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RESUMO

Novos compostos de coordenacao de ferro(lll) e cobalto(lll) coordenados aos
ligantes triazinana e tiabendazol foram sintetizados, caracterizados e tiveram suas
acOes testadas. Os compostos obtidos foram caracterizados por diversas técnicas a
fim de elucidar suas estruturas e férmulas moleculares, a saber: espectroscopia
eletrbnica no infravermelho, espectrometria de massas, espectroscopia eletronica no
ultravioleta-visivel, analise térmica, Mdssbauer, analise elementar e ressonancia
magnética de hidrogénio. Os compostos apresentaram as seguintes formulas
moleculares: Nas(Fe2TRZ4), Na(FeTRZ).H20.Fe(OH)s, (FeTBZ2ClI2)ClI,
Nas(FeTRZCl4).3 H20. A atividade citotoxica dos complexos foi avaliada em 4
linhagens de células tumorais: carcinoma hepatocelular humano HepG2 (ATCC®
HB 8065™), cancer de mama humana MCF-7 (ATCC® HTB-22), cancer de
pancreas humano MIAPaCa-2 (ATCC® CRL-1420™) e hepatocarcinoma murino
Hepa 1clc7 (ATCC® CRL-2026™) por dois tipos de ensaios: 0 screening e 0 ensaio
colorimétrico do MTT. Esses testes comprovaram que apenas 0S COmpostos com o
ligante triazinana apresentaram acao antitumoral: o complexo de Fe (lll) demonstrou
significativa atividade antitumoral frente a todas as linhagens de células testadas; o
composto Co (Ill) possuiu atividade antitumoral frente a apenas a célula HEPA
1clc7. Em concluséo, este trabalho resultou na sintese de 4 compostos inéditos,
sendo dois compostos com aplicacdo antitumoral.

Palavras-chave: Compostos de coordenacao. Sintese. Caracterizacdo. Atividade
antitumoral.



ABSTRACT

New Iron (lll) and cobalt (lll) coordintation compunds with triazinane and
thiabendazole ligands were synthesized, characterized and their antitumor activities
were tested. The obtained compounds were characterized by several tecniques in
order to elucidate their structures and molecular formules, such as: infrared electronic
spectroscopy, mass spectrometry, ultraviolet-visible electronic spectroscopy, thermal
analysis, Mossbauer, elemental analysis, and hydrogen nuclear magnetic resonance.
The compounds exhibited the following molecular formules: Nas(Fe2TRZa),
Na(FeTRZ).H20.Fe(OH)s, (FeTBZ2CI2)Cl, Nas(FeTRZCl4).3H20. Cytotoxic activity of
the complexes was evaluated against 4 tumor cell lines: Human hepatocellular
carcinoma HepG2 (ATCC® ™ HB 8065), human breast cancer MCF-7 (ATCC®
HTB-22), human pancreatic cancer MiaPaCa-2 (ATCC ® ™ CRL-1420) and Hepa
1clc7 murine hepatocellular carcinoma (ATCC® CRL-2026 ™) by two types of tests:
screening and MTT colorimetric assay. According to these tests, triazinane
compound only showed antitumor activities: Fe (lll) complex demonstrated significant
antitumor activity against all tested cell lines; Co (lIl) exhibited antitumor activity only
against HEPA 1c1c7 cell. In conclusion, this work led to 4 new compounds, and two
of then were antitumor active.

Keywords: Coordination compounds. Synthesis. Characterization. Antitumor activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Relevancia do tema

O presente capitulo tem como objetivo apresentar uma sintese do
conhecimento relacionado ao estudo da quimica bioinorganica, sendo dado énfase
aos complexos de cobalto(lll) e ferro(lll) com ligantes triazinana e benzimidazol.

As inumeras atividades biolégicas exercidas pelos metais tém estimulado o
desenvolvimento de farmacos a base de metais. Pesquisas tém sido realizadas em
conjunto por diversos profissionais visando o desenvolvimento de novos compostos
com diferentes aplicacdes. Na maioria dos casos, busca-se otimizar as propriedades
diversas destes materiais, dependendo da aplicacdo que se deseja.! A realizacédo
desse tipo de estudo tem permitido que materiais ainda nao utilizados pelo homem,
ou subutilizados, passem a ser aplicados de forma mais efetiva, além de possibilitar
gue novos materiais sejam produzidos. O futuro destes novos materiais,
principalmente no que se refere aos compostos de coordenacao (ou complexos), é

bastante promissor.t?

A importancia dos complexos na medicina inicia-se pelo fato de compostos de
coordenacdo desempenharem um papel essencial na vida, visto que a clorofila,
crucial para fotossintese, € um complexo de magnésio; a hemoglobina, responsavel
por levar oxigénio as células, € um complexo de ferro(ll) e que a vitamina B
12(cianocobalamina), responsavel principalmente na formacéo de eritrocitos, € um
complexo de cobalto(lll).2 O desenvolvimento de novos compostos inorganicos como
medicamentos tem sido um estimulo para que as atividades exercidas por ions

metalicos nos meios bioldgicos sejam testadas.!

O momento culminante para o envolvimento destes compostos inorganicos,
principalmente aqueles contendo metais de transicgdo como ions metéalicos, em
testes voltados ao ramo da medicina foi em 1965 com a comprovacao da atividade
antitumoral do complexo denominado cis-diaminodicloroplatina (lI) - comumente
chamada de cisplatina.? A cisplatina, € um composto inorganico, de geometria
planar, que contém um atomo central de platina rodeado por dois atomos de cloro e

duas moléculas de aménia em posicdo cis em relacdo ao metal central.> Este é o
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agente antineoplasico mais efetivo para o tratamento de tumores sélidos, entre eles
pulméo, ovario, cabeca, pescoco e bexiga.? Além disso, esse farmaco apresenta
taxas de cura superiores a 90% nos casos de cancer nos testiculos.* A atividade
biologica da cisplatina foi descoberta casualmente por Barnett Rosenberg e seus
colaboradores, durante seus trabalhos sobre o estudo do crescimento da bactéria

Escherichia coli, no qual evidenciaram a inibicdo da divisédo celular pela cisplatina.?#

Apo6s essa descoberta, Rosenberg e seus colaboradores iniciaram estudos da
atividade antitumoral da cisplatina, observando a capacidade de reducdo do
crescimento celular em tumores de animais, mais especificamente em camundongos
portadores de sarcoma-180, um modelo de tumor usado para ensaios
farmacoldgicos.? Os resultados positivos incentivaram as pesquisas na area e a
realizacdo de testes clinicos. Hoje, sabe-se que a atividade antineoplasica da
cisplatina esta atribuida a ligagdo ao acido desoxirribonucleico (DNA) e seu efeito
citotoxico é causado pela inibicdo da transcricdo e replicacdo, induzindo a morte
celular por apoptose.>* Em 1979, a cisplatina foi aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA), 6rgdo norte americano responsavel pelo controle dos
alimentos, suplementos alimentares, medicamentos e cosméticos, para tratamento
de cancer. A introducao da cisplatina na classe de farmacos antitumorais provocou
uma corrida cientifica com o intuito de obter novos compostos com melhor atividade
antitumoral, menor toxicidade e maior espectro de acao, principalmente no que se
refere as células resistentes a cisplatina.>* No Brasil, a cisplatina é comercializada

como Platinil.24

HN, . wC! DNA He, o
Pt —_—
HN? N ClI HNT Vg

Cis Cisplatina

Figura 1. llustragcdo da ligagao da cisplatina ao DNA.?
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Com a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina, os complexos
foram incluidos como possiveis agentes terapéuticos.? Um consideravel aumento no
arsenal de drogas disponiveis e até mesmo uma melhoria na eficacia de
medicamentos com acgao ja comprovada podem ser obtidos através da coordenacao
de metais a farmacos.>® Alguns complexos metdlicos utilizados na préatica médica
(*ou em testes clinicos) e sua designacdes comerciais estdo apresentadas na
Figura 2. Os complexos de platina, Pt(ll), e de ruténio, Ru(lll) sdo utilizados como
agentes anti-tumorais; os complexos de gadolinio, Gd(lll), e de manganés, Mn(ll),
como agentes de contraste em imaginologia de ressonancia magnética; 0s
complexos com radionuclideos: tecnécio (99mTc) e galio (67Ga) como agentes de
radiodiagnostico e estadiamento de tumores; iridio (90Y) como agentes de

radioterapia do cancro.*
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Figura 2. Complexos metalicos utilizados na pratica médica.*

Pesquisadores tém demonstrado que complexos metalicos contendo
antibioticos, por exemplo, sdo frequentemente mais ativos que a droga livre e, em

alguns casos, propriedades terapéuticas que o farmaco ndo coordenado nao exibia,
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foram comprovadas nos complexos.>® Isso foi exemplificado com o tiabendazol, pois
o mesmo exibiu diferentes atividades frente ao fungo Candida albicans.® Esse ligante
ao ser testado de forma livre demonstrou baixa atividade frente ao fungo, 0 mesmo
farmaco ao ser complexado com cobre (Cu) provindo do sal acetato de cobre Il
diidratado [Cu2(CH3CO02)2.2H20 apresentou moderada atividade antifingica.
Enquanto alto potencial de atividade anticandida foi comprovada quando o complexo
era formado a partir de sais de cobre como o cloreto de cobre diidratado

(CuCl2.2H20) por exemplo.®

Complexos previamente sintetizados também podem ser reavaliados, tendo
suas acdes bioldgicas reanalisadas, pois alguns foram avaliados apenas quanto ao
potencial antibacteriano e antifingico, ndo tendo sido avaliados em outras
situacdes.>* Uma das explicacGes para isso € que a natureza do ligante e sua
capacidade em formar quelato com o metal, favorecem a atividade biolégica de

complexos metalicos.’10

As propriedades biolégicas possivelmente exibidas pelos complexos
formados, deverdo indicar se os mesmos podem ser entdo desenvolvidos como
novos agentes de acdo bioldgica visando a possibilidade de producdo de novos

farmacos.10.11

E certo que muito ha de ser explorado, fato que nos motiva a desvendar e

buscar novos precursores a base de compostos de coordenacéo.

1.2 Compostos de coordenacao

Os compostos de coordenacéo, complexos metalicos, ou apenas complexos
sdo compostos que ocorrem quando um metal de transicdo na forma de ion ou
atomo metdlico se combina com um grupo doador de um par de elétrons
denominado ligante.”'! A formacdo desses complexos é favorecida pelo fato dos
elementos de transicdo formarem ions pequenos, de carga elevada, com orbitais
vazios de baixa energia, com capacidade de receber pares de elétrons isolados
doados pelos ligantes.1°

O complexo € o produto de uma reagdo entre um &cido de Lewis (ion ou

atomo metalico) e uma base de Lewis (ligante). "3 A base de Lewis é possuidora de
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par de elétrons disponivel o qual é doado ao &cido de Lewis.*®* Esse par de elétrons
fica sendo, portanto, compartilhado por ambas as espécies quimicas.’”** Entretanto,
se os ligantes forem capazes de aceitar carga dos orbitais d ocupados do metal, em
seus orbitais 1m*, a doagao o dos ligantes para o metal podera ser compensada, pela
retrodoacdo (“back bonding”) m do metal para os ligantes, fortalecendo a ligacéao
metal-ligante, formando com isso complexos estaveis, pois 0s metais podem usar
seus orbitais d para formar ligacdes d m-p m (“back bonding”), além da ligagéo

coordenada ¢.1213

A substituicdo de um ligante por outro, junto ao atomo metalico central, é
possivel e pode ocorrer em diferentes velocidades, o que permite classificar os
complexos em labeis, quando a substituicdo de ligantes ocorre rapidamente, ou

inertes, quando a substituicdo é lenta.” !

