were measured using a Nano-Drop ND-1000
UV-Vis spectrophotometer (Nanodrop Technology,
Wilmington, DE). In addition, RNA (OD 260/280 and
OD 260/230> 1.8) with quantity and quality was moni-
tored using Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, CA) and RNA 6000 Nano Kit, follow-
ing the manufacturer’s instructions. Only high-quality
RNA (RIN >7) was used for subsequent steps. RNA
(2 pg) was then reverse transcribed into cDNA using the
high-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems,
USA) in a total reaction mixture of 20 pL according to
the manufacturer’s instructions. A fluorescence real-time
quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR) system
with SYBR Green dye (LGC Biotechnology, UK) by com-
parative Ct method to the genes Bax, Casp3, Casp9, and
TP53 was performed as reported by Lima et al. [30]. All
amplifications were run in triplicate in a StepOnePlus™
real-time PCR system (Applied Biosystems). The 18S
ribosomal RNA (Qiagen - Catalog Number PPM72041A)
and ultrapure water were used, respectively, as reference
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gene and negative controls in all reactions. The primer
sequences are shown in Table S1 (supporting information).

Measurement of caspase activity

Direct measurement of the activity of caspase 3 was per-
formed using the ApoTargetCaspase 3 Protease Assay (Inv-
itrogen) according to the manufacturer’s recommendations.
After treatment with complex (5) at concentrations of ICs,
values for 24 h, the cells were lysed with chilled cell lysis
buffer. The protein concentration was then measured using
the BSA protein assay kit (BioRad). An aliquot of the pro-
tein extract (200 pg) was mixed with 50 uL of 2X reaction
buffer supplemented with 10 mM DTT (dithiothreitol) and
the substrates of DEVD-pNA (caspase 3). The mixtures
were then incubated for 2 h at 37 °C. Subsequently, the for-
mation of p-nitroanilide in the samples was measured using
an ELISA microplate reader at 405 nm. The increase in the
activities of caspase 3 was determined by comparing the
results with the control.

Statistical analysis

Statistical results were expressed as the mean + standard
deviation of the means obtained from triplicates of each
independent experiment. Graphics were generated with
Prism computer software (GraphPad). Correlation tests
were performed to determine the effects the concentration
of the complex on the tumor cell line. Statistical significance
of differences *(p < 0.05), as compared to untreated cells
(control), was evaluated by applying the analysis of variance
(ANOVA) and Tukey or Dunnett’s post-tests, when appli-
cable, Test T for RT-qPCR and the Mann—Whitney U test
for measurement of caspase 3 activity. The ICs, (concentra-
tion that produces a 50% inhibitory effect on the evaluated
parameter) was graphically obtained from the dose-response
curves.

OH OH

Results and discussion
Synthesis and crystal structures analysis

The product of the condensation reaction between pyri-
doxal (3-hydroxy-5-hydroxymethyl-2-methylpyridine-
4-carbaldehyde) with dithiocarbazate or thiosemicarbazide
produced the tridentate ligands which are reported in both
neutral and ionic forms [31-34]. The pyridoxal moieties
can exist in two tautomeric possibilities: zwitterionic
oxo with the pyridine nitrogen protonated, and neutral
hydroxy forms with the pyridine nitrogen non-protonated
(Scheme 2) [11]. In solution and also in the solid state, the
zwitterionic form is predominant in the metal complexes
with pyridoxal derivatives and this is supported by NMR
studies and X-ray analysis [35]. In this work, the Schiff
bases in all the copper(Il) complexes (1-5) are in zwit-
terionic form, being coordinated with ONS-donor atoms.

In the five copper(ll) compounds, the metal centers
are coordinated by ONS-tridentate ligands, in thiolate
tautomeric forms, and the halide ions complete the dis-
torted square-planar geometry. The ligands are connected
to the metal center via thiolate sulfur with bond lengths
Cu(1)-S(1) between 2.210(2) and 2.256(2) A, Cu(1)-0(1)
of 1.903(5) to 1.931(3) A and Cu(1)-N(2) of 1.955(3) to
1.974(7) A. The molecular structure of 1 and 3 show the
coordination of the copper(Il) atom with chloride ion, and
2, 4 and 5 with bromide ion. The pyridoxal derivatives
behave as uninegative zwitterionic ligands in 1-4 (giving
neutral complexes) and as a neutral zwitterionic ligand
in 5 (giving a cationic complex). The compounds 1 and 2
are isostructural with one water molecule as a solvent in
their second coordination sphere. The compounds 3, 4 and
[CuCl(pyridoxal N“‘—phenylthiosemicarbazone)], reported
by Subarkhan et al. [36], are also isostructural but have
a dimethylformamide molecule solvent their the second
coordination sphere; however, the difference between 3

S H,L': R = S-allyl
H,L%: R=NH-Ph
H,L%: R=NH,

Scheme 2 Zwitterionic (left) and neutral tautomeric (right) forms to the pyridoxal derivatives ligands
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and the reported compound is an additional water solvent
molecule.

