DANIEL DE MORAES PROFIRIO

ATIVIDADES ANTIBACTERIANA E CITOTOXICA DE UM COMPLEXO DE
Au(lll) CONTENDO LIGANTE PIRROLIL-IMINA

CAMPINAS
2014



i



A
¥

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

DANIEL DE MORAES PROFIRIO

ATIVIDADES ANTIBACTERIANA E CITOTOXICA DE UM COMPLEXO DE
Au(lll) CONTENDO LIGANTE PIRROLIL-IMINA

ORIENTADOR: PROF. DR. ANDRE LUIZ BARBOZA FORMIGA

DISSERTACAO DE MESTRADO APRESENTADA AO
INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP PARA OBTENCAO
DO TiTULO DE MESTRE EM QUIMICA NA AREA DE
QUIMICA INORGANICA

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA DISSERTACAO DEFENDIDA POR
DANIEL DE MORAES PROFIRIO, E ORIENTADA PELO PROF. DR. ANDRE LUIZ BARBOZA
FORMIGA.

Assinatura do orientador

CAMPINAS
2014

il



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Quimica
Simone Lucas Gongalves de Oliveira - CRB 8/8144

Profirio, Daniel de Moraes, 1989-
P943a Atividades antibacteriana e citotoxica de um complexo de Au(lll) contendo
ligantes pirrolil-imina / Daniel de Moraes Profirio. — Campinas, SP : [s.n.], 2014.

Orientador: André Luiz Barboza Formiga.
Dissertagdao (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Quimica.

1. Pirrolil-imina. 2. Complexo de Au(lll). 3. Atividade antibacteriana. 4.
Atividade citotdxica. 5. DNA. |. Formiga, André Luiz Barboza. Il. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Quimica. IlIl. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Antibacterial and cytotoxic activities of a Au(lll) complex with pyrrolyl-
imine ligands

Palavras-chave em inglés:

Pyrrolyl-imine

Au(lll) complex

Antibacterial activity

Cytotoxic activity

DNA

Area de concentragdo: Quimica Inorganica

Titulacdo: Mestre em Quimica na Area de Quimica Inorganica
Banca examinadora:

André Luiz Barboza Formiga [Orientador]

Alzir Azevedo Batista

Jackson Dirceu Megiatto Junior

Data de defesa: 14-02-2014

Programa de Pos-Graduacao: Quimica

v



vi



vii

“A mente que se abre
a uma nova idéia jamais
voltard ao seu tamanho original.”

(Albert Einstein)

“Cada pessoa deve trabalhar
para o seu aperfeicoamento e,
ao mesmo tempo, participar da
responsabilidade coletiva

por toda a humanidade.”

(Marie Curie)



viil



Dedicatoria

Dedico esta dissertacdo ao casal mais importante, minha mae Monica
Profirio e ao meu pai Paulo Profirio, os principais responséveis pela minha
vida e a formagdo do meu carater. Através deles que se deram a motivacao
e as condi¢Oes para que este trabalho se concretizasse. Vocés sao a minha

inspiracao. Amo voces!

ix






Agradecimentos

Primeiramente, agradeco aos meus pais Paulo e MoOnica que sempre acreditaram
em mim, no meu potencial e deram todo o suporte e apoio para que eu nunca desis-
tisse dos meus objetivos. Ao meu irmao Fernando que torce por mim, me apodia e
também me incentiva.

Agradeco profundamente aos meus avos Marlene e José Luis que também sempre
me incentivaram e estiveram comigo nos momentos mais importantes de minha vida.
Vocés tem o meu respeito € minha admiragdo. Também agradeco aos demais tios
e parentes pelos encontros familiares sempre muito animados e divertidos! Seria
impossivel citar todos pois sdo igualmente importantes.

Aos meus amigos da época da Graduagdo pelas intermindveis horas de estudo,
mas também de descontracdo e companheirismo, que passamos juntos por tanto
tempo: Renata Costenaro, Ariadne Bido, Bruna Toledo, William Dantas, Vicente
Gomes, Priscila Ramos, Renan Zorzatto.

Aos meus amigos dos laboratorios LQC e LQBM, pelas agradaveis conversas,
discussoes, cafezinhos e reunides. Em especial a Irlene, Helen, Eduardo, Sabrina,
Sérgio por fazermos parte do mesmo grupo e por todos 0s momentos que passamos
juntos. Agradeco também a todo o pessoal do LQBM, Raphael Enoque (obrigado

por me aturar desde os tempos da Graduacao!), Fernando, Camilla, Barbara, Marcos

X1



e Julia por serem sempre atenciosos. A incrivel técnica do nosso laboratério, Cintia
Saito, sempre a disposi¢do e muito prestativa.

Ao meu orientador, Prof. André Formiga, que acreditou no meu trabalho, aceitando-
me em seu grupo de pesquisa. Pela sensibilidade e disposi¢cao de sempre poder ajudar
e ter me passado um pouco da sua experiéncia.

Ao Prof. Pedro Corbi pelas conversas, mostrando a importancia do meu trabalho
como também pelas suas atitudes que me fizeram crescer como pessoa € como profis-
sional.

Agradeco a todos os funcionarios do Instituto de Quimica pela disposicao e efi-
ciéncia. Em especial aos técnicos dos laboratérios, Claudia (UV-Visivel), Marcia
(Infravermelho), Sonia e Paula (RMN), e a todos os professores que contribuiram

totalmente para a minha formacao.

Xii



Curriculum Vitae

1. Dados pessoais

Daniel de Moraes Profirio
Filiacdo: Paulo Roberto Profirio e M6nica Denise de Moraes Profirio
Data de nascimento: 07/11/1989

2. Formacao Académica

2012-2014 Mestrado em Quimica

Universidade Estadual de Campinas

Titulo: Atividades antibacteriana e citotéxica de um complexo de Au(IIl) con-
tendo ligante pirrolil-imina.

Orientador: Prof. Dr. André Luiz Barboza Formiga

Bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CNPq)

2008-2011 Bacharelado em Quimica
Universidade Estadual de Campinas
Iniciacdo Cientifica: Avaliacdo da técnica LIBS para a determinagdo de ions

metdlicos em dguas empregando fases sensoras.

Xiil



Orientador: Prof. Dr. Ivo Milton Raimundo Jr.

Periodo: 08/2010-07/2011

Bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq)

3. Producao Cientifica

3.1 Publicacoes

Silva, I. M. P.;; Profirio, D. M. ; Paiva, R. E. F.; Lancellotti, M.; Formiga, A. L.
B.; Corbi, P. P.; A silver complex with ibuprofen: Synthesis, solid state char-
acterization, DFT calculations and antibacterial assays. Journal of Molecular

Structure, 1049 (2013) 1-6.

3.2 Trabalhos cientificos apresentados em congresso

1) Profirio, D. M.; Paiva, R. E. F.; Abbehausen, C.; Lustri, W. R.; Corbi, P.
P.; Formiga, A. L. B.; Synthesis, characterization and antibacterial assays of a
bis(pyrrolyl-imine) gold(IIl) Schiff base complex. 16" International Confer-
ence on Biolnorganic Chemistry, 2013.

2) Silva, 1. M. P;; Profirio, D. M.; Paiva, R. E. F.; Lancellotti, M.; Formiga,
A. L. B.; Corbi, P. P.; A silver complex with ibuprofen: synthesis, solid state
characterization, DFT calculations and antibacterial assays. 12" International

Symposium on Metal Ions in Biology and Medicine, 2013.

X1V



3) Profirio, D. M.; Raimundo Jr, I. M.; Avaliacdo da técnica LIBS para a de-
terminacao de fons metalicos em dguas empregando fases sensoras. XIX Con-
gresso Interno de Iniciacdo Cientifica - Unicamp, 2011.

4. Monitorias

Bosista do Programa de Estdgio Docente (PED) na disciplina Quimica Inor-

ganica Experimental I (QI542), Unicamp.

XV



Xvi



Resumo

ATIVIDADES ANTIBACTERIANA E CITOTOXICA DE UM COMPLEXO DE
Au(III) CONTENDO LIGANTE PIRROLIL-IMINA. Neste trabalho realizou-se a
sintese de trés ligantes contendo a unidade pirrolil-imina e de um complexo de
Au(III). Os ligantes foram sintetizados partindo-se do pirrol-2-carboxaldeido e etile-
nodiamina ou orto-fenilenodiamina, obtendo-se assim o N,N-bis(pirrol-2-il-metile-
no)etano-1,2-diamina (pyren), o N,N"-bis(pirrol-2-il-metileno)benzeno-1,2-diamina
(bis-pyrophen), o N-(pirrol-2-il-metileno)benzeno-1,2-diamina (monopyrophen) e
o complexo [Au(pyren)]PFs; como produtos. Os compostos foram caracterizados
por andlise elementar, MS, espectroscopia no IV e UV-Visivel, RMN de 'H, 13C e
HMBC 'H-'°N, cilculos teéricos por DFT e TD-DFT. Foram realizados também en-
saios antibacterianos e citotéxicos com o complexo [Au(pyren)]™ e com o ligante
pyren, sendo que o complexo apresentou maior atividade em ambos os ensaios com-
parado ao ligante. Com isso um mecanismo de acdo via interagdo com o DNA foi
investigado por estudos de fluorescéncia, ensaios de competi¢ao com brometo de eti-
dio e espectroscopia de dicroismo circular, revelando que o DNA € um possivel alvo

bioldgico do complexo.
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Abstract

ANTIBACTERIAL AND CYTOTOXIC ACTIVITIES OF A Au(Ill) COMPLEX
CONTAINING PYRROLYL-IMINE LIGAND. In this work the syntheses of three
ligands containing the pyrrolyl-imine unit and a Au(IIl) complex were performed.
The ligands were synthesized starting from pyrrole-2-carboxaldehyde and ethylene-
diamine or ortho-phenylenediamine, to obtain N,N’-bis (pyrrol-2-yl-methylene)ethane-
1,2-diamine (pyren), N,N’-bis(pyrrol-2-yl-methylene)benzene-1,2-diamine (bis-py-
rophen), N-(pyrrol-2-yl-methylene)benzene-1,2-diamine (mono-pyrophen) and the
complex [Au(pyren)]PFy as products. The compounds were characterized by ele-
mental analysis, MS, IR, UV-Visible, 'H, ¥C and (*H-'°N) HMBC NMR spectro-
scopies and theoretical calculations by DFT and TD-DFT. Cytotoxic and antibacte-
rial assays with [Au(pyren)]™ and the free ligand pyren were performed, and the
complex showed a higher activity in both cases in comparison to the ligand. A
mechanism of action via interaction with DNA was investigated by fluorescence
techniques, competition studies with ethidium bromide and circular dichroism spec-

troscopy, showing that DNA is a potential biological target for the complex.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao: Cancer e as infeccoes bacterianas

A palavra cancer vem do grego karkinos, que significa caranguejo, e foi utilizada
pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina. O cincer ndo € uma doenga
nova. O fato de ter sido detectado em mumias egipcias comprova que ele ja compro-
metia o homem hd mais de 3 mil anos antes de Cristo.! Atualmente, cAncer é o nome
geral dado a um conjunto de mais de 100 doengas, que t€m em comum o crescimento
desordenado de células que tendem a invadir tecidos e 6rgaos vizinhos. Dividindo-se
rapidamente, estas c€lulas tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determi-
nando a formacao de tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regioes
do corpo. As causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas referem-se ao meio am-
biente e aos habitos ou costumes proprios de uma sociedade. As causas internas sao,
na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a capacidade
2

do organismo de se defender das agressdes externas.

O cancer se tornou um grande problema de satde publica em muitas partes do

1
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mundo. Nos Estados Unidos uma em cada quatro mortes estd associada ao cancer.
Segundo estatisticas recentes divulgadas pela American Cancer Society, o cancer
ja é a segunda maior causa de mortes na populacdo norte-americana em ambos 0s

sexos, ficando atrds apenas de doencas cardiacas.’

No Brasil a mortalidade pelo
cancer vem crescendo consideravelmente ao longo das ultimas décadas, sendo que
para 2014 o Ministério da Saude estima que havera 576.580 novos casos de cancer
diagnosticados no pafs, representando um aumento de 11% em relacio a 2012.4

A cisplatina €, atualmente, um dos farmacos mais utilizados na terapia contra o
cancer. Seu uso clinico, no entanto, é limitado devido aos seus efeitos colaterais
tais como neuro-, hepato- e nefrotoxicidade. Estes fatos t€ém estimulado o desen-
volvimento de novos potenciais farmacos baseados em diferentes metais e ligantes,
tendo como consequéncia a obten¢ao de novos agentes que apresentem toxicidade
reduzida.’

Em relacdo as doencas infecciosas, a introducao dos agentes antibacterianos, co-
mumente denominados antibidticos, levaram a uma revolu¢ao no tratamento de in-
fecgOes bacterianas. Atualmente o termo “Era pds-antibidticos” vem sendo empre-
gado para descrever a situagao atual, na qual os antibi6ticos vem perdendo seu efeito
contra diversos tipos de bactérias causadoras de infeccoes em humanos devido a re-
sisténcia adquirida por estes microrganismos.°

Os principais mecanismos de resisténcia a antibioticos incluem transformagdes
enzimdticas, modificacdo do alvo molecular, efluxo a partir do interior da célula e
prevencdo da entrada de compostos. A resisténcia surge tanto de forma passiva,

como o resultado de mecanismos inatos pré-existentes, quanto de forma ativa via

aquisicdo de material genético por meio de plasmideos ou transposons.’
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Assim como no caso do cancer, visando-se contornar o problema da resisténcia
bacteriana vérias abordagens tem sido empregadas e dentre elas a coordenacdo de
metais a antibidticos e outros ligantes aparece como uma estratégia de reversao da

resisténcia e como uma plataforma para a produgao de novos farmacos.

1.2 Complexos metalicos na clinica médica

1.2.1 Quimica Bioinorginica e metalofarmacos

A quimica bioinorganica, uma drea importante que se encontra na interface da
quimica inorganica e a biologia,? lida com o estudo de fons metélicos e seus com-
plexos em sistemas bioldgicos, expandindo novos horizontes na pesquisa cientifica
de compostos de coordenacdo. Numerosos processos vitais, tais como respiragao
celular, contragdes musculares, metabolismo e prote¢do contra agentes toxicos € mu-
tagénicos requerem a presenga de fons metélicos. Alguns metais sao essenciais para
funcgdes bioldgicas e sdo encontrados em enzimas e cofatores, como por exemplo
o complexo Fe(Il)-porfirina usado no transporte de oxigénio.’ J4 metais como co-
bre, zinco, € manganés estdo presentes em proteinas que catalisam diversas reagcoes
quimicas necessdrias para a vida.!"