O estudo de complexos metalicos para a quimioterapia a partir de 1978 com o
medicamento cisplatina, representou um grande marco na busca de novos
compostos com atividades antitumorais.? Devereux e colaboradores realizaram
pesquisas com metal cobre, testando atividade anticAncer de complexos a base
deste metal, o complexo testado apresentou efeitos citotdéxicos ao DNA de células

tumorais.14

Os ions metélicos da classe dos metais de transicdo mais pesados em seus
estados de oxidacdo mais altos, como ferro trivalente (Fe** ou Fe(lll)), possuem
maior estabilidade ao se complexar com ligantes nitrogenados e oxigenados.’1? Isso
se deve a conhecida Teoria de Pearson para a predicdo da estabilidade de
complexos, que propde: acidos duros preferem se ligar a bases duras e &cidos
moles preferem se ligar a bases moles, onde entende-se que espécies duras, tanto
acidos como bases, tendem a ser espécies pequenas e pouco polarizaveis e que 0s

acidos e bases moles tendem a ser grandes e mais polarizaveis.'3

O ion metalico ao complexar um farmaco organico pode dar origem a um
farmaco mais potente por alterar, por exemplo, a sua lipofilicidade, facilitando assim
sua entrada na célula, podendo auxiliar no carreamento da molécula biologicamente

ativa, ou seja, viabilizar o transporte do fArmaco, alterando sua via metabdlica.?
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1.3 Compostos de coordenacéao de ferro

Compostos a base de ferro (Fe) vem desempenhando um papel importante
na industria quimica e na vida. O ferro € o elemento mais importante para as plantas
e 0s animais dentre os metais de transicdo.'%1! Este é o metal mais abundante do
organismo humano e esta presente em uma série de processos e funcgdes do
sistema bioldgico, tais como: metabolismo do oxigénio; transporte de elétrons sendo,
neste caso, fundamental na sintese de adenosina trifosfato (ATP); diversas enzimas
com atividade oxirredutase; armazenamento e transporte de ferro (ferritina e
transferrina) e como componente nitrogenase (a enzima fixadora de nitrogénio nas

bactérias).310-12

Outra fator que estimula utilizacdo do ferro na quimica de coordenacéo é a
sua capacidade de aceitar ou doar elétrons interconvertendo-se entre a forma férrica
(Fe®*) e ferrosa (Fe?*), e isso vai depender dos ligantes que se incorporam na sua
coordenacdo.'®1! A forma férrica e a ferrosa sdo os principais estados de oxidagéo
do ferro, em decorréncia do seu pequeno tamanho, o ion Fe3* forma complexos mais
estaveis que o ion Fe?*, além de polarizarem mais fortemente os ligantes levando a
intensas transicdes de transferéncias de carga, por possuirem uma carga a mais;
sendo essas dentre outras, as razdes da preferéncia desta forma metélica nesse

estudo.!?

Complexos de Fe(lll) com Hidroxiquinolina (HQ) e aminoacidos (AA) foram
sintetizados e tiveram suas atividades bioativas testadas. O composto de férmula
[FeE(HQ)AA)]-:2H20 obteveram excelente inibicdo sobre o0s microrganismos
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e

Escherichia coli.1®

Compostos organicos que atuam na captacao de ferro por organismos como
bactérias, por exemplo, conhecidos como sideroforos foram produzidos para
sequestrar Fe(lll) extracelular de agentes patogénicos bacterianos, a partir do
hospedeiro. Os complexos metalicos foram produzidos por estirpes da bactéria
Shewanella putrefaciens marinhos coordenados ao ligante nomeado Putrebactin.
Essa capacidade de projetar novos sideréforos expande o escopo para estudos de

sua guimica de coordenacéo e aplicacdes na quimica medicinal.'®
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Armani e colaboradores sintetizaram o [Fe(fshf)2Cl(MeOH)] (hf: flavonolato),
um complexo metalico de Fe(lll) com flavonoides, visando pesquisar essa classe de
ligantes; grupo importante na fitoquimica por serem antioxidantes, antivirais e
agentes antimutagénicos.!’ Nesse estudo os pesquisadores comprovaram que o
complexo de ferro(lll) foi capaz de realizar clivagem oxidativa do DNA.’ A habilidade
dos flavonoides em formarem quelatos com os metais confere ao mesmo atividade
antioxidante, propriedade de grande interesse nas pesquisas pelo potencial na

prevencédo do cancer e doencas cardiovasculares.’18

Diante disso, a sintese e caracterizacdo de complexos de ferro € de suma
importancia para a medicina, pois existe a possibilidade de aplicacdo e
desenvolvimento da quimica medicinal como nucleases artificiais e agentes

quimioterapicos antifingicos, antitumorais, antimicrobianos, entre outras.* 1°

1.4 Compostos de coordenacao de cobalto

O elemento cobalto (Co) é de suma importancia na medicina pois este metal
esta presente em algumas enzimas; € componente da vitamina Biz na forma de
Co(lll) estando presente no centro de sua estrutura, essa vitamina participa de
alguns processos bioquimicos importantes, tais como a sintese de aminodacidos e
acidos nucleicos e na formacéao de eritrécitos; € utilizado na radioterapia, a radiacao
ionizante (raios y) emitida pela cobalto-60 para atingir determinadas células,
impedindo seu crescimento ou provocando sua destruicdo, sendo assim usado na
radioterapia.1%19

Registros do uso de compostos de cobalto (Co) sdo datados em torno de
2600 A.C como pigmentos de ceramicas egipcias e em pigmentos de vidros
iranianos em torno de 2200 A.C. Porém, foi somente em 1780 que este elemento foi
isolado por T. O. Bergman.'” O cobalto esta intimamente ligado ao desenvolvimento
da quimica de coordenacéo, pois foi através do descobrimento do complexo cloreto
hexaminacobalto (I11) [Co(NH3)s]Cls por Tassaert em 1798 que se iniciou o interesse
na investigacdo deste e outros sistemas de compostos de coordenacdo; a partir

deste composto Alfred Werner desenvolveu parte de sua teoria, que posteriormente
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sucumbiu com as hip6teses do modelo de estrutura proposto por Blomstrand (1869)
e Joergenson (1886).17

Os principais estados de oxidacédo do coballto sdo o Co divalente [Co?* ou
Co(ll)Je o Co trivalente [Co%" ou Co(lll)], o ion Co?" pode ser encontrado em
compostos simples, contudo, compostos simples contendo Co?* sdo oxidantes e
instaveis, enquanto complexos de Co®* sdo estaveis e numerosos. Assim, além da
sua importancia na area médica, a estabilidade dos compostos de cobalto(lll) foi

também fator decisivo na escolha do metal para a pesquisa.%-*?

Vérias sdo as pesquisas que comprovam a eficacia dos compostos de Co(lll).
Complexos metalicos de Co(lll) tiveram acdo comprovada na inibicdo da enzima
urease encontrada em uma variedade de organismos, tais como plantas, algas,
fungos e bactérias. Essa enzima é considerada como um fator de viruléncia nas
infeccbes humanas e animais das vias urinarias e gastrointestinais; podendo causar
urolitiase, pielonefrite, gastrite crénica, Ulcera duodenal, Ulcera gastrica e até

mesmo cancer gastrico.?!

Pesquisas recentes evidenciaram que alguns complexos de Co(lll)
sintetizados exibiram atividade antibacteriana moderada, além de terem apresentado
atividade antibacteriana mais elevada do que o ligante de forma isolada frente as
bactérias gram-positivas e gram-negativas.??

Suas importantes atividades cataliticas também foram estudadas, um
composto de coordenacado Co(lll) foi sintetizado a partir de sal de cobalto simples e
ligante aminabisfenolato; o composto sintetizado apresentou potencial
eletrocatalitico, e esse material foi empregado para a geracédo de hidrogénio a partir
de 4gua, objetivando produzir um combustivel livre de carbono como alternativa aos
combustiveis fosseis.??

Complexos mistos de polipiridil foram sintetizados e tiveram suas acdes
comprovadas; o [Co(phen)z(dta)]** e o [Co(phen)z(amtp)]** (phen = 1,10 fenatrolina,
dta = dipirido-[3,2-a;2’,3’-c]-tien-[3,4-c]lazina, amtp = 3-amino-1,2,4-triazina[5,6-
f]1,10-fenantrolina). Estudos experimentais de fotoclivagem e da ligagdo com o DNA
levaram a propor que a clivagem do DNA do primeiro composto em questéo tenha o
radical hidroxil (OH) como a espécie reativa responsavel por essa clivagem,
enquanto no segundo composto mensurado, o radical que tem o papel fundamental

na reacdo de clivagem seja o anion superéxido (02).%*
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Eshkourfu e colaboradores observaram experimentalmente o potencial
citotéxico de um composto de cobalto(lll), o [CozL2](NO3)2.2H20.0,5C2HsOH (L =
N’,N’2-bis[(1-E)-1-2(2-piridil)etilidene]propanodiidrazida) frente a linhagem de cancer

de mama MDA-361, por apoptose através da inducgédo da clivagem do DNA.?°

Em face de sua vasta aplicagdo os complexos de cobalto (Ill) vém atraindo a
atencdo da comunidade cientifica no que diz respeito as suas propriedades fisico-
guimicas e biologicas. Em virtude disso, faz-se necessario a investigacao, sintese e

caracterizacao de novos compostos desta natureza.

1.5 Compostos de coordenacao utilizando ligante triazinana

O ligante triazinana € um representante da familia das triazinas, estas sao
heterociclos aromaticos tri-nitrogenados encontrados em muitos farmacos,
desempenham importante papel em termos farmacoféricos da substancia bioativa, e
suas variadas e Uteis aplicacdes tém despertado interesse em sua sintese.?6:2” A
descoberta das moléculas desse grupo quimico ocorreu no inicio de 1950 pela
empresa de quimica intitulada Geigy de origem suica. ?>2’Essa classe de compostos
pode apresentar-se em trés isOmeros constitucionais de posigdo: 1,2,3-triazina,
1,2,4-triazina e 1,3,5-triazina ou s-triazina (Figura 3). 2627

1,2,3-triazina 1,2 4-triazina 1,3,5-triazina

N
N~ N N7 RN N7 N

D

Figura 3. Isbmeros do anel triazina.

Quando o anel da triazina é saturado adota-se a nomenclatura com a
terminacdo “inana”. O composto 2,4-dicloro-6-(N,N-dimetilamino)-1,3,5-triazinana,
importante representante da classe de triazinas foi preparado nos anos 80,

revelando ser inibidor da enzima aromatase, responsavel pela produgdo de
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estrégeno, hormonio que estimula o crescimento de células tumorais nas mamas,
passando a ser usado como antitumoral, principalmente para o0s tratamentos
do cancer de mamae docancer dos ovariosem mulheres no periodo pos-
menopausa.?® A partir de entéo, foi intensificado o estudo desses compostos nesta

area e em diversas outras aplicagdes.?®

Compostos com heterociclos nitrogenados sdo uma das classes de
substancias mais exploradas em quimica organica por estar presente na maior parte
dos farmacos.?® Sdo substancias que apresentam diversas propriedades bioldgicas
e farmacoldgicas, e isso se deve ao fato de possuirem atomos de nitrogénio em
diferentes graus de hibridizacdo, podendo ser aceptores de ligacdo de hidrogénio,

possibilitando sua utilizagdo nas indUstrias farmacéuticas e de biotecnologia.?®

O ligante empregado neste trabalho, nomeado 2,2’,2” (1,3,5-triazinana)-1,3,5-
triil-triacetato de sédio (TRZ), (Figura 4) € um derivado de triazina, conhecido como
triazinana, diferenciado da mesma por apresentar seu anel saturado.?® A escolha
desta molécula como ligante deve-se a sua capacidade de coordenar-se ao centro
metélico em diferentes modos de coordenacado, pois a sua estrutura contém dois
possiveis locais de coordenacdo: os atomos de nitrogénio do anel triazinano e o0s

atomos de oxigénio das carboxilas, desprotonadas ou nao.

Figura 4. Estrutura da 2,2’,2” (1,3,5-triazinana)-1,3,5-triil-triacetato de sédio.


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Câncer_dos_ovários&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Menopausa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Menopausa
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Como exemplo de aplicacdo das triazinanas pode-se destacar sua eficiente
acéo biolégica frente as cepas de Staphylococus aureus e Escherichia coli.?® Séo
também utilizadas como inseticidas na industria alimenticia em funcdo de seus
derivados demonstrarem acao desinfetante no tratamento de agua e serem atoxicos

ao ser humano.?6

A linha de pesquisa em sintese de compostos de coordenag¢do com potencial
aplicacédo biolégica é de grande valia para o desenvolvimento de novos farmacos.?
Assim, neste projeto um derivado de triazinana foi empregado como ligante devido a
sua capacidade de coordenar-se a metais duro, conforme descrito na teoria de

Pearson, e por apresentarem diversas acoes farmacoldgicas comprovadas.!®

Acredita-se que os complexos metalicos propostos neste projeto poderdo
induzir a produgdo de novos metalofarmacos uteis em tratamentos de diversas

endemias.