For all complexes, the ligands based on dithiocarbaz-
ate (Fig. 1) or thiosemicarbazone (Figs. 2, 3) and pyri-
doxal moieties (forms found in vitamin B6) adopt an E

configuration with respect to the C(8)=N(2) and N(3)=C(9)
bonds, respectively [37]. A delocalization of electron den-
sity in the S-C=N-N=C chain is observed with discrepancy
between double and single bonds lengths, indicated by the
C(9)-N(3) bond lengths about 1.293(6) and 1.337(9) A and

Fig.2 Molecular structure of Cu(II) complexes 3 and 4 with crystallographic labeling (30% probability displacement ellipsoids)
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Fig.3 Molecular structure of 5 with crystallographic labeling (30%
probability displacement ellipsoids)

thiolate form with C(9)-S(1) bond lengths around 1.688(8)
and 1.738(8) A. The distortion in the coordination polyhe-
dron of the metal center may be associated with the rigid-
ity of the dithiocarbazate or thiosemicarbazone, with the
trans angles of O(1)-Cu(1)-S(1) and N(2)-Cu(1)-X (X=Cl
or Br) that are close to the expected 180°. The Cu-Cl and

Cu-Br distances are approximately 2.28 and 2.35 A, respec-
tively, which is typical for these bonds. This distortion is
also reported in square-planar copper(Il) complexes with
similar ligands [18, 38]. Selected bond lengths and angles
are given in Table 2.

The crystal packing revealed by single-crystal X-ray dif-
fraction analysis showed that all the copper compounds are
stabilized by intra- and intermolecular hydrogen bonding
(Table S1 in Supporting Information). In compound 5, as
shown in Fig. 4, a network is formed connecting the cation
complex, the bromide ion and the water solvent molecule.
Interestingly, the intra- and intermolecular hydrogen bond-
ing connected the Br(2) with two cation complexes, showing
Br(2)---0O(2) with distance of 3.199(6) A and Br(2)--N(1)’
of 3.216(6) A (i: 2—x, 1 —y, 2—1z). These interactions are
important for the crystallization of the compound and in the
formation of a supramolecular structure.

Spectroscopic analysis

In the IR spectra of all of the complexes, the absorptions
bands of the solvent water molecules were observed at
around 3400 cm™'. The tridentate Schiff bases (H,L', H,L?
and H,L?) can undergo thione-thiolate tautomerization.
The IR spectra of the proligands exhibit the thione form
with bands of ©(C=S) in the range of 879-845 cm™!. In the
IR spectra of the copper(Il) complexes 1-5, we observed
bands in the region of 839-813 cm™! of v(C-S), indicat-
ing a thiolate form in the solid state. In the metal com-
plexes, the v(C=N) are observed at 1780-1705 cm~! and