Nos ultimos 40 anos houve um interesse crescente pela quimica de compostos de
coordenagdo com atividades bioldgicas, com destaque para o estudo de complexos
de platina com atividade antitumoral, complexos de ouro no tratamento de artrite
reumatdide e como novos agentes antitumorais e complexos de prata como agentes
antimicrobianos.!! Incluem-se também os estudos de sintese e viabilidade de apli-

cacdo de complexos de vanadio no tratamento do diabetes, complexos de bismuto
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no tratamento de desordens gastrointestinais e complexos de tecnécio e rénio como
agentes de contraste para imageamento por ressonincia magnética.’

Na Tabela 1.1 sao apresentados alguns dos farmacos utilizados no diagndstico e
no tratamento de doencas contendo metais.®

Tabela 1.1: Alguns compostos metdlicos de uso clinico.

Nome comercial Principio ativo Funcdo
Platinol® cis-[PtCly(NHs)5] Anticancer
Dermazine® Sulfadiazina de prata Tratamento de infec¢des em queimaduras
Miocrisina® Na[Au(tiomalato)] Artrite reumatoide
Nipride® Nay[Fe(CN)5(NO)] Anti-hipertensivo
Foznol® Lay(CO3)3 Insuficiéncia renal
Cardiolite® [99"Tc(CNCH,C(CH3)sOCHs)g]™ Imageamento cardiaco
Carbolitium® Li,COg3 Transtornos bipolares
Vitamin B12® Cobalamina Vitamina do complexo B
De-Nol® K;[Bi(citrato)s] Antiulcera
Mylanta Plus® AI(OH)3 e Mg(OH), Antiacido

Contudo, muitos candidatos a farmacos fracassam nos testes clinicos por causa
de suas caracteristicas farmacocinéticas, resultando na incapacidade do farmaco em
atingir seu alvo bioldgico in vivo. Vale ressaltar que a atividade farmacoldgica dos
complexos ndo depende somente do fon metélico que, na maioria das vezes, € a ca-

racteristica chave do seu mecanismo de acdo, mas também da estrutura dos ligantes.’

1.2.2 Compostos de ouro na Medicina

A utilizagdo de compostos metdlicos em medicina pode ser rastreado até por
volta de 3500 a.C., quando o ouro metdlico foi usado para afastar doengas ou maus
espiritos mas somente de maneira empirica, sem nenhum entendimento dos mecanis-
mos de acdo até a Idade Média.!> No século XIX, as atividades medicinais de com-

postos de ouro vieram gradualmente a serem descobertas, comec¢ando com a desco-

Laboratério de Quimica de Coordenagdo — IQ Unicamp 4



CAPITULO 1. INTRODUCAO Daniel de Moraes Profirio

berta da atividade do K[Au(CN),] para o tratamento de tuberculose por Robert Koch
em 1890."% Koch mostrou que o K[Au(CN),] apresentava uma atividade promissora
em relacao as outras substancias testadas, sendo que ele retardava o crescimento do
bacilo da tuberculose Mycobacterium tuberculosis.'*

A segunda fase da historia da terapia do ouro, mais duradoura que o tratamento da
tuberculose, iniciou-se em 1928, quando Jacques Forestier comegou a tratar a artrite
reumatoide, sendo que a introducdo de compostos de ouro para este tratamento foi
baseada nas atividades antibacterianas destes compostos pois presumiu-se que as
bactérias eram responsdveis pela artrite.!*

A utilizag@o do ouro(0) é extensa, sendo mais empregado no comércio como troca
monetdria, na confec¢do de jéias e em contatos elétricos devido a resisténcia a cor-

15 Na medicina ouro

rosao, condutividade elétrica, ductilidade e baixa toxicidade.
coloidal € utilizado nas dreas de pesquisa tais como biologia e ciéncia de materiais,
o is6topo "®Au é empregado na medicina nuclear e a maior parte dos compostos de
ouro relatados para possiveis aplicacdes farmacol6gicas contém Au(I) ou Au(III).'®

Compostos de Au(I) desempenham diversos papéis em bioquimica por causa de
suas propriedades estruturais: é um fon metélico mole e com configuragio [Xe] 4f
5d'°, que tem uma tendéncia a se coordenar com compostos contendo enxofre e
fosforo (por exemplo tidis e fosfinas) numa geometria de coordenacgdo linear. J& o
Au(III) é um fon metélico duro de configuracdo [Xe] 4f'* 5d° que tende a se coor-
denar a compostos contendo oxigénio e nitrogénio (bases duras) numa geometria de
coordenacgdo quadrada.

O estudo de complexos de Au(I) tem focado principalmente sobre atividades an-

tiartriticas e antitumorais, sendo que alguns compostos sao bem conhecidos. Ja o
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Au(III) também vem sendo utilizado na preparagio de compostos farmacoldgicos,!”

mas a escassez de dados sobre complexos de Au(Ill) provavelmente se origina de
sua baixa estabilidade devido ao seu elevado potencial de redugdo, tornando seu
uso problemdtico sob condicdes fisiolégicas.!® Por isso, a coordenacio de um li-
gante fortemente quelante que possa estabilizar o Au(Ill) é de grande importancia.
A Figura 1.1 contém as estruturas de compostos de Au(I) utilizados no tratamento
de artrite reumatoide e compostos de Au(IIl) que apresentaram atividade anticancer

in vivo.?

\Au\s// N/_\ \\\ HaC S. Br

» = N=<_Au
o Au Na* O Au HyC S Br
HO / x”
HO S [Au(DMDT)Br)
N o X = acetate, malonate Y .
HO™ ~O [AuXx(damp))]

0" o Ap/j\ d *_ A”u
/U\ Q /}L \NJ
S

[AU(CANAC)(NHC)]*

P
~ P 2 = L
[9) O‘j'/ () (Au(i)(TPP)]*
Compostos de Au(l) Compostos de Au(lll)

Figura 1.1: Estruturas dos compostos de Au(I) (a) solganal, (b) miocrisina, (c) auranofina e de Au(IIT)'°.

1.2.3 Mecanismo de acao dos ions Au(I) e Au(IlI)

Em relacdo aos mecanismos de acdo estudos tem mostrado que os compostos de
ouro podem atingir diferentes alvos no meio celular e que incluem principalmente
tiol- e selenoproteinas. Estes alvos sdo interessantes ja que suas disfungdes nas célu-

las podem ser a causa de diversas doengas humanas, como por exemplo obesidade,
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cancer e doengas autoimune. Além disso o sistema tioredoxina, formado pela seleno-
proteina tioredoxina redutase (TrxR) e a tiol-proteina tioredoxina (Trx), desempenha
um papel importante na regulagdo redox intracelular e também esté relacionado a
doencas cronicas como em certos tipos de cancer, artrite reumatodide e a sindrome de
Sjogren.”

Com 1isso, os alvos bioldgicos mais estudados dos compostos de ouro sdo as en-
zimas TrxR j4 que estes compostos se mostraram os inibidores mais efetivos destas
enzimas. As formas encontradas no citosol sao conhecidas como TrxR1 e Trx1, en-
quanto as presentes na mitocondria sao conhecidas como TrxR2 e Trx2. A inibi¢ao
da TrxR leva a apoptose (morte celular programada) de células cancerosas, fazendo
com que muitos estudos para o desenvolvimento de farmacos anticincer utilizem a
TrxR como um alvo."

A 1nibi¢do efetiva da atividade da TrxR pela auranofina e outros compostos de
Au(I) com fosfinas (mono- e bidentadas) e carbenos N-heterociclos € atribuida a li-
gacdo do Au(]) ao sitio ativo selenilsulfeto/selenoltiol da enzima.'® Rackham e cola-
boradores mostraram que o composto [Au(d2pypp)»]" se acumula preferencialmente
na mitocondria de células cancerosas devido ao elevado potencial de membrana mi-
tocondrial em comparacdo com células normais, assim como um mecanismo de acao
possivel?? conforme observado na Figura 1.2.

Compostos de Au(Ill) tém sido estudados em relacdo a atividade antitumoral
desde a década de 1980, e diversos compostos foram relatados como sendo mais efe-
tivos que a cisplatina.>!? Contudo, a maioria destes compostos sofreu redugiio em

1’12,21

meio biolégico para Au(l) ou ouro coloida sendo que poucos exemplos foram

relatados sobre uma atividade antitumoral significativa e estabilidade em solugio.?
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Meio extracelular

Citoplasma

NADPH NADP

N
PR PR,  SeR ><

Au__' = Au + ou Inibigdo
rRp” PR, RP’ \—/H‘S'R
2

Mitocondria

Figura 1.2: Mecanismo proposto da atividade do [Au(d2pypp)2]t em células. Trx = tioredoxina, TrxR =
tioredoxina redutase. Adaptado de Rackham?®

A redugdo do Au(IIl) para Au(l) e ligacdes covalentes dos ions Au(l) em alvos bi-
ologicos vem sendo proposta para explicar a citotoxidade dos compostos de Au(III).
Por exemplo, peptideos e proteinas bem como ligagdes dissulfeto sdo capazes de re-
duzir Au(IIl) para Au(I),>® conforme ilustrado na Equacdio 1.1. Relatos recentes
mostram que compostos de Au(Ill) podem se ligar ou interagir com proteinas e
pequenos peptideos incluindo albumina de soro humano** e tioredoxina redutase

(TrxR)? in vitro.

R—S—S—R+[AuCl] + H,0 — R—S—8 = O+ [AuCly]” +2HCI (1.1)

Ligantes do tipo porfirina sdo conhecidos pela estabilizacao do Au(III) e com isso
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comegaram a ser estudados para aplicagdes biolégicas,?® embora o entendimento do
mecanismo de a¢ao nao seja claro. Historicamente, propde-se que os compostos de
Au(IIT) atuem de maneira andloga a cisplatina, que forma ligagdes covalentes com
o DNA.!%19:21.27 Contudo, a desmetalacdo e a liberacio de Au(IIl) por complexos
com porfirinas sao incomuns. A intercalagdo com o DNA € um mecanismo possivel
para estes compostos devido 2 sua estrutura planar rigida.?8

Em geral, os modos de interacdo entre pequenas moléculas e 0 DNA incluem
interagdes covalentes e ndo-covalentes, como por exemplo intercalacdo, insercao,
ligacdo no sulco (“groove binding”) e interacdes eletrostaticas.?® A intercalacio de
pequenas moléculas com o DNA por stacking entre os pares de base foi sugerido pela
primeira vez por Lerman?® para explicar a alta afinidade de corantes planares pelo
DNA. Corantes do tipo aminoacridina, agentes antimicrobianos como o brometo de
etidio (EtBr) e a antinomicina foram estudados como uma classe de intercaladores
planares.>! A Figura 1.3 ilustra os 3 modos de interacio ndo-covalente entre peque-

nas moléculas e o DNA: eletrostética, intercalaco e ligacio no sulco.*?

Eletrostatica Intercalagao Ligacdo no sulco

Figura 1.3: Modos de interacio nio-covalente entre pequenas moléculas e o DNA. Adaptado de Blackburn®2.

Atualmente a tioredoxina e o proteassoma vém sendo propostos como alvos ja que
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os compostos [Au(porfirina)]™ sdo cétions lipofilicos planares, € o emprego desses
cations em células cancerosas tem sido explorado.>**> Sun e colaboradores?® estu-
daram uma série de complexos Au(Ill)-porfirina com o intuito de entender a relagdo
estrutura/atividade antitumoral. Para todos os complexos a atividade relatada variou
de compostos ndo-toxicos para compostos com baixos valores de ICsy. As obser-
vacoes foram atribuidas a lipofilicidade dos complexos, em concordancia com com-
postos ja relatados do tipo bis-fosfina Au(I).*”-3® Dentre os alvos estudados, o DNA
e enzimas mitocondriais se mostraram os mais provaveis. O entendimento da ativi-
dade antitumoral dos compostos [Au(porfirina)]* necessita de investigagdes futuras,

mas abrem caminho para o planejamento de novos agentes antitumorais.>®

1.3 Ligantes N-doadores do tipo pirrolil-imina

Ligantes derivados de bases de Schiff e seus complexos t€m sido estudados ex-
tensivamente a fim de se elucidar diversos aspectos como atividade catalitica, pro-
priedades magnéticas, espectroscopicas e antitumorais, bem como o papel dos ions
metdlicos em sistemas bioldgicos. A relacdo entre a estrutura e tamanho do anel
quelato de ligantes multidentados em compostos de coordenagdo é um assunto de
considerdvel importancia ja que a quimica de coordenac¢ao dos metais € afetada tanto
pelo tipo de &tomo doador quanto por requisitos esté€ricos. Embora ligantes deriva-
dos do bis(salicil-imina) (conhecido como salen) e seus complexos sejam extensiva-
mente estudados neste contexto, poucas informacdes sdo conhecidas sobre os ligan-
tes originados a partir do pirrol-2-carboxaldeido e diaminas alifdticas ou aromaéticas

(Figura 1.4), sendo estes compostos denominados bis-(pirrol-2-il-metilenoamina) ou
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bis(pirrolil-imina).*

Figura 1.4: Estruturas esquematicas dos ligantes bis(pirrolil-imina), onde n =1, 2, 3...

Os ligantes mostrados na Figura 1.4 ja sdo conhecidos desde o final da década de
1930 quando Pfeiffer e colaboradores*” relataram a sintese de complexos de Ni(I) e
Cu(Il) com 2 ligantes: o primeiro contém um grupo alifidtico com n =1 e o segundo
contém o grupo fenil com R; = Ry = R3 = R, = H. Contudo, relatos e estudos tanto
dos ligantes livres quanto de seus complexos sao limitados.

A coordenacdo destes ligantes a fons metdlicos geralmente ocorre com a despro-
tonacdo dos grupos NH pirrélicos, gerando ligantes tetradentados e dianidnicos.*!
Esta classe de ligantes tetradentados é semelhante a dois tipos de compostos que
vem sendo amplamente utilizados: os derivados de porfirinas e de bases de Schiff
tetradentadas. Estes 2 compostos, que diferem na natureza de seus atomos doadores,
aromaticidade e grupos organicos constituintes, possuem diferentes vantagens que
estdo presentes nos ligantes bis(pirrolil-imina): a presenca dos anions pirrolil € um
conjunto de 4 atomos de nitrogénio doadores, como no esqueleto porfirinico; a es-
trutura macrociclica aberta como no caso das bases de Schiff derivadas do salicil-

aldeido*? e diversos graus de aromaticidade e flexibilidade geométrica devido ao

espacador entre as unidades pirrol-2-il-metilenoamina. Com isso, a natureza € o
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tamanho dos espacadores entre as duas unidades pirrolil-imina tem um papel deci-
sivo na estrutura e nas propriedades destes compostos e de seus complexos. A Figura
1.5 contém alguns exemplos de complexos de Cu(I),** Pt(II),>® Ag(I)** e Mn(I1)*?

na qual se observa a diversidade de estruturas obtidas dependendo do fon metélico e

do ligante.
X = [
\ \ \/\ / / N N"*—-_.
N N N N = N/
N Pt
AN /Cu\ v \N
/ N /N—\/N\ N / \
y ~ = =

= N “\\N ~
< N G
\ NH / \ HN / k/’
Ag Ag
N S

Figura 1.5: Estruturas dos complexos de Cu(II), Pt(IT), Ag(I) e Mn(II) relatados por Yang*3, Xiang®?, Zhang**
e Franceschi??, respectivamente.