1.6 Compostos de coordenacao utilizando ligante tiabendazol

Pertencente a classe dos benzimidazéis, o tiabendazol (TBZ) (Figura 5) é um
fungicida sistémico de acao protetiva e curativa; com ampla aplicacédo farmacolégica,
devido a suas propriedades anti-helmintica, fungicida e bactericida.*® Nao s6 pelo
seu amplo espectro, mas sua grande utilizacdo também se deve ao fato que, de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude sua toxicidade é desconhecida como
ingrediente ativo e grau técnico, em uso normal.* Outro fator que foi levado em
consideracao na escolha deste composto como ligante foi o fato desta molécula ter a
capacidade de coordenar-se ao centro metalico em diferentes modos de
coordenacao, pois a sua estrutura contém trés possiveis locais de coordenacao: 0s
atomos de nitrogénio do anel imidazolico e do anel tiazélico e o atomo de enxofre do
tiazol.>® Outro fato determinante para a escolha do tiabendazol como farmaco de
estudo se deve ao fato do mesmo apresentar atividade quelante e semelhancas

estruturais com outros quelantes de metal.>
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Figura 5. Estrutura do [2-(tiazol-4-il) benzimidazol].

O TBZ vem sendo empregado como medicamentos tanto para humanos
quanto para animais, como conservantes para alimentos, e também como fungicida
para a agricultura.*® A principal utilizacdo do tiabendazol como medicamento ocorre
devido sua propriedade anti-helmintica, 0 mesmo combate o parasita na fase adulta,
na forma de ovo e de larva, fazendo com que diminua a eliminacéo destes nas fezes

dos organismos infestados.*

Os benzimidazois ligam-se a beta-tubulina livre, inibindo a sua polimerizacao
e, assim, interferem na captacao de glicose dependente de microtubulos. Exercem
acdo inibitéria seletiva sobre a fungcao microtubular dos helmintos, sendo 250 - 400
vezes mais potentes nos helmintos do que nos tecidos de mamiferos. O efeito leva
algum tempo para se manifestar, e os vermes podem ndo ser expelidos durante
varios dias.* Nao se tem certeza ainda sobre o mecanismo de acéo especifico do
TBZ, mas ha hipoteses de que se tenha uma inibicAo de uma enzima que se
encontra na mitocondria celular das células dos parasitas ao inibir a fumarato-
redutase interferido desta maneira com a fonte de energia, causando um prejuizo no

desenvolvimento das mesmas.*

Trés compostos de tiabendazol complexados ao cobre(ll) foram sintetizados e
tiveram suas acdes biologicas testadas. Dois dos compostos testados tiveram
expressiva atividade anti-candida e também apresentaram melhora na acao
antitumoral frente a duas linhagens de células tumorais quando comparados ao

ligante livre.®
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O aumento da atividade do TBZ vem sendo comprovada ao associar este
ligante mesmo a metais, propde-se que complexos metélicos do mesmo induzem o
aumento dos efeitos tdxicos através da formacgdo de espécie reativas de oxigénio.?8
Atividades antitumorais de complexos metalicos do TBZ vem sido testadas exibindo

atividades citotoxicas frente a diversas linhagens de células tumorais.%28

Os complexos [Ni(TBZ)2(NO3z)(H20)](NO3) e [Zn(TBZ)2(NOs3)(H20)](NOs3)
foram sintetizados e testados, os mesmos exibiram atividades antimicrobianas
promissoras frente a bactéria gram positiva bacillus subtilis, a gram negativa

escherichia coli, assim como ao fungo aspergillus flavus.?®

O fato do tiabendazol ja ser um farmaco de ampla utilizacdo e de ter varias
pesquisas que apontam sua eficdcia quando apresentados na forma de complexos
metélicos estimulou essa pesquisa no sentido de desenvolver novos agentes

terapéuticos a base de metais.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral a obtencdo de compostos de
coordenacao formados pelos ligantes TRZ e TBZ com metais trivalentes da primeira
série do bloco d, notadamente o ferro e o cobalto, e a avaliagdo de suas
propriedades antitumorais.

2.1 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos desta pesquisa basearam-se em:

Estudar uma metodologia sintética adequada para a obtencdo de complexos
de Fe (lll) e Co (lll), tendo como principais ligantes 0 TRZ e o TBZ.

Caracterizar os compostos de coordenacdo sintetizados através das
seguintes técnicas: espectroscopia eletrbnica de absorcdo na regido do
infravermelho (espectroscopia no infravermelho), analise térmica, espectroscopia de
massa, analise elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre (CHNS),
espectroscopia Mossbauer, espectroscopia eletrbnica de absorcdo na regido do
ultravioleta-visivel (espectroscopia no ultravioleta-visivel) e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (*H RMN).

Testar a acdo biolégica dos compostos sintetizados frente as células HepG2,
MCF-7e, HEPA 1clc7 e MIAPaCa-2, comparando com farmacos de acéo
comprovada e conhecida.
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3. METODOLOGIA

Esta secdo descreve brevemente as etapas e condi¢cdes envolvidas nas
sinteses de compostos de coordenacédo a base de Fe(lll) e Co(lll) com um derivado
de triazinana e um composto da familia dos benzimidazoéis como ligantes. Sao ainda
apresentados o0s materiais utilizados e o detalhamento das técnicas de

caracterizagcdo empregadas.

3.1 Materiais

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes moléculas como ligantes: TRZ,
uma triazinana, cuja estrutura esta apresentada na Figura 4, que foi sintetizada e
gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa coordenado pelo professor Dr°. Sandro
José Grego; TBZ, um benzimidazol, cuja estrutura esta apresentada na Figura 5,
obtido comercialmente da Sigma®, com 99% de pureza. Os sais dos metais Fe(lll) e
Co(lll), os solventes utilizados, e as respectivas marcas e purezas estdo descritos na
Tabela 1.

Todas as substancias quimicas empregadas neste trabalho foram utilizadas

conforme recebidas.
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Tabela 1. Lista de procedéncia dos reagentes e solventes

Formula _
Reagente o Procedéncia®, pureza (%)
quimica
Tricloreto de ferro (I1l) hexa ) )
) FeCl3.6H20 Dinamica, 97%
hidratado
Nitrato de ferro (lll) nona
' Fe(NO3)3.9H20 Vetec, 98%
hidratado
Cloreto de cobalto(ll) hexa
) CoCl2.6H20 Vetec, 98%
hidratado
Formula _
Solvente o Procedéncia®, pureza (%)
guimica
Agua deuterada D20 Aldrich, 99,9%
Etanol C2HesO Sigma-Aldrich, 99,5%
Hidréxido de sadio NaOH Synth, 99%
Metanol CH4O Sigma-Aldrich, 99,9%
Peroxido de hidrogénio H202 Synth, 98%

3.2 Sintese do composto FeTRZ

Nesta primeira sintese, foi empregado o FeCls.6H20 como fonte de ions Fe
(111 e o ligante TRZ. Este composto foi previamente (antes da elucidacao estrutural)

denominado FeTRZ e esta nomenclatura foi utilizada ao longo do texto.

O composto FeTRZ foi preparado utilizando a rota sintética esquematizada na
Figura 6. Nesta rota, 0,08 g (3,06.10* mol) do sal de Fe(lll), o FeCls.6H20, foi
solubilizado com 10 ml de metanol e 0,11 g (3,06.10* mol) do ligante TRZ foi
solubilizado com 40 ml de metanol. Em seguida, as solu¢des foram misturadas e
agitadas a temperatura ambiente (25°C) por quatro horas. Ao término, a solucao foi
rotoevaporada, o material sélido alaranjado obtido foi lavado, seco e armazenado. O

rendimento estimado baseado na estrutura proposta (item 4.1.4) foi 67%.
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FeCl,.6H,0 (1:1) TRZ

4h- agitacao (Temperatura ambiente)

FeTRZ

Figura 6. Rota reacional para a obten¢éo do FeTRZ.

A rota reacional esboc¢ada na Figura 6 também foi acompanhada através de
fotos digitais, que sdo exibidas na Figura 7 para ilustrar as mudangas visuais

ocorridas nas etapas da reacéo.

Solugdo metandlica
olica de TRz de Fe(lll)

Figura 7. Fotografias registradas das solu¢cdes metandlicas de TRZ e Fe(lll), sal de cloreto, e do

complexo FeTRZ formado.

3.3 Sintese do composto FeTRZ-NOs

Nesta segunda sintese, foi empregado o (FeNO3)3.9H20 como fonte de ions
Fe(lll) e o ligante TRZ. Este composto foi previamente (antes da elucidacéo
estrutural) denominado FeTRZ-NOs e esta nomenclatura foi utilizada ao longo do
texto.

O composto FeTRZ-NOs foi preparado utilizando a rota sintética

esquematizada na Figura 8. Nesta rota, 0,12 g (3,06.10“ mol) do sal de Fe(lll), o
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Fe(NO3)3.9H20, foi solubilizado com 10 ml de metanol e 0,1 g (3,06.10* mol) do
ligante TRZ foi solubilizado com 40 ml de metanol. Em seguida, as solu¢bes foram
misturadas e agitadas a temperatura ambiente (25°C) por quatro horas. Ao término,
a solucéo foi rotoevaporada e o material sélido avermelhado obtido foi lavado, seco
e armazenado. O rendimento estimado foi de 74% baseado na estrutura proposta a

ser apresentada no item 4.2.4.

(FeNO,),.9H,0 (1:1) TRZ

4h- agitacdo (Temperatura ambiente)

FeTRZ-NOs

Figura 8. Rota reacional para a obten¢cédo do FeETRZ-NOs.

A rota reacional esbogada na Figura 8 foi acompanhada de fotos digitais, que
séo exibidas na Figura 9 para ilustrar as mudancgas visuais ocorridas nas etapas da

reacao.

Solugio metancica [N

Figura 9. Fotografias registradas das solugfes metandlicas de TRZ e Fe (lll), sal de nitrato, e do

complexo FeTRZ-NOs formado.
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3.4 Sintese do composto FeTBZ

Nesta terceira sintese, foi empregado o FeCls.6H20 como fonte de ions Fe
(1l1) e o ligante TBZ. Este composto foi previamente (antes da elucidagcao estrutural)

denominado FeTBZ e esta nomenclatura foi utilizada ao longo do texto.

O composto FeTBZ foi preparado a base de Fe(lll) utilizando a rota sintética
esquematizada na Figura 10. Nesta rota, 0,09 g (3,13.10* mol) do sal de Fe(lll), o
FeCls.6H20, foi solubilizado com 10 ml de etanol e 0,21 g (9,938.10* mol) do ligante
TBZ foi solubilizado com 40 ml de etanol a quente (50°C). Em seguida, as solucdes
foram misturadas e agitadas a temperatura ambiente (25°C) por quatro horas. Ao
término, a solucédo foi rotoevaporada. A seguir, o0 material sélido vermelho obtido foi
lavado, seco e armazenado. O rendimento estimado foi de 61% baseado na

estrutura proposta a ser apresentada no item 4.3.4.

FeCl,.6H,0 (1:3) TBZ

4h- agitacdo (Temperatura ambiente)
FeTBZ

Figura 10. Rota reacional para a obtencdo do FeTBZ.

A Figura 10 esboca rota reacional da sintese, esta foi acompanhada de fotos
digitais, que séo exibidas na Figura 11 para ilustrar as mudancas visuais ocorridas

nas etapas da reagéo.
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Solugao etandlica
de Fe (lll)

Figura 11. Fotografias registradas das solugbes etandlicas de TBZ e Fe (lll), sal de cloreto, e do

complexo FeTBZ formado.

3.5 Sintese do composto CoTRZ

Nesta quarta sintese, foi empregado o CoCl2.6H20 como fonte de ions Co(ll)
e o ligante TRZ. Este composto foi previamente (antes da elucidacédo estrutural)
denominado CoTRZ e esta nomenclatura foi utilizada ao longo do texto.

O composto CoTRZ foi sintetizado utilizando a rota sintética esquematizada
na Figura 12, seguindo os seguintes procedimentos: 40 ml de uma solucdo
metanolica contendo 0,12 g (3.06.10* mol) do ligante triazinana foi preparada. A
esta solucdo foram adicionadas 10 ml de uma solucdo metandlica contendo 0,07 g
(3.06.10* mol) de CoCl2 .6H20. Em seguida, foi acrescentada, gota a gota, uma
solucdo de NaOH 1 mol.L* até o pH do meio reacional mudar de 6,5 para 8. Por fim,
2,0 ml de H202 foram gotejados no meio e durante esse ultimo procedimento a
solucéo variou da cor alaranjada para verde musgo. A solucéo final ficou agitando a
temperatura ambiente (25°C) por 12 horas. Ao término, a solucéo foi rotoevaporada
e o0 material soélido, de cor verde musgo, foi lavado, seco e armazenado. O
rendimento estimado foi de 59% baseado na estrutura proposta a ser apresentada
no item 4.4.2.
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CoCl,.6H,0 (1:1) TRZ

gotejamento de NaOH 1%
gotejamento de H,0,

12h- agitacdo (temperatura ambiente)
CoTRZ

Figura 12. Rota reacional para a obtencédo do CoTRZ.