Table 2 Selected bond distances 1 2 3 4 5

(A) and bond angles (°) for

complexes 1-5 Cu(1)-0(1) 1.931(3) 1.914(3) 1.907(3) 1.910(6) 1.903(5)
Cu(1)-N(2) 1969(4) 1.964(4) 1.955(3) 1.974(7) 1966(6)
Cu(1)-S(1) 2.240(14) 2.232(15) 2.215(13) 2.2102) 2.256(2)
Cu(1)-CI(1) 2.2832(12) - 2.275(12) - =
Cu(1)-Br(1) = 2.360(9) = 2.364(16) 2.363(13)
S(1)-C(9) 1.721(5) 1.730(5) 1.735(4) 1.738(8) 1.688(8)
o()-C(1) 1.275(6) 1.295(6) 1.307(4) 1.320(10) 1.300(8)
N(2)-N(3) 1.404(5) 1.403(5) 1.382(4) 1.367(9) 1.370(7)
C(8)-N(2) 1.299(6) 1.291(6) 1.290(5) 1.300(10) 1.285(9)
S(2)-C(9) 1.745(5) = - ~ ~
O(1)-Cu(1)-S(1) 175.97(11) 176.33(11) 174.41(10) 169.70(2) 170.12(17)
N(2)-Cu(1)-CI(1) 176.57(12) - 172.80(10) - -
N(2)-Cu(1)-Br(1) = 176.37(12) - 170.70(2) 174.65(17)
O(1)-Cu(1)-N(2) 90.93(15) 91.47(15) 92.61(12) 91.80(3) 92.3(2)
N(2)-Cu(1)-S(1) 85.67(12) 85.53(12) 85.16(10) 85.70(2) 86.13(16)
O(1)-Cu(1)-CI(1) 91.58(10) - 90.89(9) = =
O(1)-Cu(1)-Br(1) e 91.51(10) s 91.33(18) 92.06(14)
S(1)-Cu(1)-CI(1) 91.90(5) - 91.91(5) - -
S(1)-Cu(1)-Br(1) - 91.57(4) — 92.69(8) 89.08(6)
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Fig.4 Hydrogen-bonding network of 5 with hydrogen bonds indicated by dashed lines

1569-1573 cm™! and in the free ligands, between 1760-1720
and 1571-1539 cm™!, evidencing the coordination of the
azomethine nitrogen atoms with the copper atoms [39]. The
bands observed at around 2890-2755 cm™' are assigned
to zx(N—H;y), the protonated nitrogen of the pyridine ring.
In all compounds, the IR spectra exhibit the #(N-N) in the
range of 1260-1201 cm™!, in which the displacements of
characteristic bands of the ligands occurred in relation with
their complexes. The stretching frequency of (CSS) in the
free ligands (at around 1015-937 cm™!) decreased in the
complexes (at 847-840 cm™), indicating the complexation
through the thiolate sulfur atom [40].

The '"H NMR spectra of the Schiff bases were recorded
in DMSO-dg. The well-defined singlets at ©=9.47 ppm,
v=9.47 ppm and v =9.02 ppm attributable to the -NH pro-
tons in H2L[, HZL2 and H2L3, respectively, indicated that the
free ligand remained in the thione form even in solution. We
observed the presence of the OH group from vitamin B6 in
the Schiff bases, with chemical shifts characteristic for this
group singlet between v=8.41 and 8.82 ppm. In the 1*C
NMR spectrum of HZLI, the chemical shift is observed at
v=236.24 ppm referring to the -S—CH, group, indicating the
characteristic dithiocarbazate formation.

The UV-Vis spectra were recorded in two different
solvents (methanol and N,N-dimethylformamide) at room
temperature for the pyridoxal derivatives and their copper
complexes (Figure S15 and Table S4 in Supporting Infor-
mation). The spectra of the free ligands show absorption
bands assigned to 7 — z* and n — 7* transitions in the range
of 234-332 nm with large values of molar extinction coeffi-
cients (loge values between 5.16 and 4.66). In the spectra of
the complexes, the absorption bands are displaced to lower
wavelengths, indicating coordination of the copper(Il) atoms
to the ligands. The appearance of the ligand-to-metal charge

@ Springer

transfer (LMCT) transition in the region of 412-434 nm
also indicated the coordination of the metal to the Schiff
bases. The S— Cu' LMCT transition was assigned to a
band around 420 nm in the copper(II) complexes with simi-
lar values reported in the literature [40]. This strong band
is another evidence of the coordination of the metal to the
ligands by the thiolate sulfur atom. The electronic spectra
of the copper(II) complexes exhibit a d—d band at around
625-750 nm with low values of molar extinction.

The molar conductivities for the 1-4 complexes are
between 82.2 and 88.4 Q™! cm” mol~! indicating them to
be non-electrolytes. However, it is clearly observed that
complex 5 is an electrolyte, with molar conductivity of
186.4 Q™' cm? mol™!, due to the halogen ion and cationic
complex [41].