Outros exemplos de complexos com esta classe de ligantes incluem compostos de
Ru(1l),* Pd(II),* Ni(II),*->° Cu(1I),**-1-%? Zn(11),>>->8 Pt(I1)>*® e até mesmo fons
lantanideos como Nd(III), Sm(III), Gd(III) e Dy(III).°! Em relacdo a estudos biolégi-
cos de complexos com os ligantes pirrolil-imina tem-se os trabalhos publicados por
Patra®? e Sanders®® que relataram a sintese e a reatividade bioldgica de espécies do
tipo {FeNO} que contém um grupo nitroxil (NO™) coordenado.

Contudo, na literatura ha poucas informagdes e estudos sobre compostos de Au(III)

com ligantes pirrolil-imina. Em 2011 uma patente foi depositada por Munro e co-
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laboradores'® sobre novos complexos de Au(IIl) com ligantes do tipo bis(pirrolil-
imina) e bis(imidazolil-imina) como possiveis agentes para o tratamento de cancer.
Porém apenas alguns compostos foram sintetizados e tiveram suas propriedades
citotoxicas investigadas, como por exemplo determinacdo dos valores de ICs, en-
saios de inibi¢do de topoisomerase I e II e ensaios in vivo de crescimento de tumor
em ratos em func¢do do tempo e do composto anticancer. J4 Akerman e colabo-
radores® relataram a biodistribuicdo in vivo de um composto de Au(IIl), marcado
com »Au, com um ligante tetradentado do tipo bis(pirrolil-imina). Os resultados
mostraram que a meia-vida do complexo tanto em plasma de rato quanto humano €
cerca de 20 min e grandes concentracdes do composto foram encontradas em 6rgaos
com grande volume de sangue como os pulmdes, o coracao e o baco. Além disso a
excrecdo ocorre através dos rins com aproximadamente 30% da dose injetada sendo

eliminada em um intervalo de 24 h.
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Capitulo 2
Objetivos

O objetivo geral deste trabalho envolve o estudo de ligantes andlogos a porfirinas
e bases de Schiff que atuam como tri- e tetradentados contendo apenas dtomos de
nitrogénio como doadores, sendo denominados pirrolil-imina e bis(pirrolil-imina),
respectivamente. Desta forma, teve-se como objetivos especificos a sintese de ligan-
tes pirrolil-imina e bis(pirrolil-imina) com as unidades etileno (-CHy-CHs-) e orto-
fenileno (-CgHjy-), a sintese de um complexo de Au(IIl) com um dos ligantes sinteti-
zados, a caracterizacdo dos compostos obtidos através de técnicas espectroscopicas e
estudos tedricos por DFT e TD-DFT e o estudo da atividade bioldgica do complexo

por meio de ensaios antibacterianos, citotoxicos e de interacao com DNA.
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Capitulo 3

Parte Experimental

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados bem como suas marcas e grau de pureza encontram-se
na Tabela 3.1. Todos os reagentes foram empregados sem purificacdes prévias, com
excec¢ao da etilenodiamina que foi destilada antes do uso. A solugao estoque de DNA
fo1 preparada pela dissolucdo do acido desoxirribonucleico de timo de bezerro (calf
thymus ou CT-DNA) em tampio de NaClO, 10 mmol L~!. Esta solucdo foi dialisada
por 24 h numa solugio de NaClO, 10 mmol L}, utilizando uma membrana de dialise
Sigma com corte de massa molar de 14000 Da. A concentracdo final de DNA foi
determinada espectrofotometricamente em termos da concentracdo de nucleotideos,

considerando-se o coeficiente de extin¢do molar ¢ (260 nm) = 6600 L mol ! cm 1.9

3.2 Medidas fisicas

As andlises elementares para carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas

com um equipamento Perkin Elmer 2400 CHNS/O Analyzer. Os espectros de massas
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Tabela 3.1: Marcas e graus de pureza dos reagentes utilizados.

Reagente Marca Pureza
Acetonitrila Synth 99,5%
Acido acético glacial Cromoline Quimica Fina 99,7%
Acido tetraclorodurico Aldrich 99,99%
Brometo de etidio (solu¢do aquosa 10 mg mL ™) Aldrich —
Diclorometano Synth 99,5%
Dimetilsulfoxido Synth 99.9%
DNA de timo de bezerro (sal sédico) Aldrich —
Etanol Synth 99,8%
Eter etilico Synth 98%
Etilenodiamina J. T. Baker Chemical Co. 98,8%
Hexafluorofosfato de amdnio Aldrich 95%
Hidréxido de tetrabutil-amonio (solugio aquosa 1,0 mol L™1) Aldrich —
Orto-fenilenodiamina Aldrich 99.5%
Perclorato de sodio Aldrich 98%
Pirrol-2-carboxaldeido Acros Organics 98%

foram realizados utilizando-se o método de ionizacdo por eletrospray (ESI) em baixa
resolug¢do com o espectrometro Waters Quattro Micro API. As amostras foram anali-
sadas no modo positivo em uma solu¢do de dgua:acetonitrila 50:50 com 0,10% (v/v)
de 4cido férmico numa concentracdo de 0,01 mg cm 3. Condigdes de aquisicdo tipi-
cas foram: voltagem do capilar 3 kV, voltagem do cone 20 V, temperatura da fonte
100°C, temperatura de dessolvatacdo 200°C, fluxo do gds do cone 30 L h™!. As
andlises termogravimétricas foram realizadas num equipamento TGA/DTA SEIKO
EXSTAR 6000 Thermoanalyzer com as seguintes condi¢des: fluxo de ar sintético 50
cm?® min~! e taxa de aquecimento 10°C min~!, de 25°C a 1000°C.

Os espectros de absor¢@o na regido do infravermelho foram medidos utilizando-
se um espectrofotdmetro FT-IR Bomem MB- Series Modelo B100 na regiao de 4000

1

a 400 cm~! com resolugdo de 4 cm~! sendo que as amostras foram preparadas

em forma de pastilhas de KBr. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de
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H, 13C e de correlagido ['H-'°N] foram realizados em solugdes de CD3CN (pyren
e [Au(pyren)]™), CDCl3 (bis-pyrophen) ou DMSO-dg (mono-pyrophen) utilizando
um equipamento Bruker Avance 11T 400 MHz (9,395T) operando em 400,1 MHz. Os
espectros de absor¢ao na regiao do UV-Vis foram realizados em solucdes de acetoni-
trila (pyren e [Au(pyren)]™) ou diclorometano (mono- € bis-pyrophen) utilizando-se
um espectrofotometro HP Agilent 8453 com lampadas de tungsténio e deutério (200
a 1100 nm), com detecc¢do por arranjo de diodos em cubetas de quartzo com 1,0 cm

de caminho 6ptico.

3.3 Estudos de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia de uma solu¢do de CT-DNA 100 pymol L~! em
NaClO; 10 mmol L™! foram adquiridos antes e apés a adi¢do de uma solugio do
complexo em acetonitrila (concentracdes finais = 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pmol L
e foram monitorados num ... = 260 nm e A, = 340 nm com um espectrofluo-
rimetro Varian Cary Eclipse. Para o experimento de competi¢ao com brometo de eti-
dio (MM = 394,29 g mol !, Cy;HyBrN3) uma solugio de CT-DNA 100 pzmol L~! foi
preparada numa solucdo contendo NaClO4 10 mmol L™!. Solucdes estoque de CT-
DNA com o ligante (r; = 0,2) ou o complexo com r; = 0,1/0,2 (r; = razdo molar com-
posto/nucleotideo), ambos em DMSQO, foram preparadas e incubadas a 37°C por 24
h. Quantidades crescentes de brometo de etidio na faixa 0-0,05 de EtBr/nucleotideo
foram adicionadas as solu¢des de CT-DNA e CT-DNA tratado com o ligante ou o
complexo. Os experimentos foram realizados em triplicata sendo monitorados num

Aeze =325 nm e A, = 600 nm com um espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse.
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3.4 Dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular de uma solu¢iio de CT-DNA 100 ymol L~! em
NaClO, 10 mmol L~! foram adquiridos apés a adi¢do de uma solucdo do complexo
em DMSO com diferentes razdes molares de composto/nucleotideo (r; = 0,0-0,50).
Todas as solugdes de CT-DNA foram preparadas e incubadas a 37°C por 24 h. Os
espectros de CD foram obtidos a temperatura ambiente num espectropolarimetro
Jasco J720 ORD 306 e em cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho 6ptico, sendo
que cada amostra foi lida 8 vezes numa faixa de 225-320 nm com velocidade de 20

1

nm min~ -, € portanto os espectros obtidos sdo a média de 8 scans independentes.

3.5 Modelagem molecular

As otimiza¢des de geometria foram realizadas com o software GAMESS®® com
um critério de convergéncia de 10~ u.a. O potencial efetivo de carogo LANL2TZ®’
foi usado para o ouro e o conjunto de funcdes de base 6-31G(d,p)®®~"! para os ligan-
tes e 6-311G(d) para o ligante pyren no complexo. Calculos por Teoria do Funcional
de Densidade (DFT) foram feitos com o uso do funcional hibrido PBE0’? para re-
solver as equacoes de Kohn-Sham. As geometrias finais foram confirmadas como
minimos da superficie de energia potencial. Célculos de TD-DFT foram emprega-
dos para a obten¢ao dos espectros eletronicos tedricos no mesmo nivel de teoria com
30 excitagOes singlete para cada composto.

As frequéncias vibracionais harmodnicas e as intensidades foram calculadas no
mesmo nivel de teoria com a avaliagdo da derivada segunda da energia em fungao

das coordenadas atdmicas, e as intensidades calculadas foram usadas para gerar os
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espectros tedricos. As frequéncias foram corrigidas por um fator de 0,9547 con-
forme recomendado por Merrick, Moran e Radom’® sendo que os espectros simula-

dos foram obtidos com o software Molden 4.7.74

3.6 Sintese do ligante pyren

O ligante pyren (N,N’-bis(pirrol-2-il-metileno)etano-1,2-diamina) foi preparado
a partir de um procedimento descrito na literatura.**> Pirrol-2 carboxaldeido (1,11
g = 11,7 mmol) e etilenodiamina (500 pL. = 7,5 mmol) foram dissolvidos em 10
mL de etanol. A mistura foi agitada e acido acético glacial (0,52 g = 8,7 mmol) foi
adicionado. Apds poucos segundos um precipitado branco se formou. A suspensao
foi agitada a temperatura ambiente por 2 h. O sélido branco foi coletado por filtracao,
lavado com etanol gelado e seco sob vicuo até massa constante. O rendimento da

sintese fo1 68% (0,85 g) e a Figura 3.1 contém um esquema do procedimento.

Pirrol-2-carboxaldeido (11,7 mmol) Etanal gelado %
Etilenodiamina (7,5 mmol) 'lr

10 mL etanol

A

i o

N\

Temperatura ambiente, 2 h

Figura 3.1: Esquema de sintese para o ligante pyren.

RMN de 'H (500 MHz, CD;CN) (5, ppm): 3,74 (s, 2H, H6); 6,10 (dd, 3J = 2,6
e 3,4 Hz, 2H, H2); 6,43 (dd, 37 = 3,5 Hz, ‘T = 1,4 Hz, 2H, H3); 6,86 (m, 2H, H1);
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8,08 (s, 2H, HS). RMN de 3C (125 MHz, CD;CN) (5, ppm): 61,4 (C6); 109,3 (C2);
113,6 (C3); 121,8 (C1); 130,6 (C4); 152,6 (C5). UV-Vis (CH;CN) \,,../nm (¢ = L
mol~! cm™1): 284 (55000). ESI-MS (+): 215,2 (90%); 216,2 (10%).

3.7 Sintese do ligante bis-pyrophen

O ligante bis-pyrophen (N,N’-bis(pirrol-2-il-metileno)benzeno-1,2-diamina) foi
preparado a partir de um procedimento descrito por Munro e colaboradores,’ porém
com algumas modificagcdes. Pirrol-2-carboxaldeido (0,62 g = 6,5 mmol) foi dis-
solvido em 20 mL de etanol. Em seguida orfo-fenilenodiamina (0,35 g = 3,2 mmol)
foi adicionada e a mistura reacional ficou sob agitacdo a 65°C por 24 h, ocorrendo
a formacao de uma solugdo laranja. A solucgdo foi resfriada a temperatura ambiente
e o etanol foi removido por rotaevaporacdo, obtendo-se um solido laranja. A este
s6lido fo1 adicionado cerca de 10 mL de éter etilico, sendo obtido um sélido leve-
mente amarelado que foi filtrado, lavado com éter etilico gelado e seco sob vacuo até
massa constante. O rendimento da sintese foi 27% (0,23 g) e a Figura 3.2 contém
um esquema do procedimento.

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (8, ppm): 6,09 (t, 3J = 2,8 Hz, 2H, H2); 6,38
(s, 2H, H1); 6,48 (dd, 3J = 3,5 Hz, *J = 0,9 Hz, 2H, H3); 7,11 (dd, *J = 5,8 Hz, 4]
= 3,4 Hz, 2H, HS8); 7,28 (m, 2H, H7); 7,81 (s, 2H, H5). RMN de C (125 MHz,
CDCly) (6, ppm): 109,8 (C1); 117,2 (C2); 119,0 (C8); 123,8 (C3); 126,6 (C7); 131,0
(C4); 145,7 (C6); 150,5 (C5). UV-Vis (CH3Cly) \per/nm (e = L mol~! cm™1): 303
(37000), 345 (26000). ESI-MS (+): 263,3 (100%); 264,3 (20%).

Laboratério de Quimica de Coordenagdo — IQ Unicamp 22



CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL Daniel de Moraes Profirio

Eter etilico
gelado

Eter etilico

O-fenilenodiamina
(3,2 mmol) —_

6sCror2éh | i b
% 2) Rotaevaporagdo @ . @
Pirrol-2-carboxaldeido

(6,5 mmol)
20mL etanol

Figura 3.2: Esquema de sintese para o ligante bis-pyrophen.