A rota reacional esbocada na Figura 12 foi acompanhada de fotos digitais,
gue sdo exibidas na Figura 13 para ilustrar as mudancas visuais ocorridas nas

etapas da reacao.

UHI\‘(.K}’
A

Figura 13. Fotografias registradas das solu¢cdes metandlicas de TRZ e Co(ll), sal de cloreto, e do

complexo CoTRZ formado.

3.6 Caracterizacao

Os complexos obtidos foram caracterizados, conforme cada caso através de:
espectroscopia no infravermelho (4000-500 cm™); espectrometria de massa; analise
térmica; analise elementar; Mossbauer; espectroscopia no ultravioleta-visivel; e RMN
de HL.
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O ligante TRZ foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia no ultravioleta-visivel, andlise térmica e *H RMN para atuar como

padréo na conclusao da coordenacdo do TRZ aos ions metalicos Fe(lll) e Co(lll).

O ligante TBZ foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho e analise
térmica para atuar como padrdo na conclusdo da coordenagdo do TBZ ao ion

metalico Fe(lll).

3.6.1 Espectroscopia no infravermelho

Os ensaios de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, foram
realizados nas dependéncias do Nucleo de Competéncias em Quimica do Petrdleo
(NCQP) da UFES, com o equipamento Spectrum 400 PerkinElImer® pelo método de
reflectancia total atenuada (ATR) com faixa espectral de 650 cm™* a 4000 cm™ e

resolucdo 1 cm™.

3.6.2 Célculos teodricos

A geometria otimizada e célculos foram realizados pelo programa de
Gaussian 2009W (G09) , empregando o formalismo de restricdo de rotacdo do
B3LYP/LANL2DZ e B3LYP/6.311g hibrido funcional (de trés parametros de Bec
funcional com o LYP21 correlagéo funcional) para todos os a&tomos.

3.6.3 Espectrometria de massa

Os ensaios de espectrometria de massa, foram realizados nas dependéncias
do NCQP. Os espectros de massa foram obtidos em um espectrobmetro de alta
resolucado (modelo 9,4 T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen, Germany), operado em
modos de ionizagao positivo e negativo com electrospray ionizante, ESI(+) e ESI(-)-
FT-ICR (MS). A aquisi¢cdo dos espectros de FT-ICR MS foi realizada com poder de
resolucdo de m/Am50% = 500000, onde Am50% ¢é o pico inteiro com m.z'1 400
sendo metade da altura maxima e acuracia de massa < 1 ppm, as mesmas foram

realizadas nas dependéncias do NCQP.
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3.6.4 Anélise térmica

As analises térmicas, termogravimetria (TG) e diferencial (DTA), foram
processadas no equipamento de analise termogravimétrica modelo SDT Q600 da TA
Instruments®, as mesmas foram realizadas nas dependéncias do NCQP, nas
seguintes condi¢des: aquecimento: 20°C a 1000°C, com razao de aquecimento de
10°C mint, nitrogénio como atmosfera do forno, vazdo média de 50 mL mint e em

cadinhos de a-alumina.

3.6.5 Anélise elementar

As determinacdes das porcentagens do teor de carbono, hidrogénio e
nitrogénio foram realizadas em um analisador elementar PerkinElmer CHN modelo
2400 do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN) em Belo
Horizonte-MG e confirmadas as porcentagens do teor de carbono, hidrogénio,
nitrogénio e enxofre no departamento de quimica da Universidade de Séao Carlos -

UFSCAR, em um analisador elementar Fisions instrument CHNS modelo EA 1108.

3.6.6 Espectroscopia de Méssbauer

Os espectros Mossbauer de °’Fe foram registrados numa geometria de
transmissdo, utilizando uma fonte radioativa de >’Co em matriz de rédio (Rh), sendo
a massa da amostra em torno de 10 mg. A calibracdo do instrumento foi realizada
com uma fita metalica contendo ferro metalico (a-Fe). Os ajustes dos componentes
dos espectros Mossbauer foram realizados com o programa Normos Mossbauer Fit
Program. Os espectros Mossbauer foram registrados em temperatura de
aproximadamente 17 K no Laboratério de Magnetometria e Espectroscopia de
Mossbauer (LEMAG) do Departamento de fisica da UFES.

3.6.7 Espectroscopia no ultravioleta-visivel

As medidas de absorcéo na regido do ultravioleta-visivel foram realizadas no

Laboratorio de instrumentacdo do NCQP, obtidos no espectrofotbmetro modelo
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Lambda 45, do fabricante Perkin Elmer. As andlises foram realizadas utilizando-se
cubetas de quartzo de 1 cm de comprimento por 1 cm de largura. Todas as medidas
foram efetuadas num intervalo de comprimento de onda de 200 a 700 nm em um
ciclo de leitura, com velocidade de varredura de 480 nm mint. As medidas foram

realizadas com amostras diluidas em agua (branco).

3.6.8 'H RMN

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um espectrometro Varian 400
MHz com sonda Broadband 1H/X/D de 5 mm, existente no NCQP. Os
deslocamentos quimicos (%) sdo reportados em partes por milhdo (ppm) referentes
ao padréo interno (TMS) ou ao sinal do proprio solvente. Foi utilizado como solvente

agua deuterada.

3.7 Atividade antitumoral

O cancer é um importante problema de saude publica responsavel por mais
de 8,2 milhdes de Obitos por ano, o que representa 13% de todas as causas de
mortes no mundo, para 2016, estima-se a ocorréncia de mais de 596 mil casos da
doenca no pais. Estimativas sugerem que até 2032 os nameros de novos casos

chegam a 21,4 milhdes.?®

A busca por novos farmacos tem aumentado com vistas a se encontrar
tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem a descoberta de novas
estratégias que impecam a evolucédo dessa doenca.®® Com esse intuito, estudos de

citotoxicidade dos novos compostos sintetizados foram realizados.

Ensaios de citotoxicidade dos compostos sintetizados foram realizados pelo
grupo de pesquisa coordenado pelo professor Dr.° Marcio Fronza do Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Vila Velha — UVV.

A atividade citotoxica dos complexos foi avaliada em 4 linhagens de células
tumorais: carcinoma hepatocelular humano HepG2 (ATCC® HB 8065™), cancer de
mama humana MCF-7 (ATCC® HTB-22), cancer de pancreas humano MIAPaCa-2
(ATCC® CRL-1420™) e hepatocarcinoma murino Hepa 1c1c7 (ATCC® CRL-



42

2026™) por dois tipos de ensaios: o primeiro ensaio foi o screening seguido pelo

ensaio colorimétrico do MTT segundo Mosmann (1983).

O screening avalia a citotoxicidade em porcentagem de morte celular e,
geralmente, é feito primeiro para determinar qual composto apresenta atividade
antitumoral frente as células testadas.

O MTT baseia-se na reducdo metabdlica do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difeniltetrazélio)] (MTT) no interior da mitocondria celular pela enzima
succinato desidrogenase (NADPH), formando um composto de coloracao violacea
denominado de formazana, sendo que a quantidade produzida desses cristais é

proporcional a quantidade de células vivas.

3.7.1 Manutencéo das linhagens

As células da linhagem HepG2, MCF-7, MIAPaCa-2 e HEPA 1 clc7 foram
cultivadas em meio de cultura Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium-DMEM® (Sigma-
Aldrich, USA), acrescido dos antibiéticos penicilina 100 Ul mL* e estreptomicina 0,1
mg mL?! e bicarbonato de sédio mantidos em pH 7,2. Posteriormente, o meio foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil). As células foram
cultivadas em garrafas proprias para cultivo celular, mantidas a 37° C em atmosfera
de 5% de CO:2 até que a monocamada celular estivesse confluente. Posteriormente,
as células foram lavadas com 5 mL de solucdo tampao fosfato pH 7,4, estéril e
desagregadas das garrafas com 1,5 ml de tripsina 0,25% (Sigma-Aldrich, USA).
Apods o desprendimento do tapete celular, as células foram homogeneizadas com
8,5 mL de meio de cultura acrescido de 10 % de soro fetal bovino para inativacéo da
acao da tripsina e dissolucdo de possiveis grumos celulares. A suspensao celular
obtida foi entdo contada usando azul de tripano para verificar a viabilidade celular.
Apds contagem na camara de Neubauer e avaliacdo da viabilidade, a suspenséo
celular foi transferida para novas garrafas e/ou placas de 96 pocos para a

manutencgao da linhagem em cultivo e/ou realizagao dos testes.
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3.7.2 Ensaio screenig

O estudo usando como modelo culturas de células neoplasicas apresenta
vantagens que o torna essencial para o estudo da atividade no tratamento de
cancer, entre elas destacam-se: condicbes controladas para o0 estudo do
comportamento das células, teste com amostras em concentracdo conhecida, no
screening de drogas onde se fazem muitas replicatas e se testam inUmeros
compostos. A cultura de células € menos custosa economicamente que 0s testes in
vivo, além de reduzir o uso de animais nestes ensaios. Além disso, outro fator
positivo para esse teste é o fato de ser muito utilizado como método alternativo aos

testes farmacoldgicos em 6rgaos isolados.

Os experimentos de screening utilizou uma suspenséo de 7 x 10* células mL™*
da células MIAPaCa-2 e HEPA 1 c1c7. As células foram cultivadas em placas de 96
pocos e, apos 24 horas de cultivo, foram expostas as concentracdes de 1, 10 e 100
Ul mL! das amostras diluidas no préprio meio de cultura, as mesmas células
também foram expostas ao controle positivo, a camptotecina (CPT), na
concentracdo de 10 Ul mL?. A seguir as placas foram incubadas por exatamente 24
horas a 37° C em atmosfera de 5% de CO2. ApGs incubacdo, foi feita a leitura da
absorbéancia (595 nm) das placas empregando o leitor de microplacas (SpectraMax
190 Microplate Reader, Molecular Devices, Califérnia, USA). A viabilidade celular foi
determinada por comparacdo dos valores de absorbancia obtidos para as células

tratadas com células ndo tratadas e o resultado expresso em porcentagem de morte.

3.7.2.1 Camptotecina

A camptotecina (Figura 14) é um alcaldide citotoxico encontrado na casca da
Camptotheca acuminata, uma arvore nativa da China. E um composto inibidor da
acao da enzima ADN topoisomerase I, e atua enrolando-se ao complexo formado
com esta enzima, induzindo entdo a apoptose. Esta substancia é utilizada como
farmaco anticancerigeno e, a partir desta foi possivel obter derivados menos téxicos

como a topotecina.*
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Figura 14. Férmula estrutural da camptotecina.

Por fim, a camptotecina é uma substancia altamente hidrofébica que
inviabiliza a sua administracdo pela via intravenosa na forma de perfusdo. Além
disso, este farmaco apresenta uma elevada instabilidade em pH fisiol6gico,
decorrente da abertura do anel lactonico e formagcdo de sua forma carboxilada
menos ativa. Além das citadas, outras carateristicas inviabilizaram o uso da mesma,

que foram os diversos efeitos colaterais causados pelo farmaco.3°

3.7.3 Ensaio MTT

O ensaio MTT é um ensaio de proliferacdo celular que quantifica a habilidade
das células viadveis de causarem a reducdo metabdlica do brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio)] no interior da mitocondria celular pela enzima
mitocondrial NADPH, identificando assim uma das formas com que a célula sofre

apoptose.

Para os experimentos do MTT foi utilizada uma suspenséo de 7 x 10 células
mL-1. As células foram cultivadas em placas de 96 pocos, e apds 24 horas de cultivo,
foram expostas a diferentes concentragbes das amostras dos compostos
sintetizados diluidas no préprio meio de cultura. A seguir as placas foram incubadas
por exatamente 24 horas a 37° C em atmosfera de 5% de CO2. Apos incubacao, o
contelido de cada poco foi removido, e 100 Ul mL! de MTT (1 mg/mL) foram
adicionados, seguido de incubacdo por 2 horas para metabolizagdo mitocondrial
pelas células vivas do MTT. A seguir, o excesso de MTT foi removido e os cristais de
formazana dissolvidos com 100 Ul mL! de Dimetilsulféxido (DMSO). A leitura da
absorbancia (595 nm) das placas foi feito em leitor de microplacas (SpectraMax 190
Microplate Reader, Molecular Devices, Califérnia, USA). A viabilidade celular neste

caso foi determinada por comparacéo dos valores de absorbancia obtidos para as
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células tratadas com células néo tratadas e o resultado expresso em porcentagem
de morte e como ICso (concentracdo necessaria para causar a morte de 50% das
células) com o auxilio de regresséo linear. Etoposideo foi usado como controle

positivo.