Biological activity
In vitro cytotoxic activity using MTT assays

In vitro cytotoxic activity studies of the complexes using
MTT assays revealed that the complex 5 inhibited the tumor
growth of Sarcoma-180 and Ehrlich cell lines in a dose-
dependent manner. The complex 5 showed significant cyto-
toxicity compared with doxorubicin, with an ICy, value of
33.30 (+0.06) pM against an IC5, value 89.18 (x2.30) uyM
in S-180 cells. The same can be observed in the Ehrlich
cell line, with an ICs; value of 16.89 (+1.02) pM compar-
ing with an ICy, value of 143.80 (z12.70) for doxorubicin
(Table 3). Figure 5 shows the cell viability plots for Sar-
coma-180 and Ehrlich cell lines of the compounds 1-5 and
also the ICs, values for each cell line. Compounds 1 and
4 presented higher values of ICy, against tumor lineages,
showing less antitumor activity than compound 5, indicating
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Table 3 Cytotoxic activity of doxorubicin (the reference drug), the
free ligands and copper(Il) complexes 1-5 expressed as the inhibi-
tion concentration that causes a 50% decrease in cell growth (ICs),
in pumol L' (95% CI), treated for 48 h at concentrations in the range
from 0.2 to 200 pmol L™" against cancer cell line (mean =+ standard
error of the mean)

Compound S-180 EHRLICH
H,L! 25.3 (£3.52) ¥

H,L? * *

H,L? * *

1) 37.49 (£2.30) 55.90 (£2.20)
()] 25.20 (+1.46) b

3) 53.40 (+1.80) *

4) 36.69 (+£0.73) 89.85 (+1.44)
(5) 33.30 (x0.06) 16.89 (1.02)
Doxorubicin 89.18 (+2.30) 143.8 (+12.70)

Mean + SD standard error of at least three independent experiments.
*1C5 not calculated

that lower concentrations of this compound are required to
inhibit cancer cells growth. It was not possible to determine
the ICy, for the Ehrlich cell line of the complexes 2 and
3, and therefore, complex 5 was selected for the following
assays.

We observed only ICs, values determined for the H,L!
ligand to S-180 cells and the copper(II) complexes with this

Complex 1- S-180 Complex 1- Ehrlich

8§ 8

% Viability
g 3

% Viability

~
o X

% Viability
% Viability

Fig.5 Effect of the complexes 1-5 on the viability of Murine S-180
and Ehrlich cells treated with different concentrations (0.2-200 pM)
and after 48 h of treatment cell viability was assessed by colori-
metric assay MTT. The data represent a mean of three independent

ligand did not increase the effectiveness against this cell line;
however, the compound 1 exhibits reasonable cytotoxicity
against Ehrlich cells. The cytotoxic activity of the com-
pounds can be attributed to the properties of the ligands;
however, it is observed that the complexes 2-5 present cyto-
toxicity and effects for the free ligands are not detected. In
general, the complexation of the ligands with metal atoms
enhances the cytotoxicity with superior activity of the com-
plexes than the free ligands [42, 43]. Reported studies indi-
cated that the efficiency of metal complexes in relation to
free ligands is due to better interaction with the cells due to
the significant change in several physical-chemical proper-
ties of the complexes, such as molecular weight, geometry
and redox properties [44, 45].

Confirmation of apoptosis induction by double staining
with Hoechst 33342 and propidium iodide

Hoechst 33342/PI double staining allowed apoptotic cells
to be distinguished from necrotic cells by morphological
changes in Sarcoma-180 and Ehrlich cells treated with com-
plex 5 (Fig. 6). It was verified that cells with highly con-
densed and bright blue fragmented chromatin, which are in
a phase of recent apoptosis, are more abundant compared
with cells with highly condensed and fragmented chromatin
pink or red, that are in late apoptosis, which represent the
low rate of necrosis of cells [46]. According to the observed

Complex 2 - S-180 Complex 3 - $-180

% Viability
% Viability

(M) (M)

% Viability
% Viability

[uM)

experiments + SD. Asterisks (*) represent statistically significant cell
viability decrease when compared with unstimulated cells (UNS) by
one-way ANOVA test. Statistical significance is indicated by asterisks
representing p-values (*p <0.05; **p <0.01; **¥*p <0.001)
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Complex 5- S-180

100 [ Viable

@8 Early apoptosis
Bl Late apoptosis
[0 Necrosis

80
60
40

% of Cells

20

Control

Fig.6 Percentage of complex 5 in S-180 and Ehrlich cells in apop-
tosis and necrosis after treatment of bearing mice by double staining
with HO/PI. Data show the mean =+ SD of four animals per treatment.

values, it can be affirmed that in the morphological findings
compound 5 induces apoptosis in Murine breast Carcinoma
Ehrlich and in sarcoma S-180 tumor. In sarcoma-180 cells,
the complex induces a greater proportion of early apoptosis
than late apoptosis, and the opposite can be observed in Ehr-
lich cell line (Fig. 7). It is also identified that the low level
of necrosis of the compound can be related to the pathway
of cell mortality; therefore, the main route would be apop-
totic (p>0.001). Studies show that compounds with similar
characteristics may also induce this pathway [16].

Quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR)

Figure 8 shows caspase 3, caspase 8, caspase 9, Bax and
TP53 transcript expressions analyzed by RT-qPCR in S180
and Ehrlich cells treated with the concentration of 10 pM
of complex 5 for 3 h. It is evident that all analyzed genes
showed a very high level of expression in both cell lines
treated with complex 5 in comparison with our control
(without treatment). The expression of these genes induced
apoptosis-related events, because the overexpression is
directly involved in the process of cellular death. Although
sarcoma-180 cell line showed a higher level of gene expres-
sion, except for Bax and TP53, the gene expression for both
cell lines showed the same parameters. In Sarcoma-180, the
TP53 gene expression was increased in comparison with
the Ehrlich line and the opposite occurred with the Bax—a
greater expression in sarcoma-180 than Ehrlich cell line.
Either the intrinsic or the extrinsic pathway may initiate
apoptosis [47], the extrinsic pathway can crosstalk to the
intrinsic pathway through the caspase 8-mediated cleavage
of the BID. The data can be comprised by expression of cas-
pase 8 (3 h) gene increasing (maximum expression) 12.90-
and 6.30-fold, compared to that in untreated sarcoma-180
and Ehrlich cells lines, respectively.

In several studies with copper(II) complexes, it has been
shown that the formation of adducts interacting with DNA
in proportion to the concentration administered is widely
involved in the mechanism of action of cytotoxicity of this
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Complex 5 - Ehrlich
100 [ Viable
B Early apoptosis
Bl Late apoptosis
mm Necrosis

80
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% of Cells

20
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ICso0

Statistical significance differences with the untreated control are indi-
cated by asterisks representing p-values (**p <0.01; **¥p <0.001)

Viable

Apoptosis

n-

Necrosis

Fig.7 Representative images show morphological changes of S-180
and Ehrlich cells detected with dual staining of Hoechst 33342/PI:
viable (blue chromatin with organized structure), necrosis (red chro-
matin with organized structure), early apoptosis (bright blue chroma-
tin highly condensed or fragmented), and late apoptosis (pink or red
chromatin highly condensed or fragmented of the complex 5). (Color
figure online)

class of metal compounds [48]. The higher level of all cas-
pases indicates that apoptosis actually occurs along with the
other results.

The increase in 7P53 levels promoted by Bax has been
widely documented as the mitochondrial (intrinsic) path-
way kind of inducing apoptosis [49], and the presence of
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Fig.8 Effects of the complex 5 S-180 Ehrlich
on mRNA expression in S-180 20- 10+
and Ehrlich cells 3 Control o 3 Control
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Fig.9 Proteolitic activities caspase 3 of the complex 5 in the S-180 and Ehrlich cells

the cleaved and activated caspase 3 (Fig. 9) supports our
data. The caspase 3 activation is an early event and initiates
apoptotic damage causing extensive DNA condensation,
shrinkage and fragmentation, and its protein interacts with
caspase 8 and caspase 9 [50]. It can be observed in the S-180
cells, which showed a higher amount of early apoptosis than
Ehrlich cells, that the number of cells in late apoptosis was
higher. These results lead us to conclude that the mechanism
of death cell triggered by the complex in S-180 and Ehrlich
cell lines is probably an intrinsic apoptosis, but we cannot
exclude the participation of other cell death mechanisms or
the extrinsic pathway.

Conclusions

In this paper, we have described five potential anticancer
copper(Il) complexes derived from pyridoxal-S-allyldithi-
ocarbazate and pyridoxal-thiosemicarbazone, in which the
structures have particular characteristics in relation to each
of their chemical properties, highlighting the methods of
synthesis and crystallization. The cytotoxic tests revealed
that the copper(Il) complexes are capable of inhibiting both
S-180 and Ehrlich tumor cells growth. According to the tests
performed with compound 5, it was possible to observe the
death pathway of the cells being treated, confirming the

death of the tumor cells by apoptosis. These promising
results for copper(ll) complexes of the pyridoxal derivatives
may have a great potential as novel antitumor drugs and sug-
gest further studies of selectivity against tumor and normal
cells as well as antitumor tests in vivo.
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