3.8 Sintese do ligante mono-pyrophen

O ligante mono-pyrophen (N-(pirrol-2-il-metileno)benzeno-1,2-diamina) foi pre-
parado de acordo com o procedimento relatado por Rao e colaboradores.”® Pirrol-
2-carboxaldeido (0,61 g = 6,4 mmol) foi suspenso em 8 mL de dgua destilada. Em
seguida orto-fenilenodiamina (0,69 g = 6,4 mmol) foi adicionada e a mistura rea-
cional ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 h, ocorrendo a formagdo de
uma solucao amarela. A solugdo foi deixada em repouso por 24 h e apds este periodo
formou-se um sélido amarelo. Este s6lido foi coletado por filtragdo, lavado com dgua
destilada gelada e seco sob vacuo até massa constante. O rendimento da sintese foi
65% (0,76 g) e a Figura 3.3 contém um esquema do procedimento.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) (6, ppm): 5,26 (s, 2H, NH,); 6,20 (m, 1H,
H2); 6,53 (td, 3J = 7,8 Hz, ] = 1,4 Hz, 1H, H9); 6,64 (m, 1H, H3); 6,68 (dd, *] =
7,9 Hz, ] = 1,3 Hz, 1H, H10); 6,90 (td, 3] = 7,2 Hz, *J = 1,4 Hz, 1H, H8); 7,06 (m,
1H, H1); 7,10 (dd, 3] = 7,9 Hz, ] = 1,4 Hz, 1H, H7); 8,41 (s, 1H, H5); 11,7 (s, 1H,
NH pirrol). RMN de 3C (100 MHz, DMSO-d6) (6, ppm): 110,0 (C2); 114,8 (C10);
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Pirrol-2-carboxaldeido (6,4 mmol) Agua gelada \'gl %
8,0 mL dgua destilada - \(
B I

O-fenilenodiamina
(6,4 mmol)

1) Temperatura ambiente, 2 h
2) Repouso por 24 h

=

Figura 3.3: Esquema de sintese para o ligante mono-pyrophen.

115,5 (C3); 116,3 (C8); 116,5 (C7); 123,5 (C1); 126,9 (C9); 131,9 (C4); 135,5
(C6); 144,5 (C11); 145,9 (C5). UV-Vis (CH5Cly) \,0e/nm (¢ = L mol~! cm~1): 243
(12400), 299 (16000), 363 (14000). ESI-MS (+): 186,1 (100%); 187,1 (10%).

3.9 Sintese do complexo de Au(IIl) com o ligante pyren

O complexo de Au(IIl), denominado [Au(pyren)]™, foi sintetizado de acordo
com o procedimento relatado por Munro e colaboradores.!® Primeiramente, a uma
solucdo de H[AuCly] (0,99 g = 3,0 mmol) em dgua destilada (15 mL) foi adicionada
uma solucdo 1,0 mol L~! de [BuyN]OH (3,6 mL = 3,6 mmol). A mistura foi agi-
tada a temperatura ambiente durante 1 h e o s6lido amarelo obtido foi recolhido
por filtracdo, lavado com 4gua destilada e seco sob vacuo até massa constante, com
rendimento de 80% (1,36 g). A uma suspensao do pyren sob agitacao (0,39 g = 1,83
mmol) em 8 ml de diclorometano o composto NH,PF; foi adicionado (0,40 g = 2,45
mmol) em 8 mL de etanol. Em seguida [BuyN][AuCly] (0,39 g = 0,68 mmol) em 10

ml de diclorometano foi adicionado gota a gota. A mistura reacional foi aquecida sob
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refluxo durante 1 hora e depois resfriada a temperatura ambiente. A solugdo laranja
foi tampada e deixada no freezer (-20°C) por 24 h, resultando num sélido laranja. O
produto foi recolhido por filtragdo, lavado com diclorometano e seco sob vacuo até
massa constante. O rendimento da sintese foi 74% (0,28 g) e a Figura 3.4 contém

um esquema do procedimento.

Diclorometano
[Bu,N][AuCl,] (0,4 mmol) gelado
10 mL diclorometano

NH,PF; (1,5 mmol)
10 mL etanol

1) Refluxo por1 h \
% 2)Repousoa-20°Cpor24h

Pyren (1,1 mmol)
10 mL diclorometano

Figura 3.4: Esquema de sintese para o complexo [Au(pyren)] ™.

RMN de 'H (400 MHz, CD;CN) (4, ppm): 4,41 (s, 2H, H6); 6,48 (dd, 3J=42
Hz, *J = 2,1 Hz, 2H, H2); 7,07 (d, *J = 4,3 Hz, 2H, H3); 7,45 (d, 3] = 1,4 Hz, 2H,
H1); 7,85 (s, 2H, H5). RMN de '*C (100 MHz, CD3CN) (§, ppm): 62,5 (C6); 112,8
(C2); 125,6 (C3); 139,9 (Cl); 143,3 (C4); 161,2 (C5). UV-Vis (CH3CN) A,,/nm
(¢ = L mol™! cm™1): 289 (13500), 382 (7500). ESI-MS (+): 409,1 (100%); 410,1
(20%).

3.10 Ensaios antibacterianos

As atividades do ligante pyren, do precursor [BuyN][AuCl,] e do [Au(pyren)]™
foram testadas sobre 4 cepas bacterianas patogénicas: Staphylococcus aureus - ATCC

25923 e Enterococcus faecium - ATCC 6569 (Gram-positivas), Pseudomonas aeru-
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ginosa - ATCC 27853 e Escherichia coli - ATCC 25922 (Gram-negativas). Estes
estudos foram realizados nos laboratérios de Micro e Imunobiologia do Centro Uni-
versitario de Araraquara-UNIARA, em colaboracdao com o Prof. Dr. Wilton Rogério
Lustri.

Solugdes estoque do pyren e do precursor [BuyN][AuCly] foram preparadas em
dimetilsulféxido (10.0 ug pL~1) anteriormente a uma dilui¢io em série. Inéculos
suficientes das cepas bacterianas foram adicionados a uma placa com 96 pogos até
um nivel de turbidez equivalente a 0,5 McFarland (~ 1.5 x 10® UFC mL~!). Os
compostos testados foram sequencialmente diluidos nos pogos, conforme observado
na Figura 3.5. Em 1 conjunto de pogos de cada cepa bacteriana ndo foi feita a adi¢ao
dos compostos testados enquanto que em outro conjunto foi adicionado DMSO 25%.
Os valores de concentra¢do inibitéria minima foram estimados de acordo com as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute.”’

E.coli  P.aeruginosa §. aureus E. faecium

A \ A A

[ \f \f \f |

Controle
DMSO 25 %
10 ug Lt
5,0 ug ut IO
2,5 ug pLt PEA(K
1,25 pg ul?
0,625 ug ult
0,312 pg ut?

Figura 3.5: Esquema de incubag@o das cepas bacterianas com os 96 pogos.
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3.11 Ensaios citotoxicos

As atividades citotéxicas do ligante pyren e do complexo [Au(pyren)]™ foram tes-
tadas sobre cé€lulas epiteliais basais de adenocarcinoma de pulmao (A549), células de
cancer de prostata (PC3), células de adenocarcinoma endometrial (HEC1B) e células
nao-tumorais de fibroblastos de rato (Balb/3T3). Estes estudos foram realizados no
Laboratorio de Biotecnologia do Instituto de Biologia da Unicamp, em colaboragao
com o Prof. Dr. Marcelo Lancellotti.

As linhagens celulares foram cultivadas em um meio de cultura de Eagle modifi-
cado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de serum de vitelo, usando es-
treptomicina e penicilina como antibidticos, numa atmosfera de 5% de CO5 a 37°C.
Todos os reagentes de cultura celular foram obtidos da Costar (Corning Inc., NY).
O sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT) foi adquirido da Sigma
Aldrich. As linhagens celulares foram colocadas numa placa contendo 96 pogos (5
x 103 células/poco) 24 h antes do inicio do experimento. Solugdes estoque do pyren
e do [Au(pyren)]" foram preparadas em dimetilsulféxido numa concentracéo de 10
mmol L~!. Os compostos foram diluidos no meio celular com o intuito de se obter
diferentes concentracdes (100-3,125 mol L™1). Quarenta e oito horas apés a adi¢do
dos compostos o sal MTT foi adicionado (com uma concentracdo final de 0,50 mg
mL1) e as células foram incubadas por um periodo de 3 h.”® Apés o periodo de
incubacgdo as células foram lavadas com tampao fosfato salino (PBS) e isopropanol
foi adicionado. A viabilidade celular foi determinada por medidas de absorbancia

em 570 nm.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 Ligante pyren

4.1.1 Composicao quimica

Convencionalmente, as bases de Schiff podem ser preparadas através do refluxo
da amina e do aldeido num solvente organico, como etanol ou metanol, com diversas
variacoes tais como o tratamento da mistura a temperatura ambiente na presencga de
acido acético, refluxo da mistura em heptano ou formando uma mistura azeotropica
com benzeno num tubo Dean-Stark na presenca de acido. Além disso, para favore-
cer a reacdo o equilibrio deve ser deslocado por meio da remogdo da d4gua’® ja que
esta reacao € uma condensag¢do entre um aldeido ou cetona com uma amina primadria,
onde ocorre a perda de 1 mol de 4gua por mol de amina. Em relagdo ao mecanismo,
primeiramente a carbonila sofre um ataque nucleofilico da amina e o intermedidrio
hemiaminal é formado. Em seguida uma etapa de desidratacdo do intermediério pro-
duz a imina.” A Figura 4.1 ilustra o mecanismo com o pirrol-2-aldeido, conforme

descrito por Clayden.”
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o) S) /_\
( ’/\H/R H " g+ Ho ”
HoN ®,”
H N
a—— = \H NH
_— \ T — s \
\ NH \ NH R \ " R
Hemiaminal

®
HZO) N
- H R
—_— e h}{H 0 — \ﬁ{é -H e 7
\ NH A \ NH R \ NH

Imina

Figura 4.1: Esquema do mecanismo de formagao de iminas com o pirrol-2-aldeido. Mecanismo adaptado de
Clayden™.

A sintese do ligante N,N’-bis(pirrol-2-il-metileno)etano-1,2-diamina, aqui definido
como pyren, foi realizada através da condensacao entre pirrol-2-carboxaldeido e uma
diamina primadria (etilenodiamina) em etanol com acido acético a temperatura ambi-
ente, conforme mostrado na Figura 4.2. A reagdo ocorre na presenga de um acido
fraco pois a formagdo de iminas € mais rapida em uma faixa de pH = 4-6: em pH
mais baixo uma grande quantidade de amina se encontra protonada e a velocidade
da primeira etapa (ataque nucleofilico) € lenta; em pH mais alto a concentracdo de
préton € baixa e com isso a etapa de protonagao do grupo OH no intermediério hemi-

aminal é mais lenta.””

’ H
H N
A = \AN/)\@
X o) NH,
* HZN/\/ — NH/ +2H;0

2
\__H HNT S

Figura 4.2: Reacao envolvida na sintese do pyren.

A andlise elementar do pyren confirma a composi¢ao para C;oH4N, - Calcu-

lado: C (67,2); H (6,53); N (26,1%). Experimental: C (67,3); H (6,09); N (26,2%).
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O espectro de massas, obtido no modo positivo, mostrou um pico com intensidade
90% em m/z 215,2 atribuido ao ligante protonado [pyren + H]™ conforme observado
na Figura 4.3. Ja o sinal em m/z 216,2 (intensidade 10%) corresponde ao padrio
isotépico correspondente a >C e °N. O ligante é soliivel em metanol, dimetilsulf6-
x1do, dimetilformamida, cloroférmio, acetona e insolivel em éter etilico e n-hexano.

1004

215.2

%

216.2 3914
138.1

183.1 3924

T ML T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 m/Z
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 4.3: Espectro de massas (ESI-MS) do pyren.

4.1.2 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

O espectro de infravermelho experimental do pyren é mostrado na Figura 4.4.
O espectro do pyren exibe o estiramento (N-H) do pirrol em 3178 cm™!. Os esti-

ramentos assimétrico e simétrico (C-H) do grupo CHs da cadeia etil aparecem em

Laboratério de Quimica de Coordenagdo — IQ Unicamp 31



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO Daniel de Moraes Profirio

2941 e 2871 cm ™!, respectivamente. Uma banda fina e intensa em 1641 cm ™! cor-
responde ao estiramento (C=N) do grupo imino. Além disso o estiramento (C 4,-N)
do anel pirrélico em 1288 cm~! e a deformacio (C-H) fora do plano de compostos

heteroaromaticos em 829 cm ! também sio observadas.”?

©
> \v (N-H)
~ (3178 cm™)
o
O
c
8
£ Ve
()]
c
©
}_
! I ! I ! | ! I ! | ! I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda/cm™

Figura 4.4: Espectro experimental no infravermelho do pyren.

4.1.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A estrutura do pyren com a atribui¢do dos carbonos é mostrada na Figura 4.5. O
espectro de RMN de 'H para o pyren é apresentado na Figura 4.6. Os hidrogénios
da ponte etileno aparecem como um singlete em 3,74 ppm. Os hidrogénios do anel
pirrélico aparecem na regido de protons aromaticos como duplo dublete (H2, 6,10

ppm com %] = 2,6 e 3,4 Hz), duplo dublete (H3, 6,43 ppm com %] = 3,5 Hz e 4J =
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1,4 Hz) e multiplete (H1, 6,86 ppm). Os hidrogénios do grupo imino (HS) também
aparecem como um singlete em 8,08 ppm,>* sendo que esta desblindagem & atribuida

A anisotropia da ligacio C=N.%
1<j/\w/\/ Ty
\_,
2
Figura 4.5: Estrutura esquemadtica do pyren com numeragao nos carbonos.
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Figura 4.6: Espectro de RMN de 'H do pyren. Condi¢des: Avance 500 MHz, CD3CN.

O espectro de RMN de '*C obtido para o pyren € apresentado na Figura 4.7.
Os atomos de carbono da ponte etileno (C6) aparecem em 61,4 ppm, conforme

esperado para grupos alcano substituidos por heterodtomos. Os carbonos do anel
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pirrélico aparecem na regido de compostos heteroaromaticos em 109,3 (C2), 113,6
(C3), 121,8 (C1) e 130,6 (C4) ppm, enquanto os carbonos do grupo imino (C5)

aparecem em 152,6 ppm devido a hibridiza¢do do 4tomo de carbono (C sp?) e a

eletronegatividade do dtomo de nitrogénio.8!
i [
CH5CN
6
5 3 2 |
a

o

T T T T T T T T T T T
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 ppm

Figura 4.7: Espectro de RMN de '3C do pyren. Condicdes: Avance 500 MHz, CD3CN.