3.7.3.1 Etoposideo

O etoposideo (Figura 15) é um antitumoral da familia das podofilotoxina,
apresenta atividade clinica em varios tumores avancados, e amplamente utilizado
por apresentar efeitos colaterais menos acentuados, uma vez que este consegue

diferenciar células cancerigenas de células normais.3°

CH4O OCH3

OH

Figura 15. Formula estrutural do etoposideo.

Esse anticancerigeno age da seguinte forma: O DNA possui uma tensao
causada durante a replicacao, transcricdo e remodelagem da cromatina. A enzima
DNA topoisomerase Il (TOP2) induz a quebra das duas fitas do DNA, reduzindo a
sua tenséo torcional provocada pela replicagcdo e condensacdo dos cromossomos
nos nucleos durante a divisdo da célula. Essa quebra é momentanea e o reparo do
DNA é feito pela mesma TOP2. O etoposideo age nessa funcéo de religacdo da
TOP2, bloqueando essa enzima. Como ja dito, o etoposideo de forma especifica
consegue diferenciar células cancerigenas de células normais devido as duas
formas da TOP2, o e B, que sdo muito similares, serem geneticamente distintas. O

resultado culmina na morte celular por apoptose.3°
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Desse modo, o etoposideo foi utilizado nos testes in vitro como controle

positivo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os complexos de Fe(lll) e Co(lll) com os ligante TRZ e TBZ sintetizados como
descrito no item 3 foram caracterizados por diversas técnicas e os resultados obtidos

sdo apresentados nesta secdo. O ligante também foi caracterizado para atuar como
padrdo para as analises.

4.1 Caracterizacdes do complexo FeETRZ
4.1.1 Espectroscopia no infravermelho

A Figura 16 apresenta o espectro no infravermelho com as transigcoes
vibracionais do ligante TRZ e do complexo FeTRZ. Esta técnica foi realizada com o

intuito de observar os sitios de coordenacéo do ligante TRZ ao atomo de ferro.

Transmitancia (%)

FeTRZ

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm-1)

Figura 16. Espectro no infravermelho do ligante TRZ (preto) e do complexo FeTRZ (vermelho).

As principais bandas das transi¢cdes eletronicas vibracionais presentes nos
espectros da Figura 16 estdo resumidas e atribuidas na Tabela 2.



Tabela 2. Principais bandas e suas respectivas atribuicées para os compostos TRZ e FeTRZ 31-34
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Grupo TRZ (cm) FeTRZ (cm)
v C-H 2935, 2827 2945, 2891
vas COO" 1578 1621
vs COOr 1401 1376
Vs (Anel Triazinano) 1171, 1140, 1111 1153, 1107, 1056
5 CH2 1316 1313
v C-N 1263 1265

Analisando a Tabela 2, percebe-se que o complexo possui as principais
bandas do composto TRZ com deslocamento, evidenciando a complexacdo do
ligante ao cation Fe3*.

Analisando a Tabela 2, percebe-se que o complexo possui as principais
bandas do ligante TRZ com deslocamento, evidenciando a complexac¢ao do ligante
ao cation Fe*. As bandas associadas ao grupo carboxilato (COO”), foram
consideravelmente modificadas, devido a uma expressiva alteracdo nos valores das
bandas de estiramento simétrico e assimétrico (vs e vas, respectivamente). vas COO"
em 1578 cm™* e vs COO" em 1401 cm™ no ligante livre foram deslocadas para 1621
cm? e para 1376 cm™ apés a formacédo do complexo. Tais deslocamentos sugerem
uma coordenacdo do TRZ ao ion Fe(lll) por este grupo carboxilato da seguinte
maneira: os estiramentos ndo se alteram de forma similar, uma vez que vas COO" e
vs COO" deslocam para maior e menor valores de nimero de onda, respectivamente.
Assim, concluimos que a equivaléncia das liga¢des no hibrido de ressonéancia COO-

é perdida, indicando uma coordenacdo monodentada via carboxilato.

O segundo ponto de coordenacao do ligante TRZ aos ions Fe (lll) ocorre nos
atomos de nitrogénio do anel triazinano. Essa complexagdo é evidenciada pelo
deslocamento das bandas referentes a respiragdo do anel, estas variaram,
respectivamente, de 1171, 1140, 1111 cm no ligante livre para 1153, 1107, 1056

cm no ligante coordenado.31-34

O cation Fe (lll) é classificado por Pearson com um acido duro e assim possui
boa afinidade com os atomos de oxigénio (bases duras) do grupo carboxilato. A

coordenacao via nitrogénio nédo é favorecida pela teoria de Pearson. Entretanto, a
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formacao de um quelato apresenta um efeito entropico maior que a coordenacao de

um segundo ligante.*?

A tripla carga positiva no ion metéalico versus a carga monoanibnica de cada
grupo carboxilico, provocaria, um maior grau de interacdo intermolecular para
manter o balango de carga. Dessa maneira, pode-se verificar o efeito da
complexacdo de forma mais acentuada através da observacdo das bandas
referentes ao estiramento COO-, sendo possivel verificar mudancas expressivas
quanto ao numero das bandas presentes nos espectros do complexo quando

comparados com o espectro do ligante.10-12.2°

4.1.2 Célculos teodricos

Com o avanco da era digital tornou-se possivel efetuar calculos complexos
através de recursos computacionais. Tais calculos estdo baseados na aplicacédo de
modelos moleculares para a obtencao de solu¢cdes matematicas, as quais fornecem
dados ou parametros fisico-quimicos que possibilitam uma interpretacdo quimica
dos processos. Assim, pode-se prever varias caracteristicas de processos sintéticos
e dos complexos envolvidos, muitas vezes com alto grau de complexidade.?°

Visando complementar a caracterizacdo do complexo FeTRZ, foram obtidos
resultados tedricos, que tém por finalidade dar suporte aos resultados e conclusdes
desse trabalho, auxiliando na confirmacg&o da obtencdo e da estrutura do composto

sintetizado.

Para esses calculos tedricos foi utilizada a proporcdo metal ligante 1:1 e os
espectros no infravermelho do complexo FeTRZ experimental, j& apresentado na
Figura 16 e reapresentado na Figura 17A para melhor comparacéo, e tedrico
(Figura 17B) foram comparados. Pode-se observar que ha certa similaridade nas
transicOes vibracionais presentes nos dois espectros, reforcando ocorréncia da

formacédo do complexo FeTRZ.
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Figura 17. Espectros no infravermelho do complexo FeTRZ (A) experimental e (B) obtido pelo calculo
tedrico propor¢éo 1:1 (B).

Nos espectros das Figuras 17 A e B, apresentam uma banda intensa na
regido relativa ao grupo COO" em 1621 cm 1. Através desses calculos teéricos

determinou-se uma estrutura provavel apresentada na Figura 18.
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Figura 18. Estrutura provavel do complexo FeTRZ na proporgao 1:1 metal:ligante.

Novos calculos tedricos alterando a propor¢cao metal:ligante para 1:2 foram
feitos visando encontrar a estrutura mais provavel para o complexo FeTRZ, estes
célculos indicaram que o produto da reagdo 1:2 metal:ligante € mais estavel que o
da propor¢cdo 1:1. Novamente, o espectro de infravermelho do produto FeTRZ é
reapresentado na Figura 19A para melhor interpretacdo dos dados e o
infravermelho tedrico da proporcdo 1:2 € apresentado na Figura 19B. Nos
infravermelhos apresentado nas Figura 19A e 19B a diminuicdo do estiramento
COO" é mais pronunciado indicando uma forte coordenacdo do metal, encontrando-
se com um numero de onda mais proximo do experimental. Além disso, as demais
bandas possuem caracteristicas que podem ser correlacionadas com o produto
sintetizado.
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Figura 19. Espectros no infravermelho do complexo FeTRZ (A) experimental e (B) obtido pelo calculo

tedrico proporcao 1:2.

Através desses calculos computacionais podemos propor que complexos do

metal Fe (lll) com ligante triazinana sdo mais estaveis na proporcao 1:2 metal:ligante

do que na proporcédo 1:1, o que nos leva a propor a formula estutural evidenciada na

Figura 20.
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Figura 20. Estrutura provavel do complexo FeTRZ na proporcdo 1:2 metal:ligante.

4.1.3 Espectrometria de massa

O espectro de massas para o composto FeTRZ (Figura 21) foi obtido pelo
método de ionizagdo electrospray no modo positivo [ESI (+)]. A presenca de varios
sinais no espectro indica a dissociacdo de varias ligagbes na parte organica, levando

a formacéo de fragmentos menores.
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Figura 21. ESI (+) referente ao composto FeTRZ.

Essa fragmentacao ocorre, pois, como ha presenca de um campo elétrico, 0s
ions sdo acelerados provocando a colisdo entre estes e as moléculas do gas
secante.®® Assim, um processo de rearranjo intramolecular, perda de moléculas do
solvente ou fragmentagcdo podem ocorrer caso, por exemplo, um ion solvatado
entrar na regido que contém ions formados no "electrospray” e o gas secante
(nitrogénio).3® Este fato pode explicar a presenca de varios sinais na analise sendo,
portanto, condizente com espectros referentes a compostos onde houve a ruptura de
moléculas organicas.®® Chakraborty e Mohanta ao caracterizarem um complexo
metélico de Co(lll) também observaram a presenca de varios picos no espectro de
massas, que também foi feito por ESI, atribuindo aos mesmos a fragmentacdes do
composto.3® Essa fragmentacéo também foi observada para compostos metalicos de

ferro(l11).%7
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A presenca de dois ions de Fe (lll) no complexo contribuiu para a
identificacdo dos sinais, visto que o metal gera um padréo isotdpico caracteristico
para o composto. Conforme a Figura 22, o perfil homdlogo experimental do ion de
m/z 490,24365, bem proximo do perfil calculado pelo software Analyst, corroboram

com a estrutura esperada proposta no item 4.1.4.
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Figura 22. Perfil itotop6logo experimental e calculado do ion (CzsHasFe2N12024)*.

O perfil isotopdlogo do marcador € bastante caracteristica devido,
principalmente, a presenca de ion Fe (lll), e se aproxima do padréo teorico calculado

pelo software Analyst.
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4.1.4 Andlise térmica

A decomposicdo térmica do ligante TRZ sob atmosfera de ar sintético foi
analisada e esta representada pela Figura 23. Observou-se que a decomposicéo
térmica do ligante ocorreu em trés etapas, fato observado também pela curva de
DTA, esta revela trés fortes eventos exotérmicos em 210°C, 350°C e 560°C
referente a queima do ligante. N&o foi observado residuo de decomposi¢édo

revelando a perda total da massa do composto.
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Figura 23. Curvas de TG/DTA do ligante TRZ registradas sob fluxo de nitrogénio.

A decomposigdo térmica, em atmosfera de nitrogénio, do complexo metalico

FeTRZ é apresentada na Figura 24.
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Figura 24. Curvas de TG/DTA do composto FeTRZ registradas sob fluxo de nitrogénio.

A curva de decomposicdo térmica apresentada na Figura 24 referente a
decomposicdo do composto FeTRZ apresentou uma perda de 77,20% (valor
experimental) que ocorreu de 45 a 421°C, referente saida das quatro moléculas do
ligante presente no complexo (valor tedrico: 76,79%). A perda a partir de 421 até
994°C de 10,28 % de valor experimental (valor teérico: 10,76%) foi atribuida a seis
atomos de sodio presente no composto como contra ion. O residuo calculado
experimentalmente dessa decomposicéo foi de 12,52% e foi atribuido ao Fe203. O
valor tedrico de residuo esperado levando-se em conta a estrutura proposta (item
4.1.5) é de 12,45%

4.1.5 Andlise elementar

A determinagéo das porcentagens de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio para
o complexo FeTRZ esta apresentada na Tabela 3. Esta andlise confirmou a
estrutura proposta na Figura 25 com o incremento de 26 moléculas de agua e uma

de NaCl. Esse acréscimo de moléculas de agua é decorrente do carater altamente
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higroscopico do complexo formado, aliado ao tempo de espera para a realizacao da

andalise.

Tabela 3. Dados de andlise elementar para o composto sintetizado

%C %H %N

Exp. Calc. Exp. Calc. EXxp. Calc.
Fe-TRZ 23,55 24,35 4,35 5,77 10,53 10,02

Esta andlise nos levou a propor a estrutura do complexo e esta foi

representada na Figura 25. A massa molar desta estrutura é 1282,4642 g mol? e

formula Naes[C3sHasFe2N12024], ou simplificadamente Nas(Fe2TRZ4).

Figura 25. Estrutura do FeTRZ proposta apés o estudo dos dados de infravermelho, analise térmica e

analise elementar.

A estrutura proposta apresenta dois centros metalicos ligados a quatro

ligantes. As coordenagbes via carboxilato ocorrem de forma monodentada, como
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indicado pela andlise de infravermelho. As coordenagfes via nitrogénio triazinano
levam a formacgédo de anéis de 5 e 4 membros. Neste ultimo caso, formacdo de um
anel tensionado é favorecida por efeito entrépico. Essa estrutura proposta corrobora
com a analise térmica proposta nesse item.

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio proposta na andlise

elementar corroboram com a estrutura proposta na analise térmica.

4.1.6 Espectroscopia de Mossbauer

As informacdes locais a respeito da vizinhanca dos ndcleos de ferro foram
obtidas a partir da espectroscopia Mdssbauer. Essa analise foi util na caracterizacao
do composto de ferro, visto que dela foram extraidas informacdes relevantes sobre a
ligagdo quimica e estrutura molecular, o que estabeleceu os lagos necessarios entre
as técnicas estruturais e quimicas para compor a caracterizacao final da amostra.3”
43

O espectro da amostra (Figura 26) exibe um dubleto, perfil tipico de 6xidos de

ferro Ill em estados paramagnéticos de spin alto.37-4?

Intensidade Relativa

-12 -8 -4 0 4 6 12

Velocidade (mm/s)

Figura 26. Espectro de Méssbauer do FeTRZ.

O espectro apresentou parametros hiperfinos que foram reunidos na Tabela
4, através do calculo destes parametros foram encontrados os deslocamentos

isoméricos que determinam sobre a blindagem dos elétrons s pelos elétrons d.3742
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Os valores apresentados correspondem a um composto com perfil de spin alto,

conforme abordado na Figura 27.
Tabela 4. ParAmetros hiperfinos obtidos dos ajustes do espectro de Mdssbauer para a amostra de
ferro (Ill) a uma temperatura de 17k. = deslocamento isomérico; DQ= desdobramento quadrupolar;

AR= area relativa de absorcio Méssbauer 3742

5 (mms?t) | DQ (mm s?) AR (%) W (mm s?)
Sitio A 0,594 0,97 82 0,77
Sitio B 0,624 1,29 18 0,41

Os dados apresentados na Figura 27 mostram que um deslocamento
isomérico maior que 0,5 estes valores correspondem ao ferro 5/2, caracterizando-o

spin alto, como foi apresentado na figura. 42

5 (mm.s?)
Fe (Ill) $=5/2
Fe (Il1) 5=1/2
-1.0 -0.5 D 0.5 1.0

Figura 27. Faixas de deslocamentos isomérico para complexos de Fe(ll1).42

A presenca do dubleto no espectro Mossbauer caracterizou a presenca de
ferro com mesmo estado de oxidacdo e com nudcleos diferentes ao seu redor, efeito
conhecido como efeito Karyagin-Goldanskii, este € reflexo dos diferentes
comprimentos de ligacdo Fe-O (fato também que evidencia a complexacdo ao
ligante triazinana). Estes comprimentos diferentes séo provocados pelo desvio da
simetria do octaedro causado pelas ligagbes quimicas do atomo de ferro com
ligacbes diferentes, e a presenca de sitios diferentes também € justificado pelo
desdobramento quadrupolar em valores diferentes. A largura da linha (W) mede
indiretamente a ordem em torno dos atomos de ferro.37-42

Os valores dos sitios ap0s a sua transcricdo para os valores em Rodio (Rh)
indicam que ndo ha presenca do metal puro no composto como impureza, visto que
o valor do deslocamento isomérico (%) do FeClz nessas condi¢cées é de 0,461 mm.s™,

0 que pode determina a possibilidade da diferenca desses dois sitios estd na
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presenca de dois nlcleos diferentes.*? A diferenca desses sitios pode ser marcado
pelo modo de coordenacao, seus valores de deslocamento quimico indicam modo

de coordenacéo por oxigénio e nitrogénio no sitio A e por oxigénio no sitio B.#?

4.1.7 Espectroscopia no ultravioleta-visivel

O ligante TRZ apresenta baixa conjugacéo, ou seja, poucas hibridizacdes sp?
e pouca deslocalizagcéo de elétrons 11, e por isso, existe grande separacao dos niveis
energeéticos, apresentando bandas de absor¢do em menores comprimento de ondas
(abaixo do ultravioleta). 22

Os espectros do ligante e do complexo FeTRZ foram registrados, analisados

e sdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28. Espectros de absorc¢do eletrénica na regido do ultravioleta-visivel do ligante TRZ (preto) e

do complexo FeTRZ (vermelho).

Dada a baixa conjugacdo do ligante, ndo foram observadas bandas
intraligante na regido de energia pertinente a esta técnica. Assim, as bandas
existentes no espectro do complexo, a saber 245, 297 provavelmente séo referentes
a transicGes do tipo transferéncia de carga (TC).32 Comparando-se com a literatura a

transicdo d-d do Fe(lll) ocorreu em 344 nm. Assim, o surgimento de novas bandas
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caracteristicas de transferéncia de carga e transi¢cdes d-d sugerem a formacéo do

complexo.®3

4.1.8 Espectros de RMN de H

A espectroscopia de RMN ! H também foi uma ferramenta bastante Util para a
caracterizacao do ligante e do complexo sintetizado. Os deslocamentos quimicos e a
integracéo dos sinais observados no espectro RMN de 'H permitiram determinar o
namero de hidrogénios presentes no ligante (Figura 29), bem como distingui-lo do
complexo FeTRZ formado (Figura 30).

Os espectros de RMN de 'H do ligante TRZ e do complexo FeTRZ
encontram-se nas Figuras 29 e 30 respectivamente. Analisando o espectro do
complexo, percebe-se o aparecimento dos sinais do ligante com significativos
deslocamentos. Essa observacao indica uma alteracdo nos ambientes quimicos dos
hidrogénios, confirmando a complexacdo. O sinal ocorrente em 3,04 ppm no
espectro do ligante se desloca para um valor de 2,09 ppm no espectro do
complexo.®334 Uma vez que estes hidrogénios pertencem ao anel triazinano,
confirma-se a coordenacdo via nitrogénio do anel.3* Por fim, percebe que os
hidrogénios proximos a carboxila sofrem um deslocamento de 3,33 ppm para 3,41

ppm. Este resultado confirma uma coordenacéo via carboxilato.3334
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Figura 29. Espectro de ressonancia magnética nuclear do ligante TRZ.
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4.2 Caracterizacdes do complexo FETRZ-NOs

4.2.1 Espectro de infravermelho

A Figura 31 apresenta o espectro de infravermelho com as transi¢cdes
vibracionais do ligante TRZ e do complexo FeTRZ-NOs, onde pode-se observar os
sitios de coordenacédo do ligante TRZ ao atomo de ferro.
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Figura 31. Espectros no infravermelho do ligante TRZ (preto) e do complexo FeTRZ-NOs (vermelho).

A Tabela 5 apresenta as principais transicdes vibracionais do ligante e do

complexo, e o deslocamento das principais bandas do TRZ evidenciou a complexacéo
ao céation Fe3*,

Tabela 5. Principais frequéncias vibracionais e suas respectivas atribuicbes para os compostos TRZ e
FeTRZ- NO3 31-34

Grupo TRZ (cm™Y) FeTRZ-NOs (cm™?)
vas COO" 1578 1581
vs COO" 1401 1504
vs (Anel Triazinano) 1171, 1140, 1111 1038, 1007
5 CH:2 1316 1312
v C-N 1263 1265

A andlise da Tabela 5 evidenciou o deslocamento das bandas do ligante que

indicaram uma coordenagéo via carboxilato, e o fato dos estiramentos n&o se alterarem
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de forma similar indica que a equivaléncia das ligacdes COO- foi perdida, indicando
uma coordenacdo monodentada via ion carboxilato.3!-34

As modifica¢cdes nas bandas do ligante confirmaram a formacdo do complexo
metélico, como mostra a Tabela 5, onde bandas associadas a deslocalizacdo
eletronica, identificadas pela ligacdo COO-, foram consideravelmente modificadas,
devido a uma expressiva alteracdo no valor da banda de vs COO" 1401 no ligante livre
para 1504 cm™ no complexo. Assim como o complexo FeTRZ, a formacéo de ligacédo
ferro-oxigénio ocorreu por doagdo do par eletrbnico e 0s aspectos sinérgicos que se
manifestaram neste tipo de ligacédo levaram a um aumento na ordem de ligacdo C-O,

provocando um deslocamento para nimeros de onda maiores.3%-34

As alteracdes nas bandas vs do anel triazinano ocorreram, pois, a coordenacao

ocasionou a vibracdo do anel. Ja o aparecimento da banda em 1325 cm! corrobora

com a presenca de uma ligacdo de NO3z ™ ao ion metalico.31-34

4.2.2 Espectrometria de massa

O espectro de massas para o composto FeTRZ-NOs (Figura 32) foi obtido pelo
método de ionizacdo electrospray no modo positivo [ESI (+)]. A presenca de varios
sinais no espectro indica a dissociacdo de varias ligacbes na parte organica, levando a

formacao de fragmentos menores.
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Figura 32. ESI (+) referente ao composto FeTRZ-NO:s.

A presenca do atomo de Fe no complexo contribuiu para a identificacdo dos
sinais, visto que o metal gera um padrdo isotépico caracteristico para o composto.
Conforme a Figura 33, o perfil homologo experimental do ion de m/z 490,24358, bem

préoximo do perfil calculado pelo software Analyst, corroboram com a estrutura esperada
no item 4.2.4.
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Figura 33. Perfil isotopélogo experimental e calculada do ion [(CoH1sFeN4O12).H20.Fe(OH)z]*.

O perfil isotopdlogo do marcador € bastante caracteristica devido,
principalmente, a presenca de Fe, e se aproxima do padrdo teorico calculado pelo
software Analyst.36:37

4.2.3 Andlise térmica

O comportamento térmico do complexo FETRZ-NOsz em atmosfera de nitrogénio

foi analisado e esta apresentado na Figura 34.
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Figura 34. Curva de TG e DTA referente ao comportamento térmico do FeTRZ-NOs.

A partir da Figura 34 pode-se verificar que o composto FeTRZ-NO3 apresentou

uma perda de massa equivalente a 17,70% entre 112 e 173°C, indicativo de presenca 6

moléculas de agua (valor tedrico: 17,59%), que foram atribuidas a trés moléculas de

agua presentes na esfera de coordenacao do composto e trés moléculas de hidratacao,

existente devido a higroscopia do composto. Apds 173°C houve uma perda de 46,84 %

(valor tedrico: 47,31 %) atribuida a decomposicédo da parte organica do complexo. O

residuo obtido ao final do processo de decomposi¢cédo foi de 35,46% (valor tedrico:

35,10%), referente ao FesOa.

4.2.4 Andlise elementar

A determinacdo das porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio para o

complexo FeTRZ-NOs foi apresentada na Tabela 6.
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Tabela 6. Dados de analise elementar para 0 FETRZ-NO3s

%C %H %N

Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc.

FeTRZ-NOs 18,58 |18,70 |]3,82 4,01 9,45 9,69

Esta analise confirmou a estrutura proposta na Figura 35, assim, esse complexo
possui massa molar 577,977 g.molt e férmula Na(CoHisFeN4O12).H20.Fe(OH)s, o
Na(FeTRZNO3H20).H20.Fe(OH)s.

Figura 35: Estrutura proposital do FeTRZ-NOs proposta apés o estudo dos dados de infravermelho,

analise térmica e analise elementar.

A estrutura proposta apresenta um centro metalico ligado a um ligante TRZ, de
forma monodentada através de dois grupos carboxilatos, mais um nitrato e trés
moléculas de agua completando a esfera de coordenacdo do metal. O complexo é
monovalente negativo e possui um sédio como contra-ion. A coordenacao via oxigénio
carboxilato ocorre de forma monodentada, como indicado pela analise de
infravermelho. A estrutura proposta corrobora com a decomposicéo térmica.