4.1.4 Modelagem da geometria por DFT

A fim de confirmar a estrutura do complexo de Au(Ill) com o pyren, cdlculos
tedricos usando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com uma coordenacado
através dos 4 4dtomos de nitrogénio foram realizados, conforme serd discutido na

secdo 4.4.4. Contudo, primeiramente a geometria de equilibrio do ligante livre foi
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determinada com o funcional PBEQ ja que a geometria do complexo foi obtida com

este funcional. A Figura 4.8 mostra a geometria otimizada.

Figura 4.8: Estrutura otimizada para o pyren com o funcional PBEO.

A geometria obtida para o pyren estd em boa concordincia com dados cristalo-
graficos relatados para um ligante andlogo bis(pirrol-imina),*! que difere do pyren
pela presenga de 1 grupo (CH,) a mais na ponte alquil (Figura 4.9). Alguns para-
metros geométricos obtidos para o pyren juntamente com parametros experimentais
do ligante andlogo relatado por Munro e Camp*! sdo mostrados na Tabela 4.1. A
geometria do grupo imino € exclusivamente o isdmero E, consistente com o fato de
que o isomero Z levaria a interagcdes estéreas entre o grupo NH do pirrol e os grupos
CH; adjacentes da ponte etil. Além disso os grupos CH» da ponte etil estio numa
conformacdo alternada enquanto as unidades (pirrol-2-il-metileno)amina apresentam

uma configuragdo anti.

M HN.

Figura 4.9: Estrutura do ligante andlogo relatada por Munro e Camp*!.
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Tabela 4.1: Pardmetros geométricos obtidos por DFT usando PBEO para o pyren.

Distancias / A Tedrico Ligante analogo
NH-C1 1,357; 1,358 1,367; 1,368
C1-C2 1,383 1,381; 1,378
C2-C3 1,412 1,411; 1,416
C3-C4 1,387 1,388; 1,389
C4-C5 1,442; 1,443 1,446; 1,447
C5-N 1,276; 1,277 1,280; 1,281

Angulo / grau

C1-NH-C4 110,1 108,9; 109,0
C5-N-Cé6 117,7;118,2  116,9; 117,0

4.1.5 Espectroscopia eletronica na regiao do UV-Visivel

O espectro eletronico experimental do pyren, juntamente com as absorcdes calcu-
ladas por TD-DFT, encontram-se na Figura 4.10. O espectro apresenta uma banda de
absorcdo intensa em 284 nm (¢ = 55000 L mol~! cm™1) que € atribuida a uma tran-
sicdo n—* do par de elétrons nio-ligantes do nitrogénio do grupo imino.*? Contudo,

de acordo com Holland e colaboradores>®

a natureza das transi¢cdes observadas nos
espectros eletronicos de ligantes bis(pirrol-imina) e seus complexos ainda € incerta
e somente uma tentativa de atribuig¢ao € possivel, ja que as propriedades eletronicas

do anel pirrdlico ndo sdo completamente compreendidas.

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

7X104 _u T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0,6
6x10° o 284 nm L 05
; .
£ 5x10° | 04
< _ 4x10* -
o 4 o
€ 3x10° 03
— -
S 2x10t - 0.2
1x10* - 0,1
04 0,0
200 300 400 500 600

Figura 4.10: Transi¢des eletronicas experimental e tedrica (linhas verticais) do pyren. Os eixos do topo e da
direita correspondem aos pardmetros do espectro tedrico.
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Com isso cdlculos de DFT dependente do tempo foram empregados com o intuito
de explicar a natureza das transi¢des observadas no espectro experimental, ja que na
literatura a atribuicao das bandas € feita por analogia a ligantes similares. Os resulta-
dos mostraram que a banda de absor¢ao intensa observada em 284 nm corresponde a
uma transicdo de orbitais predominantemente do pirrol para orbitais predominante-
mente da imina, basicamente envolvendo transicoes HOMO-1 — LUMO e HOMO
— LUMO-+1. Portanto para o pyren propde-se uma atribuicdo diferente da relatada
na literatura (n—7*), sendo na verdade uma transi¢cao do tipo pirrol-imina 7—7m*.

A Tabela 4.2 contém apenas as transicoes mais importantes observadas no es-
pectro experimental do pyren enquanto o Apéndice A.1 contém a contribui¢do dos
anéis pirrolicos e da imina na composi¢do dos principais orbitais do pyren. A tabela
completa contendo as 30 excitagcdes, for¢a do oscilador, transi¢des inicial e final e
suas atribui¢des se encontra no Apéndice A.2. Ja a Figura 4.11 ilustra o diagrama de
distribuicdo eletronica nos orbitais de Kohn-Sham para o pyren.

Tabela 4.2: Transi¢des observadas no espectro experimental e suas atribui¢des para o pyren.

Estado Excitagdo Forga do oscilador Transi¢ao Contribuicdo (%)  Atribuicdo
eV  nm Inicial Final
1 4,48 277 0,28 57 58 98 pirrol-imina
4,95 251 0,18 56 59 79 pirrol-imina
6 5,02 247 0,48 56 58 33 pirrol-imina
57 59 54 pirrol-imina
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Figura 4.11: Diagrama de energia dos orbitais de Kohn-Sham para o pyren.

4.2 Ligante bis-pyrophen

4.2.1 Composicao quimica

A sintese do ligante N,N’-bis(pirrol-2-il-metileno)benzeno-1,2-diamina, denomi-
nado bis-pyrophen, foi realizada através da condensacao entre pirrol-2-carboxaldeido
¢ a diamina aromatica orfo-fenilenodiamina em etanol numa temperatura de 65°C
por 24 h, conforme observado na Figura 4.12. A anélise elementar do bis-pyrophen
confirma a composi¢ao para um composto de férmula C;3H 4N, - Calculado: C
(73,2); H (5,34); N (21,4%). Experimental: C (73,4); H (4,69); N (21,2%).

No caso desta sintese 0 aquecimento € 0 maior tempo de reacao sao necessarios
pois aminas aromdticas sdo bases mais fracas do que aminas alifaticas’ e para fa-

vorecer a condensacdo nos dois grupos amino da orfo-fenilenodiamina. Este efeito
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9 NH
H NH,
2 + —— - + 2 Hzo
\ NH —

P HN.

Figura 4.12: Reacio envolvida na sintese do bis-pyrophen.

pode ser explicado pelas contribuicdes de ressonancia que deslocalizam o par de
elétrons nao-compartilhado do nitrogénio sobre as posicdes orto e para do anel,
fazendo com que este par esteja menos disponivel para um ataque nucleofilico.®?
A Figura 4.13 mostra as estruturas de ressonancia para a anilina, onde é possivel

observar a participacao do par de elétrons do nitrogénio.

¥ i N NH (‘LH NH,
NH, _2NH; _~-NH; ~NH,
e - - -

Figura 4.13: Estruturas de ressonincia para a anilina. Adaptado de Solomons®?

O espectro de massas, obtido no modo positivo, mostrou um pico com intensidade
100% em m/z 263,3 atribuido ao ligante protonado [bis-pyrophen + H]* conforme
observado na Figura 4.14. Ja o sinal em m/z 264,3 (intensidade 20%) corresponde
ao padrdo isotépico correspondente a *C e "N. O ligante é solivel em diversos
solventes organicos como etanol, metanol, acetonitrila, dimetilsulfé6xido, dimetilfor-

mamida, diclorometano, cloroférmio, acetona e éter etilico mas insolivel em dgua.
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Figura 4.14: Espectro de massas (ESI-MS) do bis-pyrophen.
4.2.2 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

O espectro de infravermelho experimental do bis-pyrophen se encontra na Figura
4.15. No espectro € possivel observar uma banda larga referente ao estiramento
(N-H) do pirrol em 3431 cm™!. Os estiramentos (C4,-H) do grupo fenil e do anel
pirrélico aparecem em 3151, 2972 e 2858 cm™!. Uma banda fina e intensa em 1618
cm ! corresponde ao estiramento (C=N) do grupo imino, sendo observada em menor
frequéncia devido 2 maior conjugagdo com o grupo aromdtico fenil.®* A banda em
1414 cm™! ¢ atribuida aos estiramentos (C=C) e (C=N) presentes em compostos
heterociclicos aromaticos, sendo denominada como modo de estiramento do anel.®?

Além disso a deformacao (C 4,-H) fora do plano do grupo fenil e do anel pirrélico
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em 746 cm~! também é observada.
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Figura 4.15: Espectro experimental no infravermelho do bis-pyrophen.

4.2.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A estrutura do bis-pyrophen com a atribui¢do dos carbonos € mostrada na Figura
4.16. O espectro de RMN de 'H para o bis-pyrophen é apresentado na Figura 4.17.
Os hidrogénios do anel pirrélico aparecem na regidao de prétons aromaticos como
triplete (H1, 6,09 ppm com 3J = 2,8 Hz), singlete (H3, 6,38 ppm) e duplo dublete
(H2, 6,48 ppm com *J = 3,5 Hz e *J = 0,9 Hz). Os hidrogénios do grupo fenil também
aparecem na regiao de prétons aromaéticos (devido a anisotropia gerada pelos elétrons
781) como duplo dublete (H8, 7,11 ppm com 3] = 5,8 Hz e *J = 3,4 Hz) e multiplete
(H7, 7,28 ppm). Por fim os hidrogénios do grupo imino (HS5) aparecem como um
singlete em 7,81 ppm,” sendo que esta desblindagem ¢ atribuida  anisotropia da
ligagio C=N.%0

Laboratério de Quimica de Coordenagdo — IQ Unicamp 41



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO Daniel de Moraes Profirio

S/N N
i
3 =
NH .
e

Figura 4.16: Estrutura esquematica do bis-pyrophen com numeracio nos carbonos.

O espectro de RMN de 3C obtido para o bis-pyrophen é apresentado na Figura
4.18. Os carbonos do anel pirrdlico aparecem na regidao de compostos heteroarométi-
cos em 109,8 (C1), 117,2 (C2), 123,8 (C3) e 130,9 (C4) ppm. Os atomos de carbono
do grupo fenil aparecem em 119,0 (C8), 126,6 (C7) e 145,7 (C6) ppm, conforme
esperado para carbonos de compostos aromaticos, sendo que o carbono C6 se en-
contra mais desblindado devido a ligacdo com o nitrogénio do grupo imino. J4 os
carbonos do grupo imino (C5) aparecem em 150,5 ppm e sdo os mais desblindados
devido a hibridizacdo do d4tomo de carbono (C sp?) e a eletronegatividade do 4tomo

de nitrogénio.®!

4.2.4 Modelagem da geometria por DFT

A Figura 4.19 mostra a geometria otimizada para o bis-pyrophen com o funcional
PBEOQ. A geometria obtida estd em boa concordancia com os dados cristalograficos
relatados para este ligante, conforme descrito por Munro e colaboradores.”” Alguns
parametros geométricos obtidos para o bis-pyrophen juntamente com pardmetros ex-
perimentais da estrutura cristalina sdo mostrados na Tabela 4.3. A geometria do
grupo imino € exclusivamente o isdmero E. Uma conformagio nao-planar é favore-

cida neste ligante, na qual os anéis pirrdlicos estdo para fora do plano definido pelo
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Figura 4.17: Espectro de RMN de 'H do bis-pyrophen. Condi¢oes: Avance 500 MHz, CDCls.

grupo fenil. Um fato interessante na estrutura cristalina deste ligante € a existéncia
de ligacdes de hidrogénio onde o grupo NH do pirrol atua como doador enquanto o

nitrogénio do grupo imino atua como aceitador.

4.2.5 Espectroscopia eletronica na regiao do UV-Visivel

O espectro eletronico experimental do bis-pyrophen, juntamente com as absorcdes
calculadas por TD-DFT, encontram-se na Figura 4.20. O espectro apresenta uma
banda de absorcdo intensa em 303 nm (¢ = 37000 L mol~! cm™!) e um ombro na
regido de 345 nm (e = 26000 L mol~! cm™!). No caso deste ligante a presenca do
grupo aromatico fenil provoca o surgimento de bandas extras no espectro, como 0s
ombros nas regioes de 250 nm e 345 nm que corresponderiam a transi¢oes 7—7* do

grupo fenil, de acordo com a literatura. 584
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Figura 4.18: Espectro de RMN de '3C do pyren. Condigdes: Avance 500 MHz, CDClj.

Com o intuito de entender as propriedades eletronicas deste ligante calculos teori-
cos por TD-DFT foram realizados. Os resultados mostraram que a banda em 303 nm
corresponde a uma transi¢ao envolvendo orbitais dos anéis pirrolicos para orbitais do
grupo fenil, basicamente envolvendo transicoes HOMO-1 — LUMO e HOMO —
LUMO+1. J4 a banda na regido de 345 nm ¢é atribuida a uma transicdo que envolve

orbitais do pirrol e do grupo fenil para orbitais do grupo fenil, sendo praticamente

Figura 4.19: Estrutura otimizada para o bis-pyrophen com o funcional PBEO.
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Tabela 4.3: Parametros geométricos obtidos por DFT usando PBEO para o bis-pyrophen.

Distancias / A Tedrico Experimental
NH-C1 1,356 1,362; 1,365
C1-C2 1,384; 1,385 1,370; 1,376
C2-C3 1,409 1,413; 1,416
C3-C4 1,389 1,382; 1,383
C4-C5 1,434 1,435; 1,446
C5-N 1,285 1,276; 1,278
N-Cé6 1,394; 1,395 1,421; 1,427
Co6-Co’ 1,422 1,404

Angulo / grau

C1-NH-C4 110,1 109,5; 109,6
C5-N-C6 122,2;122,5 118,7;118,9

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

5x10*

1,2
F'E 4x10* 1 303 nm '_1,0
° 3x10*1 345 nm 0.8
5 [
= 2x101 06
~ 1x10* o4
> X 10,2
0 P TT e N L . : - . . ] 0,0
200 300 400 500 600

Comprimento de onda / nm

Figura 4.20: Transi¢des eletronicas experimental e tedrica (linhas verticais) do bis-pyrophen. Os eixos do topo
e da direita correspondem aos pardmetros do espectro tedrico.

uma transicio HOMO — LUMO. E possivel perceber claramente a participacdo dos
anéis pirrolicos nas transi¢des, mostrando o equivoco da atribui¢do feita na literatura.

A Tabela 4.4 contém apenas as transi¢cdes mais importantes observadas no espec-
tro experimental do bis-pyrophen enquanto o Apéndice A.3 contém a contribui¢ao
dos anéis pirrdlicos e do grupo fenil na composi¢ao dos principais orbitais do bis-
pyrophen. A tabela completa contendo as 30 excita¢des, for¢a do oscilador, tran-
sicoes inicial e final e suas atribuicoes se encontra no Apéndice A.4. Ja a Figura

4.21 ilustra o diagrama de distribui¢ao eletrOnica nos orbitais de Kohn-Sham para o
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bis-pyrophen.

Tabela 4.4: Transicdes observadas no espectro experimental e suas atribui¢des para o bis-pyrophen.

Estado Excitagdo Forca do oscilador Transicao Contribuig¢do (%) Atribuicdo
eV  nm Inicial Final
1 3,36 369 0,60 69 70 100 pirrol/fenil-fenil
4 4,17 297 1,02 68 70 68 pirrol-fenil
69 71 30 pirrol/fenil-fenil

A
T*
LUMO+1 .
fenil
LUMO
T
HOMO pirrol, fenil
HOMO-1

Figura 4.21: Diagrama de energia dos orbitais de Kohn-Sham para o bis-pyrophen.

4.3 Ligante mono-pyrophen

4.3.1 Composicao quimica

A sintese do ligante N-(pirrol-2-il-metileno)benzeno-1,2-diamina, denominado
mono-pyrophen, foi realizada através da condensacgdo entre pirrol-2-carboxaldeido
e a diamina aromatica orfo-fenilenodiamina numa razao molar de 1:1, em 4gua a

temperatura ambiente, conforme observado na Figura 4.22. A analise elementar do

Laboratério de Quimica de Coordenagdo — IQ Unicamp 46



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO Daniel de Moraes Profirio

mono-pyrophen confirma a composi¢dao para um composto de formula C1H;;Nj -
Calculado: C (71,4); H (5,94); N (22,7%). Experimental: C (71,4); H (5,33); N
(22,8%).

NH.,

—N NH,
\ I +H,0O

Figura 4.22: Reacdo envolvida na sintese do mono-pyrophen.

Para este ligante foi utilizada uma metodologia adaptada que foi descrita por Rao
e colaboradores,’® que descrevem a sintese de bases de Schiff com diferentes aldei-
dos aromaticos e a orfo-fenilenodiamina em 4gua a temperatura ambiente. Neste
caso emprega-se a temperatura ambiente para evitar uma segunda reacdo de conden-
sacdo, que levaria ao produto bis-pyrophen. De acordo com os autores o uso da dgua
como solvente permite reacdes rapidas ja que os produtos formados geralmente sao
insoluveis, facilitando sua obtencdo. Conforme relatado por Munro e colaborado-
res® este composto é interessante ja que pode atuar como um ligante tridentado bem
como sofrer uma posterior funcionalizagdo através da reacdo com diferentes aldei-
dos, formando compostos assimétricos para aplicacdes em catdlise enantiosseletiva,
por exemplo.

O espectro de massas, obtido no modo positivo, mostrou um pico com intensidade
100% em m/z 186,1 atribuido ao ligante protonado [mono-pyrophen + H] ™ conforme
observado na Figura 4.23. Ja o sinal em m/z 187,1 (intensidade 10%) corresponde
ao padrio isotépico correspondente a *C e 1°N. Este ligante é solivel em diversos

solventes organicos como etanol, metanol, acetonitrila, dimetilsulf6xido, dimetilfor-
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mamida, diclorometano, cloroférmio, acetona, éter etilico e parcialmente solivel em
agua.

100+ 186.1

k]

1429 187.1

150.0 184.1

1 ‘ ‘ m/z

N T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

148 9.

Figura 4.23: Espectro de massas (ESI-MS) do mono-pyrophen.

4.3.2 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

O espectro de infravermelho experimental do mono-pyrophen se encontra na
Figura 4.24. No espectro é possivel observar uma banda larga na regido de 3400
cm~! referente aos estiramentos (N-H) assimétrico e simétrico do pirrol e do grupo

amino em 3454 e 3354 cm™!, respectivamente. Uma banda fina e intensa em 1618

1

cm™  corresponde ao estiramento (C=N) do grupo imino, sendo observada em menor

184

frequéncia devido a maior conjugag¢ao com o grupo aromatico fenil.®* Assim como

no ligante bis-pyrophen, a banda em 1417 cm ™! é atribuida aos estiramentos (C=C) e
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(C=N) presentes em compostos heterociclicos aromadticos, sendo denominada como
modo de estiramento do anel na qual ocorre o estiramento e contragdo de todas as
ligagdes presentes no anel aromdtico.®> Além disso a deformagio (C 4,-H) fora do

plano do grupo fenil e do anel pirrélico em 742 cm™! também é observada.

©
>
)
©
S
c
§C) v (C=C, C=N)
= -1
- (1417 cm™)
v (C=N) —» l
; (1618 cm™)
5(C,-H)
v (N-H) ’
(3454, 3354 cm™) 742 cm
T | T I T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda / cm’™

Figura 4.24: Espectro experimental no infravermelho do mono-pyrophen.

4.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A estrutura do mono-pyrophen com a atribuigdo dos carbonos é mostrada na
Figura 4.25. O espectro de RMN de 'H para o mono-pyrophen é apresentado na
Figura 4.26. Os hidrogénios do grupo amino aparecem na regido de aminas aromaéti-
cas como um singlete largo (NHs, 5,26 ppm) devido a formacao de ligacdes de
hidrogénio.?! Os hidrogénios do anel pirrélico aparecem na regido de prétons aromati-
cos como multipletes em 6,20 ppm (H2), 6,64 ppm (H3) e 7,06 ppm (H1). Os

hidrogénios do grupo fenil também aparecem na regido de prétons arométicos como
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triplo dublete (H9, 6,53 ppm com %J = 7,8 Hz e *J = 1,4 Hz), duplo dublete (H10,
6,68 ppm com *J = 7,9 Hz e 4] = 1,3 Hz), triplo dublete (H8, 6,90 ppm com 3J =
72 Hzel =14 Hz) e duplo dublete (H7, 7,10 ppm com 3J=79Hze'l =14
Hz). J4 o hidrogénio do grupo imino (H5) aparece como um singlete em 8,41 ppm,®¢
e novamente a desblindagem € atribuida 2 anisotropia da ligacdo C=N.%" Por fim o
hidrogénio mais desblindado € o ligado ao nitrogénio do pirrol que aparece como um

singlete em 11,7 ppm.

7

9
6

3 N

10
2 N\ / 11
5
\ HsN
NH

1

Figura 4.25: Estrutura esquematica do mono-pyrophen com numeracgio nos carbonos.

O espectro de RMN de '*C obtido para o mono-pyrophen é apresentado na Figura
4.27. Os carbonos do anel pirrdlico aparecem na regido de compostos heteroaromati-
cosem 110,0 (C2), 115,5 (C3), 123,5 (C1) e 131,9 (C4) ppm. Os atomos de carbono
do grupo fenil aparecem em 114,8 (C10), 116,3 (C8), 116,5 (C7), 126,9 (C9), 135,5
(C6) e 144,5 (C11) ppm, conforme esperado para carbonos de compostos aromati-
cos. O carbono C11 € o que se encontra mais desblindado devido a ligacdo com o
nitrogénio do grupo amino. Ja o carbono do grupo imino (C5) aparece em 145,9 ppm
e é o mais desblindado por causa da hibridizacdo do dtomo de carbono (C sp?) e a

eletronegatividade do dtomo de nitrogénio.8!
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Figura 4.26: Espectro de RMN de 'H do mono-pyrophen. Condi¢des: Avance 400 MHz, DMSO-d6.
4.3.4 Modelagem da geometria por DFT

A Figura 4.28 mostra a geometria otimizada para o mono-pyrophen com o fun-
cional PBEO. A geometria obtida estd em boa concordancia com os dados cristalo-
graficos relatados para este ligante, conforme descrito por Munro e colaboradores.®
Alguns parametros geométricos obtidos para o mono-pyrophen juntamente com pa-
rametros experimentais da estrutura cristalina sdo mostrados na Tabela 4.5. Nova-
mente a geometria do grupo imino € exclusivamente o isOmero E ja que o isOmero Z
levaria a interagdes estéreas entre o hidrogénio (NH) do pirrol e o H7. Uma confor-

macao planar é observada neste ligante, inclusive no grupo amino que se encontra

ligeiramente planar, sugerindo que a hibridizagcdo deste nitrogénio € melhor descrita
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Figura 4.27: Espectro de RMN de 'C do mono-pyrophen. Condi¢des: Avance 400 MHz, DMSO-d6.

como uma mistura sp?/sp>. Na estrutura cristalina deste ligante também sdo obser-
vadas ligacdes de hidrogénio entre o nitrogénio do grupo amino (aceitador) de uma

molécula e o hidrogénio do NH do pirrol (doador) da molécula vizinha.

Figura 4.28: Estrutura otimizada para o mono-pyrophen com o funcional PBEO.
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Tabela 4.5: Parametros geométricos obtidos por DFT usando PBEO para o mono-pyrophen.

Distancias / A Teérico Experimental

NH-C1 1,357 1,367
C1-C2 1,383 1,383
C2-C3 1,410 1,416
C3-C4 1,3389 1,388
C4-C5 1,435 1,439
C5-N 1,286 1,282
N-C6 1,397 1,414
Co-Cl11 1,416 1,414
C11-NH, 1,381 1,386

Angulo / grau

C1-NH-C4 110,1 109,3
C5-N-C6 123,6 121,8

4.3.5 Espectroscopia eletronica na regiao do UV-Visivel

O espectro eletronico experimental do mono-pyrophen, juntamente com as ab-
sor¢oes calculadas por TD-DFT, encontram-se na Figura 4.29. O espectro apresenta

3 bandas de absor¢dio em 243 nm (¢ = 12400 L mol~! cm™!), 299 nm (¢ = 16000 L

mol~! cm™') e 363 nm (¢ = 14000 L mol~! cm™!). Embora os valores das bandas

8

estejam concordantes com o relatado por Munro,®® a atribuicdo das bandas ndo é

descrita na literatura.

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 7500

2,0X1 04 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T y
299 nm
e 15x10* 363 nm 10,4
T" . 0,3
S 1,0x10 o™
e 10,2
— 5,0x10°
E i
0,0 LT n TF . . : . . . 0,0
200 300 400 500 600

Figura 4.29: Transicdes eletronicas experimental e tedrica (linhas verticais) do mono-pyrophen. Os eixos do
topo e da direita correspondem aos parametros do espectro tedrico.

Os resultados de TD-DFT mostraram que a banda em 243 nm corresponde a uma
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transicdo m—n* envolvendo orbitais do grupo fenil, basicamente envolvendo uma
transicilo HOMO-2 — LUMO+2. A banda em 299 nm ¢é constituida por 2 estados
sendo que ambos sdo transicdes m—m* envolvendo orbitais do grupo fenil e corre-
spondem a transicoes envolvendo o LUMO: HOMO-2 — LUMO e HOMO-1 —
LUMO. J4 a banda em 363 nm também pode ser atribuida a uma transicao 7—m* dos
orbitais do grupo fenil, sendo praticamente uma transicio HOMO — LUMO.

A Tabela 4.6 contém apenas as transi¢cdes mais importantes observadas no espec-
tro experimental do mono-pyrophen enquanto o Apéndice A.5 contém a contribui¢ao
do anel pirrélico e do grupo fenil na composi¢ao dos principais orbitais do mono-
pyrophen. A tabela completa contendo as 30 excitacdes, for¢a do oscilador, tran-
si¢Oes inicial e final e suas atribui¢des se encontra no Apéndice A.6. Ja a Figura
4.30 ilustra o diagrama de distribuic¢ao eletronica nos orbitais de Kohn-Sham para o
mono-pyrophen.

Tabela 4.6: Transicdes observadas no espectro experimental e suas atribui¢des para o mono-pyrophen.

Estado Excitagdo For¢a do oscilador Transi¢ao Contribui¢do (%) Atribui¢do
eV nm Inicial Final

1 3,42 363 0,34 49 50 94 fenil-fenil*

2 4,27 290 0,30 48 50 83 fenil-fenil*

3 4,64 267 0,20 47 50 63 fenil-fenil*

7 571 217 0,13 49 52 78 fenil-fenil*

14 7,03 176 0,23 47 52 55 fenil-fenil*
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Figura 4.30: Diagrama de energia dos orbitais de Kohn-Sham para o mono-pyrophen.

4.4 Complexo [Au(pyren)|PF

4.4.1 Composicao quimica

O complexo de Au(III) foi preparado pela substitui¢do direta com o anion [AuCly] .
De acordo com Barnholtz e colaboradores®’ os precursores H{AuCly] e K[AuCly]
podem ser usados para formar o produto desejado, embora a sintese seja muito mais
eficiente a partir do [BuyN][AuCl,]. Munro e colaboradores!® também relataram que
o uso do K[AuCly] resulta na formacao do anion [AuCl,]™ e que o [BuyN][AuCl,]
¢ soluvel em solventes apolares enquanto que o complexo de Au(IIl) ndo €. O com-
posto NH4PFs foi adicionado pois o dnion PF; ¢ volumoso e facilita a precipitagao
do complexo catidnico [Au(pyren)]™. A Figura 4.31 ilustra a rea¢do envolvida na

sintese do complexo, mostrando a estrutura proposta.
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Figura 4.31: Reacdo envolvida na sintese do complexo [Au(pyren)] ™.

O composto precursor [BuyN][AuCly] também foi preparado por um procedi-
mento modificado®” que envolve a precipitacdo do [BuyN][AuCl,] ap6s a adicdo de
[BuyN]OH a uma solucdao de H[AuCly], conforme observado na Equagao 4.1. A
andlise elementar do [Au(pyren)]™ confirma a composi¢cdo para AuC;o2H;oN,PF; -
Calculado: C (26,0); H (2,16); N (10,1%). Experimental: C (25,6); H (1,64); N
(10,1%). O espectro de massas do [Au(pyren)]™ realizado no modo positivo con-
tém um pico com intensidade 100% em m/z 409,1 atribuido ao cation [Au(pyren)] "
conforme observado na Figura 4.32. Como o ouro possui apenas 1 is6topo estivel
(*TAu), o sinal em m/z 410,1 (intensidade 20%) é atribuido ao padrido isotépico
correspondente a 3C e 1°N do pyren. O complexo € soltivel em acetonitrila, dime-
tilsulfoxido, dimetilformamida, acetona e insolivel em cloroféormio, éter etilico e

n-hexano.

[BuyN]OH + H[AuCly] — [BusN|[AuCly] + HyO (4.1)

A andlise termogravimétrica do complexo foi realizada com o intuito de confir-
mar a composi¢ao quimica assim como verificar sua estabilidade térmica. O perfil

de perda de massa em fungdo da temperatura para o [Au(pyren)]™ é mostrado na
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Figura 4.32: Espectro de massas (ESI-MS) do [Au(pyren)] ™.