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio proposta na analise

elementar corroboram com a estrutura proposta na analise térmica.
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4.3 Caracterizacdes do complexo FeTBZ
4.3.1 Espectro no infravermelho

A Figura 36 apresenta o espectro no infravermelho com as transicdes
vibracionais do ligante TBZ e do complexo FeTBZ.
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Figura 36. Espectros no infravermelho do ligante TBZ (preto) e do complexo FeTBZ (vermelho).

A Tabela 7 apresenta as principais transi¢ées vibracionais do ligante e do
complexo, onde percebe-se que o complexo possui as principais bandas do composto
TBZ deslocadas, evidenciando a complexacgéo do ligante ao cation Fe3*.

Tabela 7. Principais frequéncias vibracionais e suas respectivas atribuicbes para o espectro de
infravermelho do composto 3

Composto TBZ (cmt)61438 Fe-TBZ (cm™)
v C=N (imidazol) 1579 1592
v C=N (tiazol) 1481 1511
v C-S 738 742
v N-H 1096 1096
vs (Anel) 1403 1430
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Ainda sobre a Tabela 7, percebe-se a alteragdo na banda v C=N (imidazol) de
1579 no ligante livre para 1592 cm™ no complexo, resultado indicativo de uma
coordenacdo via nitrogénio imidazélico.%1428 A coordenacdo ocorre preferencialmente
por este nitrogénio, uma vez que seu par de elétrons ndo-ligante (livres) ndo participa

da aromaticidade do anel imidazélico.

O segundo ponto de coordenacao do ligante ocorre nos atomos de nitrogénio
tiazolico. Essa complexac¢do é evidenciada pelo deslocamento das bandas referente de
estiramento C=N do tiazol de 1481 para 1511 cm™.6:14.28

A presenca de elétrons livres no enxofre heterociclico do tiazol seria um outro
possivel local de coordenacéo, fato este que ndo ocorre devido a natureza de base

mole deste atomo.3

Observa-se também um deslocamento da banda referente ao anel aromatico de

1403 para 1430 cm™ referente ao alongamento do anel.%1428

Da mesma forma que ocorre com 0s outros complexos de ferro, a tripla carga
positiva no ion metalico versus a carga monoaniénica de cada grupo carboxilico,
provocaria, um maior grau de interacdo intermolecular para manter o balanco de

carga.?®2°

4.3.2 Espectrometria de massa

O espectro de massas para 0 composto FeTBZ (Figura 37) foi obtido pelo
método de ionizacdo electrospray no modo negativo [ESI (-)]. A presenca de Varios
sinais no espectro indica a dissociacdo de varias ligacbes na parte organica, levando a

formacao de fragmentos menores.
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Figura 37. ESI (-) referente ao composto FeTBZ.

O pico do ion de m/z 200 é referente ao ligante desprotonado. A presenca do ion
Fe(lll) no complexo contribuiu para a identificacdo dos sinais, visto que o metal gera um
padrdo isotépico caracteristico para o composto. Conforme a Figura 38, o perfil
homologo experimental do ion de m/z 659,05698, bem proximo do perfil calculado pelo

software Analyst, corroboram com a estrutura esperada no item 4.3.4.
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O perfil isotop6logo do marcador é bastante carateristica devido, principalmente,

a presenca de Fe, e se aproxima do padréo tedrico calculado pelo software Analyst.36:37

4.3.3 Andlise térmica

O comportamento térmico do ligante TBZ em atmosfera de nitrogénio foi

analisado e esta apresentado no Figura 39.
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Figura 39. Curvas de TG/DTA do TBZ registradas sob fluxo de nitrogénio.

A decomposicdo térmica do ligante ocorreu um uma Unica etapa, fato observado
também pela curva de DTA, que revelou um forte evento exotérmico em 315°C,
referente a queima do material carbonaceo. Nao foi observado residuo de
decomposicéo revelando a perda total da massa do composto.

O comportamento térmico do complexo FeTBZ em atmosfera de ar sintético foi
analisado e esta apresentado na Figura 40.
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Figura 40. Curvas de TG/DTA do FeTBZ registradas sob fluxo de nirogénio.

A Figura 40 mostra uma perda de 11,23% (valor tedrico: 11,30 %) entre 98°C e
201°C, que indicou a presenca 4 moléculas de agua, todas de hidratacdo atribuidas a
higroscopia do complexo. A perda ocorrida de 201 a 513°C correspondendo a 62,55 %
(valor tedrico: 63,21 %) foi atribuida a saida de duas moléculas do ligante presentes na
estrutura do FeTBZ. Entre 513 e 1090°C observou-se uma perda de 17,59 % (valor
tedrico: 16,72 %) referente a dois atomos de cloro coordenados e um como contraion. A
curva de DTA revela um forte evento exotérmico em 513°C, referente a pirdlise do
ligante. O residuo obtido ao final do processo de decomposi¢do corresponde a 8,63%

(valor teorico: 8,77%) correspondente ao ferro metalico.

4.3.4 Andlise elementar

A determinacédo das porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio para o
complexo FeTRZ-NOs foi apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8. Dados de analise elementar para 0 FETRZ-NO3s

%C %H %N %S

Exp. | Calc. | Exp. |Calc. | Exp. | Calc. | Exp. | Calc.
FeTBZ 42,64 | 42,54 | 3,23 | 2,50 |14,85 |14,88 111,23 | 11,36

Esta analise, em conjunto com os dados de infravermelho e analise térmica,
levou a proposicdo da estrutura do FeTBZ apresentada na Figura 41. Desta forma,

esse complexo possui massa molar 564,70 g mol* e férmula [Fe(TBZ)2(Cl)2]Cl.

Figura 41: Estrutura proposital do FeTBZ proposta apds o estudo dos dados de infravermelho, analise

térmica e analise elementar.

A estrutura proposta apresenta um centro metalico ligado a dois ligantes TBZ e
dois anions cloreto. A coordenacdo ocorreu via nitrogénios imidazdlicos e tiazdlicos,
como indicado pela andlise de infravermelho. As coordenacdes via nitrogénios levam a
formacdo de um anel de 5 membros, essa formacdo de um anel tensionado é
favorecida por efeito entropico. O TBZ funcionou assim, como um quelante bidentado
formando um complexo estavel.

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio proposta na analise

elementar corroboram com a estrutura proposta na analise térmica.
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4.4 Caracterizacdes do complexo CoTRZ
4.4.1 Espectro no infravermelho

A andlise de espectroscopia de infravermelho foi realizada com o intuito de se
observar os sitios de coordenacao do ligante TRZ ao atomo de cobalto. O espectro do
complexo CoTRZ encontra-se na Figura 42.
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Figura 42. Espectros no infravermelho do ligante TRZ (preto) e do complexo CoTRZ (vermelho).

As principais transicdes vibracionais observadas e suas respectivas atribuicées
para os compostos TRZ e CoTRZ estao descritas na Tabela 9.

Tabela 9. Principais transicfes vibracionais e suas respectivas atribuicdes para o espectro de
infravermelho do composto de Co(lll)31-34

Grupo TRZ (cm™) CoTRZ (cm™)
v C-H 2935, 2827 2907
vas COO" 1578 1589
vs COO" 1401 1382
Vs (Anel Triazinano) 1171, 1140, 1111 1159, 1140, 1105
5 CH:2 1316 1355

v C-N 1263 1324
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Analisando-se a Tabela 9, percebe-se que o complexo possui as principais
bandas do composto TRZ (com deslocamento), evidenciando a complexacéo do ligante

ao cation Co3*.

Ainda a respeito da Tabela 9, percebe-se também a alteracdo na banda vas
COO- que variou de 1578 para 1589 cm™ e na banda de vs COO" que variou de 1401
para 1382 cm, indicando uma coordenacdo via carboxilato.®3* Assim como nos
complexos de ferro, o fato dos estiramentos ndo se alterarem de forma similar (vas
COO" aumenta e vs COO" decresce), corrobora com o fato de que a equivaléncia das
ligagbes COO" séo perdidas, indicando uma coordenagdo monodentada via carboxilato.
31-33

Da mesma forma que ocorre com o complexo de ferro, a tripla carga positiva no
ion metalico versus a carga monoanionica de cada grupo carboxilico, provocaria, um

maior grau de interacéo intermolecular para manter o balanco de carga.'01?

O segundo ponto de coordenacédo do ligante ocorre nos atomos de nitrogénio do
anel triazinano. Essa complexacdo € evidenciada pelo deslocamento das bandas

referentes a respiracéo do anel.31-34

O cétion Co (lll) é classificado por Pearson com um acido duro e assim possui
boa afinidade com os atomos de oxigénio (bases duras) do grupo carboxilato. A
coordenacao via nitrogénio ndo é esperada pela teoria de Pearson, entretanto, a
formacdo de um quelato apresenta um efeito entropico maior que a coordenacdo de um

segundo ligante.'3

4.4.2 Espectrometria de massa

O espectro de massas do complexo de CoTRZ foi obtido pelo método de
ionizacao por electrospray em modo positivo [ESI (+/-)] e est4 apresentado na Figura
43. A presenca de varios sinais no espectro indica a dissociagcao de varias ligacbes na

parte organica, levando a formagéo de fragmentos menores.
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Figura 43. ESI (+) referente ao composto CoTRZ.
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Para confirmar a estrutura e a conectividade do complexo de cobalto, foi

identificado no espectro o pico em m/z 301,14 referente a um fragmento do complexo
como foi identificado na Figura 44.
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Figura 44. ESI (+) referente a um fragmento do CoTRZ de férmula [CgH12CoN3zOs].

Ainda sobre a Figura 44 o sinal identificado apresentou experimental de m/z
301,142 e foi identificado como sendo [CoeHi12CoNsOs] e teorico m/z 301,141 de
mostrando um errado de massa de 4,72 com exatidao até a segunda casa decimal para
um desvio inferior a 5 ppm.

O espectro referente ao pico m/z 414,99 apresentado na Figura 45, o mesmo é

referente ao fragmento do complexo de férmula [CoH18Cl2CoN3Oa4].
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Figura 45. ESI (-) referente a um fragmento do CoTRZ de formula [CoH18Cl2CoNzO4].

O sinal identificado na Figura 45 apresentou experimental de m/z 414,99 e
tedrico m/z 414,95 com um erro de massa de 0,57 exatidao da primeira casa decimal
para um desvio inferior a 1 ppm.

A presenca do &tomo de Co no complexo contribuiu para a identificacdo dos
sinais, visto que o metal gera um padréo isotopico caracteristico para o composto.
Conforme a Figura 46, o perfil homdlogo experimental do ion de m/z 318,30036 ficou
bem proximo do perfil calculado pelo software Analyst, corroborando com a estrutura

esperada na Figura 47.
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Figura 46. Perfil itopblogo experimental e calculada do fragmento CoH12CoN3Os.

O perfil isotop6logo do marcador é caracteristico devido, principalmente, a
presenca de Co, e se aproxima do padréo tedrico calculado pelo software Analyst.33

Essa analise permitiu atribuir uma estrutura (Figura 47) para o produto CoTRZ,
cuja formula € Nas[CoTRZ(Cl)4] . 3 H20, 0 Nas[CoTRZ(Cl)4].
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Figura 47. Estrutura proposital para o CoTRZ proposta apés o estudo dos dados de infravermelho e da

espectrometria de massas.

A estrutura proposta apresenta um centro metalico ligado a um ligante TRZ e
guatro anions cloreto. A coordenacao via carboxilato ocorre de forma monodentada,
como indicado pela analise de infravermelho. As coordenacdes via nitrogénio e
oxigénio triazinano levam a formacdo de anel de 4 membros. Neste Ultimo caso,

formacdo de um anel tensionado € favorecida por efeito entropico.

4.4.3 Andlise térmica

A curva de comportamento térmico do complexo CoTRZ em atmosfera de

nitrogénio foi analisado e apresentada na Figura 48.
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Figura 48. Curvas de TG/DTA do CoTRZ registradas sob fluxo de nitrogénio.