Figura 4.33. O complexo € estavel até 150°C, temperatura na qual sua decomposi¢ao
comega. O ligante pyren é perdido na primeira etapa da curva termogravimétrica
na faixa 150-480°C (Calculado para perda de CioHoNy: 38,2%. Experimental:
32,1%). Em seguida o contra-ion PF; € perdido na faixa 450-760°C provavelmente
na forma de PF; (Calculado para perda de PF;: 22,7%. Experimental: 23,1%). O
residuo final do tratamento térmico corresponde com um composto de formula AuOF
(Calculado para AuOF: 41,8%. Experimental: 44,5%), ja que compostos contendo

o anion PF; tém como produto de sua decomposi¢do térmica sais de fluoreto.®®

4.4.2 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

A Figura 4.34 mostra os espectros experimentais do pyren ¢ do [Au(pyren)]”

para fins de comparacao. O espectro do complexo fornece evidéncias sobre a coor-
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Figura 4.33: Analise térmica do complexo [Au(pyren)]™.

denacdo do pyren ao Au(Ill). A primeira evidéncia € o desaparecimento da banda
de estiramento (N-H) devido a perda do hidrogénio do grupo pirrol com a coorde-
nagdo. A banda de estiramento (C=N) do grupo imino é deslocada por -64 cm™!
pois com a coordenacdo ocorre doagao de densidade eletrOnica, provocando um en-
fraquecimento da ligacio C=N. Estas evidéncias sugerem a participacdo tanto dos
nitrogénios do pirrol quanto do grupo imino na coordenacdo. Também € interessante
notar o aparecimento de 2 novas bandas atribuidas ao contra-ion PFy: o estiramento
(P-F) em 840 cm ™! (13) e a deformacdo (F-P-F) em 559 cm™! (14),% sugerindo que

o complexo € catidnico.
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Figura 4.34: Espectros experimentais no infravermelho do pyren e do [Au(pyren)] ™.

4.4.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A estrutura do [Au(pyren)]™ com a atribuicdo dos carbonos é mostrada na Figura

4.35 e o espectro de RMN de 'H ¢ apresentado na Figura 4.36. Os hidrogénios da

ponte etileno (H6) aparecem como um singlete em 4,41 ppm. Os hidrogénios do

anel pirrélico aparecem na regido de prétons arométicos como duplo dublete (H2,

6,48 ppm com 3] =42 Hz e 2,1 Hz), duplete (H3, 7,07 ppm com 3J =43 Hz) e

duplete (H1, 7,45 ppm com 3J = 1,4 Hz). Por fim os hidrogénios do grupo imino

(H5) também aparecem como um singlete em 7,85 ppm.

A Tabela 4.7 contém as atribui¢cdes dos hidrogénios, valores de deslocamento
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Figura 4.35: Estrutura esquematica do [Au(pyren)]* com numeragiio nos carbonos.

quimico e de Ad (6 complexo —¢ ligante) para o pyren e o [Au(pyren)]*. Observando
os valores de Ad mostrados na Tabela 4.7 € possivel notar que todos os hidrogénios
foram deslocados para campo baixo com a coordenagdo, consistente com a doagao
de densidade eletrOnica para o Au(IIl). Contudo, os hidrogénios do grupo imino
foram deslocados para campo alto, indicando uma blindagem destes dtomos com a

coordenacao.

Tabela 4.7: Atribui¢des dos hidrogénios, deslocamentos quimicos e valores de Ad para o pyren e [Au(pyren)] ™.

Atribui¢do pyren ¢ (ppm) [Au(pyren)] 0 (ppm) Ad (ppm)
6 3,74 4,42 0,68
2 6,10 6,48 0,38
3 6,43 7,07 0,64
1 6,86 7,45 0,59
5 8,08 7,84 -0,24

O espectro de RMN de 3C obtido para o [Au(pyren)]* é apresentado na Figura
4.37. Os atomos de carbono da ponte etileno (C6) aparecem em 62,5 ppm, con-
forme esperado para carbonos de grupos alcano substituidos por heterodtomos. Os
carbonos do anel pirrélico aparecem na regiao de compostos heteroaromaticos em
112,8 (C2), 125,6 (C3), 139,9 (Cl1) e 143,3 (C4) ppm. Ja os carbonos do grupo
imino (C5) sdo os mais desblindados e aparecem em 161,2 ppm, novamente por

causa da hibridizagio (C sp?) e a eletronegatividade do d4tomo de nitrogénio.?!
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Figura 4.36: Espectro de RMN de 'H do [Au(pyren)]*. Condigdes: Avance 400 MHz, CD3CN.

A Tabela 4.8 contém as atribui¢des dos carbonos, valores de deslocamento quimico
e de A para o pyren e o [Au(pyren)] ', na qual é possivel observar que as variagoes
de deslocamento quimico para os &tomos de carbono seguem o mesmo padrao obser-
vado para os hidrogénios com a coordenacao: todos os carbonos sao deslocados para
campo mais baixo, sendo consistente com doa¢ao de densidade eletronica do pyren
ao Au(IIl). As evidéncias obtidas pelos espectros de 'H e 3C indicam a coordenagio
do pyren ao Au(III).

Tabela 4.8: Atribui¢des dos carbonos, deslocamentos quimicos e valores de Ad para o pyren e [Au(pyren)]*.

Atribuicdo pyren § (ppm) [Au(pyren)]t § (ppm) A (ppm)
6 61,4 62,5 1,1
2 109,3 112,8 3,5
3 113,6 125,6 12,0
1 121,8 139,9 18,1
4 130,6 143,3 12,7
5 152,6 161,2 8,6
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Figura 4.37: Espectro de RMN de '3C do [Au(pyren)]*. Condicdes: Avance 400 MHz, CD3CN.

Mudancas na densidade eletronica dos nitrogénios dos grupos pirrol € imino do
pyren com a coordenagdo do ion Au(Ill) foram avaliadas pela espectroscopia de cor-
relacdo a miiltiplas ligagdes (HMBC) de ['H-°N]. No espectro do pyren, ilustrado
na Figura 4.38, o deslocamento quimico dos dtomos de nitrogénio dos grupos pirrol
e imino sdo observados em 146 e 303 ppm, conforme esperado para nitrogénios de
pirréis (na faixa de 100-150 ppm) e iminas (na faixa de 300-400 ppm).®!

No espectro do [Au(pyren)] ™ estes sinais sdo deslocados para 186 ppm (N do pir-
rol) e 208 ppm (N da imina), conforme observado na Figura 4.39. Para os nitrogé€nios
do pirrol foi observada uma desblindagem, que pode ser atribuida a uma o-doacgao
do par de elétrons do nitrogénio desprotonado. Contudo, uma mudanga no cone de
anisotropia provocada pela coordenacao do Au(Ill) ao ligante poderia causar uma
blindagem dos dtomos de nitrogénio do grupo imino. Os valores de A¢ observados

de 40 ppm para os nitrogénios do pirrol e -95 ppm para os nitrogénios do grupo
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Figura 4.38: Espectro de correlagio HMBC ['H-'°N] do pyren. Condigdes: Avance 400 MHz, CD3CN.

imino, bem como a retengdo da simetria nos espectros de 'H, *C e N confirmam

um modo de coordenagdo tetradentado do Au(IIl) ao pyren.

4.4.4 Modelagem da geometria por DFT

A fim de confirmar a estrutura do complexo de Au(Ill) com o pyren, célculos
tedricos usando DFT com uma coordenacio através dos 4 atomos de nitrogénio
foram realizados para determinar a geometria de equilibrio, que se encontra na Figura
4.40. Para o célculo da geometria foi utilizado o funcional PBEOQ, ja que este vem
sendo descrito como um dos melhores funcionais para a determinacdo de estruturas

72.90 ¢ o potencial efetivo de caroco LANL2TZ para o

e propriedades moleculares,
atomo de ouro ja que este descreve melhor sistemas contendo metais da segunda e

terceira série de transicdo quando comparado com o potencial LANL2DZ.
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Figura 4.39: Espectro de correlagio HMBC ['H-'5N] do [Au(pyren)]". Condi¢des: Avance 400 MHz,
CD3CN.

Os resultados obtidos pelas espectroscopias de infravermelho e RMN levam a
proposicao de uma coordenacgdo tetradentada numa geometria quadrada distorcida
do Au(IIl) ao pyren. Este é o mesmo modo de coordenacdo observado para com-
plexos de Au(IIl) com ligantes bis(pirrolil-imina) e bis(imidazolil-imina) conforme
relatado por Munro.'® A estrutura calculada para o complexo mostra um ambiente
de coordenag¢do quadrado distorcido, conforme observado também em compostos
de Au(IIl) com ligantes porfirina (I), bases de Schiff (II) e bis(piridil)carboxamida
(IIN'3 ilustrados na Figura 4.41.

Alguns parAmetros geométricos obtidos para o [Au(pyren)]™ juntamente com pa-
rAmetros experimentais do complexo de Au(IIl) com o ligante salen®” também sdo

mostrados na Tabela 4.9. No complexo [Au(TPP)]" (Figura 4.41) a estrutura se ca-
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Figura 4.40: Geometria otimizada para o [Au(pyren)]™.

racteriza por uma geometria quadrada com angulos de ligacao N-Au-N (89,8-90,1°)
e comprimentos de ligagio Au-N (2.032-2.033 A) praticamente idénticos. Diferente-
mente dos compostos [Au(porfirina)]™, os fons Au(III) nos complexos [Au(salen)]™
e [Au(dcbpb)]* (Figura 4.41) possuem uma geometria quadrada distorcida, com 4n-
gulos de ligacao entre 84,8-94,6° e 81,1-111,6°, respectivamente. A distor¢ao dos
angulos em relacdo a 90° ¢ atribuida aos “bite angles” dos ligantes que nao con-
seguem acomodar o Au(IIl) numa geometria perfeitamente quadrada.’> As distan-
cias Au-N e os dngulos N-Au-N no complexo [Au(pyren)]™ sdo bem similares ao
complexo [Au(dcbpb)]t, jd que ambos os compostos contém trés anéis de 5 mem-

bros em suas estruturas.

4.4.5 Espectroscopia eletronica na regiao do UV-Visivel

Os espectros eletronicos experimentais do pyren e do [Au(pyren)]™, juntamente
com as absorcoes calculadas por TD-DFT, encontram-se na Figura 4.42. Conforme
observado nos espectros experimentais, a coordenacdo do Au(IIl) provocou mu-

dancgas nas propriedades eletronicas do pyren: a banda em 284 nm, atribuida a tran-
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Figura 4.41: Distancias de ligacdo e Angulos associados ao 4tomo de ouro nos compostos I, IT e IIT*3.

si¢do pirrol-imina, foi deslocada para 289 nm com uma diminui¢do na intensidade (e
= 11000 L mol~! cm™1), sendo concordante com a coordenag¢do. Uma nova banda
de absor¢io aparece em 382 nm (¢ = 7500 L mol~! cm™!), que pode ser atribuida a
uma banda de transferéncia de carga ligante-metal,’® bem como um ombro em 330
nm.

Embora a atribui¢do das transicoes observadas no espectro eletronico do com-
plexo seja incerta, cdlculos tedricos por DFT tem se mostrado uma ferramenta na
previsdo de estruturas e propriedades eletrOnicas de complexos. Dois estudos re-
centes de complexos com ligantes bis(pirrolil-imina) descrevem o uso de calculos
por DFT e TD-DFT para determinar a atribui¢ao do espectro eletronico de um com-

plexo de Ni(II)*° e a investigacdo da coordenacdo axial de derivados de imidazol
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Tabela 4.9: ParAmetros geométricos obtidos por DFT usando LANL2TZ/PBEO para o [Au(pyren)] ™.

Distancias / A Teorico Complexo anédlogo
NH-C1 1,335 —
C5-N 1,313; 1,314 1,276; 1,302
N-Cé6 1,464 1,478; 1,491
Au-N 1,984 1,977; 1,962
Au-NH 2,023 —
Angulo / grau
CI1-NH-C4 107,91 —
C5-N-C6 130,5; 130,7 124,0; 124,7
N-Au-N 83,3 84,0
NH-Au-NH 114,1 —

em complexos de Zn(II), Ni(Il) e Cu(II).** Contudo, é importante ressaltar que o
TD-DFT nao € o tipo de calculo mais confidvel para a determinacdo da estrutura

eletronica de compostos contendo metais.
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Figura 4.42: Transicdes eletronicas experimental e tedrica (linhas verticais) do (a) pyren e (b) [Au(pyren)] ™.
Os eixos do topo e da direita correspondem aos parametros do espectro tedrico.

Com isso calculos tedricos por TD-DFT foram empregados para uma primeira

1déia da natureza das transicdes observadas no espectro experimental do complexo.
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Os resultados mostraram que a banda em 289 nm corresponde a uma transi¢ao
pirrol-sistema 7* do pyren, sendo basicamente uma transicaio HOMO-6 — LUMO e
HOMO-6 — LUMO+1. O ombro em 330 nm também corresponde a uma transi¢ao
m-m* do pyren, sendo basicamente uma transigilo HOMO-3 — LUMO. Por fim a
banda em 382 nm possui contribui¢des de uma transi¢ao pirrol-sistema 7* (HOMO-
2 — LUMO+1) e pirrol-imina (HOMO-1 — LUMO+2 e HOMO — LUMO+2), sem
a contribui¢do de orbitais do ouro.

A Tabela 4.10 contém apenas as transicoes mais importantes observadas no espec-
tro experimental do [Au(pyren)]* enquanto o Apéndice A.7 contém a contribui¢éo
dos anéis pirrdlicos, da imina e do 4&tomo de ouro na composicdo dos principais or-
bitais. A tabela completa contendo as 30 excitacdes, forca do oscilador, transi¢oes
inicial e final e suas atribui¢des se encontra no Apéndice A.8.

Tabela 4.10: Transi¢des observadas no espectro experimental e suas atribui¢des para o [Au(pyren)] ™.

Estado Excitagdo Forca do oscilador Transi¢ao Contribui¢do (%)  Atribui¢do
eV nm Inicial Final
9 4,19 296 0,19 63 67 39 pirrol-7*
64 68 55 pirrol-imina
10 4,51 275 0,18 62 67 51 pirrol-7*
63 68 22 pirrol-imina
65 68 17 pirrol-imina
16 5,83 213 0,18 61 66 62 m-m*
30 6,74 184 0,35 58 66 23 pirrol-7*
58 67 26 pirrol-7*

A Figura 4.43 ilustra o diagrama de distribuicao eletronica nos orbitais de Kohn-
Sham para o [Au(pyren)] ™, sendo que os orbitais dentro do retAngulo sdo os envolvi-

dos nas transicoes eletronicas observadas no espectro experimental.
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Figura 4.43: Diagrama de energia dos orbitais de Kohn-Sham para o [Au(pyren)] ™.