A Figura 48 apresenta uma perda de 12,90% (valor teédrico: 12,82 %), entre 40 e
155°C, que indicou a presenca 4,5 moléculas de agua essas moléculas de agua sao
referidas a 3 moléculas de agua presente na férmula do composto como agua de
hidratacdo e mais 1,5 molécula de agua atribuida a higroscopia do composto. A perda
ocorrida de 155 a 866°C no valor 60,54 % (valor teérico: 60,76 %) foi atribuida a
molécula do ligante e os quatro atomos de cloro presente na estrutura do CoTRZ. Entre
866 e 994°C observou-se uma perda de 14,72 % (valor tedrico: 14,56 %) referente a
atomos de sodio presente no composto como contraions. O residuo obtido ao final do
processo de decomposicao corresponde a 11,84% (valor teorico: 11,86 %) da massa
inicial. O residuo de compostos de Co (lll) € CoO, pois, com 0 aguecimento elevado o
Co (Il volta para Co (ll), fato que pode ser também considerado pelo fato de nédo existir
C0203.10-12
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4.4.4 Andlise elementar

As determinacfes das porcentagens do teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio
sdo apresentadas na Tabela 10. A molécula em sua formula pura tem uma massa
molecular de 604,9587 g mol* e féormula molecular Nas[CoH18ClaCoN3z0s]. 3 H20, 0
Nas[CoTRZ(Cl)a].

Tabela 10. Dados de analise elementar para o composto sintetizado.

%C %H %N

Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc.

CoTRZ 17,57 | 17,87 2,75 3,00 6,35 6,95

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio proposta na analise

elementar corroboram com a estrutura proposta na Figura 47.

4.4.5 Espectroscopia no ultravioleta-visivel

A espectro mostrado na Figura 49 ilustra o espectro de ultravioleta-visivel do
complexo CoTRZ que foi comparado ao espectro do ligante livre. Como ja explicado
para o complexo FeTRZ, em virtude da baixa conjugacdo do ligante, ndo foram
observadas bandas intraligante nem no espectro do ligante livre e nem no espectro do

complexo na faixa de energia compreendida nesta técnica.
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Figura 49. Espectros de absorcao eletrdnica na regido do ultravioleta-visivel do ligante TRZ (preto) e do
complexo CoTRZ (vermelho).

No espectro (Figura 49) do complexo ha a presenca de uma banda em 543 nm,
gue de acordo com literatura pode ser atribuida a transferéncia de carga ligante-metal
(TCLM) na ligacédo Co-CI.3

4.4.6 Espectros de RMN de H

Comparando os espectros de RMN de 'H do ligante livre apresentado na Figura
29 com complexo CoTRZ (Figuras 50 a-b) observam-se significativos deslocamento
dos sinais dos hidrogénios do ligante por efeito da coordenacéo ao centro metalico.3* O
sinal em 3,04 ppm referente aos hidrogénios do anel tem um deslocamento para 3,20
ppm, além da mudanca desse sinal de singleto para duplo dubleto, ocasionada pela
coordenacao do ion Co(lll) pelos nitrogénios do anel triazinano. Este fator diminuiu a
mobilidade do anel, acarretando numa diferenciacdo de seus hidrogénios e, por
consequéncia, um desdobramento do sinal.3* O sinal em 3,33 ppm referente aos

hidrogénios proximos a carboxila deslocaram para 3,68 ppm no complexo.
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A mudanga nos valores de deslocamento nos hidrogénios pertencentes ao anel
triazinano confirma-se a coordenacdo via nitrogénio do anel. Assim como nos
hidrogénios proximos a carboxila que sofreram um deslocamento de 3,33 ppm para

3,68 ppm, resultado que confirma a coordenacéo via carboxilato.3*
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5. ATIVIDADE ANTITUMORAL

5.1 Ensaio screening

Foram realizados estudos pré-clinicos in vitro que demonstram a citotoxicidade
dos compostos em estudo contra duas linhagens de células cancerosas humanas: A
MIAPaCa-2 e a HEPA 1clc7, frente as concentragdes 1,0 uL, 10,0 uL e 100,0 pL de
cada um dos compostos sintetizados e frente a camptotecina que foi usada como
controle positivo na concentracdo 10,0 uL. Os ligantes livres, bem como as fontes de
ions Fe (Illl) e Co (Il) foram testados como padrdes. Os dados desses ensaios
encontram-se na Tabela 11.



Tabela 11. Resultados do ensaio screening dos compostos frente as células testadas (*camptotecina)
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MIAPaCa-2 HEPA 1clc7
1,0 uL 10,0 pL 100,0 pL 10,0* pL 1,0 uL 10,0 pL 100,0 pL 10,0* pL
TRZ 0,9 3,6 22,4 57,2 -7,5 11,6 42,8 54,4
FeTRZ 2,0 55 26,3 57,2 -18,9 -3,3 81,8 54,4
FeTRZ- NOs 2,2 2,6 7,4 57,2 -12,1 -6,0 0,5 54,4
CoTRZ -1,8 -4.5 2,4 57,2 -3,5 -1,2 60,4 54,4
TBZ 11 4,0 4,3 57,2 -2,7 8,0 17,4 54,4
FeTBZ -1,1 2,1 13,4 57,2 11 -4,2 23,5 54,4
FeCls -1,4 1,7 8,1 57,2 -0,4 2.6 -2,7 54,4
Fe(NOs)s 2,4 -5,4 8,5 57,2 2.7 -5,0 0,1 54,4
CoCl2 2.6 8,5 12,5 57,2 -10,1 -12,5 2.2 54 4
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Analisando a Tabela 11 para o composto FeTRZ frente a célula MIAPaCa-2
observou-se que o complexo foi mais citotoxico que seu ligante livre e o sal de ferro de
partida em todas as concentracdes testadas, porém frente as células HEPA 1clc7, o
FeTRZ foi mais efetivo que o ligante apenas na concentracdo 100,0 pL e fracamente
mais efetivo que o sal na concentragao 10,0 pL.

O composto FeTRZ-NOs foi mais citotoxico apenas que o sal de partida frente a

célula MIAPaCa-2 nas concentrac¢des de 1,0 uL e 10,0 pL.

O complexo FeTBZ foi mais efetivo que o ligante TBZ na concentracdo 100,0 pL
frente a linhagem de células MIAPaCa-2, nas células HEPA 1clc7 o ligante foi mais
eficiente nas concentracdes 1,0 uL e 100,0 pL. Comparado ao sal metal, o FeCls, o

complexo ndo apresentou melhora na sua atividade em nenhuma das células.

Em relacdo ao composto CoTRZ pode-se notar, avaliando a Tabela 11, que o
mesmo foi mais ativo que seu ligante livre na concentracdo 100,0 puL para a célula
HEPA 1clc7 e mais efetivo que seu metal em todas as concentracoes.

Comparando todos os complexos sintetizados pode-se perceber que dentre eles
0 FeTRZ e o CoTRZ foram o0s mais citotoxicos sendo, porém, menos ativos que o
controle positivo. Este fato ndo descarta a continuacdo da investigacdo da atividade
citotoxica dessa classe de compostos, visto que, como ja foi dito anteriormente, a
camptotecina (controle positivo) € instavel, pouco sollvel em agua e apresenta varios
efeitos adversos, o que a inviabilizou como medicamento, sendo retirada do uso clinico.
Assim, esses compostos podem continuar sendo estudados para avaliar se hd melhora

na estabilidade e/ou diminuicdo nos efeitos adversos comparados ao controle positivo.

5.2 Ensaio MTT

Foram realizados estudos pré-clinicos in vitro que demonstram a eficacia dos
complexos sintetizados contra as seguintes linhagens de células cancerosas humanas
HepG2, MCF-7, MIAPaCa-2 e HEPA 1clc7, apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Resultado do ensaio do MTT dos compostos frente as células testadas

Cell line ICso [uM]

Compostos
HepG2 MCF-7 MIAPaCa-2 HEPA 1cl1c7
206,6 +
TRZ 38 312,97 £ 8,7 246,0 + 16,7 129,1+4,8
TBZ >200 >200 >200 >200
FeTRZ 945+ 3,8 67,9124, 94,154 68,8+ 1,3
FeTRZ- NOs >200 >200 >200 >200
FeTBZ >200 >200 >200 >200
213,1
CoTRZ 0.7 262,7 +12,3 630,6 + 15,6 82,3+1,3
8024 +
FeCls 608,2 +2,0 544.8 + 44,8 614,6 + 89,5
16,7
934,4 +
CoCl2 83 8976 +64,5| 518,9+63,0 593,0 + 23,0
Etoposideo | 71,8+0,3 | 31,1+0,5 >200 >200

O complexo FeTRZ foi mais ativo que o ligante livre TRZ e o sal metalico de
origem frente a todas as linhagens de células testadas. O CoTRZ comparado ao ligante
foi mais ativo frente as células MCF-7 e HEPA 1clc7, e quanto ao sal de origem foi
mais efetivo frente as células HepG2, a MCF-7e a HEPA 1clc7, como visto na Tabela
12.

Outro fato interessante observado nessa pesquisa foi que o FeTRZ apresentou
atividade anticancerigena frente as linhagens MIAPaCa-2 e HEPA 1clc7, acdo esta
gue ndo é encontrada no etoposideo usado como controle positivo. E 0 composto
CoTRZ apresentou acdo antitumoral frente a célula HEPA 1clc7, acdo estd que

também nao é encontrada no etoposideo.

Os compostos FeTRZ-NOs e FeTBZ apresentaram ICso maior que 200; para o
padrdo de estudos de morte celular, ndo s&do considerados como antitumorais

compostos com ICsp maior que 100. Por isso, os mesmos ndo foram avaliados
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quantitativamente, da mesma forma que o etoposideo ndo foi avaliado para as
linhagens MIAPaCa-2 e HEPA 1clc7.

Como dito anteriormente, 0 ion metalico ao complexar com um ligante organico
pode dar origem a um composto mais ativo por alterar, por exemplo, a sua lipofilicidade,
facilitando assim sua entrada na célula ao auxiliar no carreamento da molécula
biologicamente ativa, viabilizando o transporte do farmaco, ou alterando sua via
metabdlica.? Esses resultados demonstraram que a coordenacdo metdlica, nos casos
dos compostos FeTRZ e CoTRZ, foi uma estratégia eficaz para aumentar a atividade
citotoxica do ligante livre TRZ contra as linhagens de células avaliadas, sendo estes

mais ativos que o farmaco utilizado como controle positivo.

Quando determinamos a citotoxicidade de linhagens celulares normais definimos
0 ICso como a maior concentracdo do composto capaz de viabilizar 50% das células. No
caso das linhagens celulares tumorais definimos como a menor concentracdo do
composto capaz de inviabilizar 50% das células.*® Podemos concluir, portanto, que o
complexo FeTRZ possui significativa atividade antitumoral frente a todas as linhagens
de células testadas; enquanto o composto COTRZ apresenta atividade antitumoral
frente a apenas uma linhagem de células, a HEPA 1clc7, como demonstrado na
Tabela 12. Estes resultados sao significativos para dar continuidade nos estudos

destes composto como possiveis medicamentos antitumorais inéditos.
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6. CONCLUSAO

No desenvolvimento desse trabalho foram sintetizados quatro complexos
inéditos a partir de um ligante derivado de uma triazina, a triazinana (TRZ), e um
derivado de benzimidazol, o tiabendazol (TBZ) e dois ions metalicos, o Fe (lll) e Co (llI).
Os compostos de coordenacao sintetizados foram caracterizados, cada um de acordo
com a sua particularidade, por diversas técnicas. Os complexos apresentam as
seguintes férmulas quimicas: Nas(Fe2TRZ4) - para o ligante TRZ com o metal FeCls,
Na(FeTRZNO3H20).H20.Fe(OH)s - para o ligante TRZ com o metal Fe(NO3s)s,
(FeTBZCI2)CI - para o ligante TBZ com o metal FeClz e Na4(CoTRZCls). 3 H20 - para o
ligante TRZ com o metal CoCla.

Com a espectroscopia Mossbauer chegou-se a conclusdo que o complexo
FeTRZ é spin baixo, o que corrobora o grande desdobramento do campo cristalino e
absorcdo em maior comprimento de onda exibido pelo complexo de Fe.

Através do ensaio screening concluimos que o FeTRZ e CoTRZ foram os mais
citotoxicos entre os compostos sintetizados, mas nenhum dos produtos foram mais
citotoxicos que o controle positivo camptotecina. No ensaio MTT complexo FeTRZ foi o
mais ativo frente todas as células testadas, o CoTRZ a HEPA 1clc7, porém 0s outros
complexos ndo apresentaram atividades frente ao etoposideo, usado como controle
positivo.

Por fim, destacamos o0s complexos inéditos FeTRZ e CoTRZ que foram
devidamente sintetizados, caracterizados e apresentaram promissoras atividades
antitumorais, 0 que encoraja a continuidades dos estudos para outras linhagens de
células cancerosas, bem como empregar a cisplatina como farmaco de referéncia

(controle positivo).
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