4.4.6 Estudos biolégicos

Ensaios antibacterianos

O complexo [Au(pyren)]™ foi avaliado quanto a sua atividade antibacteriana e
para a determinagdo dos valores de concentracdo inibitoria minima. A Tabela 4.11
contém os resultados obtidos para o pyren e o complexo [Au(pyren)]™ contra cepas
bacterianas Gram-negativas (E. coli and P. aeruginosa) e Gram-positivas (S. aureus
and E. faecium). O composto [BuyN][AuCl,] foi usado como controle positivo, en-

quanto o pyren foi usado como controle negativo.
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Tabela 4.11: Perfil antibacteriano de cepas bacterianas contra A = [BuyN][AuCly], B = pyren e C =
[Au(pyren)]™. + — Crescimento positivo e — — Crescimento negativo.

Ensaio E. coli P aeruginosa S. aureus E. faecium

A B CADB C A BZCABC

Controle + + + + + + + + + + + +
DMSO 25% - - - - .
10 pg pL™t - - - - - - ..o

5 pg pL~! e
25pugpl™ -+ - -+ - -+ - -+ -
125pgpl™ -+ - -+ - -+ - -+ -
0,625 pg pul=! + - - + - -+ - -4 -
03125 g uL™t + + - + + - -+ -+ o+ -

Os valores de concentragdo inibitéria minima para os compostos testados e os

1°! encontram-se na Tabela 4.12. Os

antibioticos padrdo vancomicina e cloranfenico
resultados confirmam a sensibilidade das bactérias testadas frente ao [Au(pyren)]™*
com valores de concentracfo inibitéria minima na faixa de 312,5 mg L~!. Contudo,
os valores de concentracdao encontrados sdo superiores aos valores da vancomicina
e do cloranfenicol, indicando uma atividade moderada do complexo. Em compara-
¢do com o [Au(pyren)] ™ tanto o pyren quanto o precursor [BuyN][AuCl,] mostraram
uma menor atividade inibitdoria contra as cepas bacterianas testadas sob as mesmas
condi¢des experimentais, indicando que a presenca do ligante é importante para a
atividade. Além disso € interessante notar a toxicidade do dimetilsulféxido, que ini-
biu o crescimento bacteriano das 4 cepas testadas. Este efeito pode ser explicado por
alteracdes no metabolismo e mudancas na permeabilidade da membrana das células,
provocando danos celulares severos.”?

Na literatura, Goss e colaboradores”® relataram a sintese, caracterizacao e en-
saios antimicrobianos de complexos Au(Ill)-catecolato e andlogos: 2 dos complexos

t94

mostraram boa atividade contra B. subtilis e P. aeruginosa. Refat”™ investigou a es-
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trutura e as propriedades de complexos de Ag(I), Cu(Il) e Au(Ill) com o agente an-
tibacteriano norfloxacino, sendo que estes apresentaram moderada atividade contra
B. subtilis e P. aeruginosa mas nenhuma atividade contra E. coli.

Tabela 4.12: Valores de concentragio inibitéria minima, em mg L.

Composto E. coli P aeruginosa S. aureus E. faecium
Pyren 10000 10000 10000 10000
(BuyN)(AuCly) 625 625 312,5 625
(Au(pyren))™  312,5 312,5 <312,5 <312,5
Vancomicina — 10 2
Cloranfenicol 4 50 — —

Ensaios citotoxicos

Baseado no fato de que compostos de Au(IIl) com ligantes dianidnicos tetraden-
tados se comportariam de maneira similar a cations organicos lipofilicos, que vem
sendo sugeridos como potenciais candidatos a compostos anti-cancer,” propde-se
que o complexo [Au(pyren)]” também atue como um cétion lipofilico. Portanto,
com o intuito de explorar o seu comportamento citotoxico o complexo foi avaliado
quanto a sua atividade citotéxica para a determinacdo dos valores da concentra¢ao
necessaria para 50% de inibigdo in vitro (IC5y), em comparacdo com o ligante livre.

O estudo foi feito in vitro com concentracdes na faixa 3,125 ymol L~! a 100 zzmol
L~! para células epiteliais basais de adenocarcinoma de pulmio (A549), células de
cancer de prostata (PC3), células de adenocarcinoma endometrial (HEC1B) e células
de fibroblastos de rato (Balb/3T3), sendo que os resultados encontram-se na Figura
4.44. Os resultados mostram que o ligante ndo possui efeito citotoxico significativo
na faixa de concentragOes testada para todas as células com exce¢do da HECIB,

que foi a mais sensivel dentre as linhagens testadas. Para a HEC1B foi possivel
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encontrar um valor de ICs, para o pyren de 54,6 4 0,3 ymol L™!, enquanto que para
as outras linhagens os valores de IC5, estdo acima da faixa avaliada. Mesmo para a
HECI1B o valor de ICs; do complexo é mais baixo (28,0 & 0,2 zmol L™1) do que o
ligante livre. Para as outras linhagens o complexo apresentou atividade com valores
de IC5 de 37,2 £+ 0,3; 39,0 £ 0,2 € 35,8 + 0.2 pumol L! para Balb/3T3, A549 e PC3
respectivamente. Além disso € importante ressaltar que nao houve seletividade para
as linhagens tumorais, ja que os valores de I1Cyj para as 4 linhagens se encontram
na faixa de 35 pmol L™!. Com isso pode-se supor que a estrutura rigida e catidnica
presente no complexo, mas ausente no ligante livre, é fundamental para a atividade
citotoxica.

Em comparacdo com outros complexos de Au(Ill) com ligantes nitrogenados o
[Au(pyren)]™ apresentou um resultado promissor em células de adenocarcinoma de
pulmio: o complexo possui maior citotoxidade do que [Au(bipy)Cl>]", [Au(en)Cly] ™,
[Au(dach)Cl,]" e cisplatina, conforme observado na Tabela 4.13. Para as outras
linhagens celulares o [Au(pyren)]™ mostrou uma menor citotoxidade, inclusive em
comparac¢do com a cisplatina. O composto [Au(TPP)]", onde TPP = tetrafenil-
porfirina, apresentou atividade anti-cancer promissora frente a diversas linhagens
de cancer humano incluindo carcinoma nasofaringeo, leucemia (HL-60), carcinoma
hepatocelular e carcinoma cervical (HeLa) com valores de ICsy entre 0,11 e 0,73
pmol L~1.26:9 Intercalacdo com DNA e o uso de cations lipofilicos planares que a-
tacam a mitocondria em células cancerosas tem sido propostos como um mecanismo
possivel para compostos [Au(porfirina)]* devido a estrutura planar e catidnica cite-
barnard, nobili. As estruturas dos compostos relatados na Tabela 4.13 sdo mostradas

na Figura 4.45.

Laboratério de Quimica de Coordenagdo — IQ Unicamp 72



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Daniel de Moraes Profirio

100 { =
a= Balb3T3
| ﬂ\ -
90 = .\
WS
804 \ P -
N\
2 70 \ -
= -
S 60 N
@ 50 AN
® .
£ ]
3 1 -
S E - —
30 T
. = Pyren -
20 4 ¢ Au-pyren
T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentragdo/ uM

100

<
Z
&
=
g
[
o
©
=l
3
i
: . \‘\~\
30 _ - V\;\”;;;W'\;\\\‘ -
* Pyren =
204 -« Au-pyren
0 20 - y ) )

Concentragdo / uM

Viabilidade celular / %

Viabilidade celular / %

Pyren
Au-pyren

PC3

100

T
20

T T
40 60

Concentragdo/ uM

60 - N\
50 AN

- \\\\
40 AN

N
30 S~
=  Pyren * ~_
204 © Au-pyren TT——  *
T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentragdo/ uM

Figura 4.44: Citotoxicidade do pyren e do [Au(pyren)]™ em diferentes concentragdes (mol L) contra
4 diferentes linhagens celulares. Dados de 2 experimentos diferentes foram normalizados para os valores

mdéximos obtidos para o grupo controle.

4.4.7 Estudos de interacao com DNA

A partir dos estudos de espectroscopia de absor¢ao nas regides do UV-Visivel e

do infravermelho, modelagem da geometria por DFT e de ressonancia magnética nu-

clear foi possivel confirmar que o ligante se encontra desprotonado e o Au(Ill) esta

tetracoordenado num ambiente de coordenagdo quadrado. Com a estrutura definida

os estudos bioldgicos mostraram que o complexo apresentou atividade inibitdria

frente a cepas bacterianas e linhagens celulares tumorais, ao contrario do ligante
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Tabela 4.13: Valores de IC5( (em pmol L para compostos de Au(Ill) em células tumorais. () = Referéncia.

Composto A549 PC3 HEC1B Balb/3T3  Outras
Pyren — — 54.6 — _
[Au(pyren)]* 39,0 35,8 28,0 37,2 —
[Au(TPP)]" — — _ _ 0,13 (%)
[Au(bipy)Cly]t 125 7 — — _ _
[Au(en)Cly]* 12507 7,508 — _ _
[Au(dach)Cl,]t 12507 8,1 () — _ _
[Au(en),]** — 1,0 %) — _ _
Cisplatina 64 (100) 0,18 (101) 2 (102) — 27 (16)
+ 22 +
ch/ \NH
N \
O N— Au—Cl HN—Au—0Cl
(I‘I Cl
[Au(bipy)Cl,]* [Au(en)Cl,]*
5 [Au(TPP)]*
o -3+
{1’2 {1’2 H cl cl
N A N_ _dC O
/All\ l N /Au\Cl Pt
N N e H3N/ \NH3
H, H, -
[Au(en),]** [Au(dach)Cly]* Isplatina

Figura 4.45: Estrutura dos compostos de Au(IIl) descritos na Tabela 4.45.

livre, sugerindo que a estrutura rigida e catidnica obtida com a coordenagdo € fun-
damental para a atividade. Desta forma foram realizados estudos de interacao entre
o [Au(pyren)]™ e o DNA, um possivel alvo bioldgico, jd que o [Au(pyren)]™ é um
composto planar e catidnico'®® podendo interagir por intercalacio.

Uma caracteristica comum dos intercaladores é que eles possuem um sistema
aromatico planar, extendido e deficiente em elétrons. Estes compostos tipicamente
possuem 2 ou mais anéis de 6 membros que formam uma plataforma com aproxi-

madamente o mesmo tamanho que os pares de base do DNA. Nos ultimos 40 anos

74
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numerosos estudos de sistemas DNA-intercalador vem esclarecendo o processo de
intercalacdo. Quando um composto intercala os pares de base se afastam aproxi-
madamente 3,4 A para acomodar o ligante. Esta separagdo s6 ocorre gracas a ro-
tacdo das ligacdes no esqueleto fosfato, fazendo com que ocorra uma alteragdo no
eixo da dupla hélice. A Figura 4.46 ilustra as estruturas de alguns compostos inter-

caladores.??

O /~NH,

Me

OH
Etidio , R = CH,CHj4

Daunomicin =
Propidio, R = (CH2)sN*(CH,CHy),CH, T

Adriamicina R = OH

O \ /\N/
P ®
HoN N NH;
H =
N

Proflavina K

Acridinas

Figura 4.46: Estrutura de compostos intercaladores com o DNA?2,

Com isso a formacao do complexo DNA-intercalador leva a modificacdes signi-
ficativas na estrutura do DNA, resultando na supressao de suas fun¢des em proces-
sos fisiologicos e consequentemente levando a morte celular. Como esta influéncia
¢ um requisito principal para compostos que tem o DNA como alvo, a intercalagdo

de pequenas moléculas pode ser aplicada em abordagens terapéuticas nas quais a
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supressao na replicacdo e reparo do DNA sado utilizadas para destruir células tu-
morais.'® Em geral técnicas simples como desnaturacdo térmica do DNA na ausén-
cia e na presenga do composto em estudo, mudangas nos espectros eletronicos na
regido do UV-Visivel, propriedades de fluorescéncia e mudangas nos espectros de di-
croismo circular sdo extensivamente empregadas para a determinagdo de interacoes
com o DNA.?

Neste contexto espectros de fluorescéncia foram realizados com o intuito de in-
vestigar as propriedades de intera¢do do complexo [Au(pyren)]™ com o DNA. Os es-
pectros de emissdo do CT-DNA, cuja concentracgdo € de 100 umol L™1, na auséncia
e na presenga de uma solug¢do do [Au(pyren)]™ em acetonitrila com concentragdes
crescentes e inferiores a concentracdo de CT-DNA sdo mostrados na Figura 4.47,
onde o pico de emissdo em 345 nm € atribuido ao CT-DNA quando este é excitado
a 260 nm. O complexo ndo € fluorescente nas condicdes experimentais testadas e
o DNA foi preparado em solu¢des de NaClO, para ajuste da for¢a i6nica e por nao
interferir nas medidas de fluorescéncia e de dicroismo circular.

A supressdo (quenching) de fluorescéncia tem sido amplamente estudada tanto
como um fendmeno fundamental quanto como fonte de informagdes sobre sistemas
bioquimicos. Dois modos de supressdo sdo considerados: o estatico e o dinamico,
sendo que em ambos ocorre contato molecular entre o fluoréforo e o supressor
(quencher).'® No modo dinAmico h4 uma interacio entre o supressor e o fluoré-
foro no estado excitado, e apds a transferéncia de energia o fluor6foro retorna ao
estado fundamental sem a emissdo de um f6ton. J4 no modo estatico é formado um
complexo que ndo fluoresce entre o supressor e o fluoréforo no estado fundamental.?

A Figura 4.48 ilustra estes 2 modos de supressao de fluorescéncia.
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Figura 4.47: Espectros de fluorescéncia de solugdes de CT-DNA na auséncia e presenca do [Au(pyren)]™ em
concentragdes crescentes. A seta indica a evoluc¢do da banda de emissdao com a adi¢do do complexo.

Os espectros de fluorescéncia (Figura 4.47) mostraram uma supressao da banda de
emissdo do CT-DNA com concentragdes crescentes do complexo [Au(pyren)]™. De
acordo com os estudos espectroscopicos e os obtidos com DFT o complexo apresenta
um ambiente de coordenagao quadrado o que permite que o complexo intercale entre
pares de base vizinhos do DNA. Além disso, a carga positiva do complexo favorece
interagdes eletrostaticas com o esqueleto fosfato (negativamente carregado) da dupla
hélice do DNA.'6

Tanto o modo estatico quanto o dinamico podem ser descritos pela equacao de

Stern-Volmer:

I
70 =1+ Ksv[Q] 4.2)

Na Equagao 4.2 I e I sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na
presenca do supressor, respectivamente, Kgi, € a constante de supressao de Stern-

Volmer e [Q] € a concentracdo do supressor. Um grafico de I—IO versus [Q] produz
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Figura 4.48: Representacdo dos modos de supressio estatico e dindmico.

uma reta cujo coeficiente angular corresponde a Kgy. A Figura 4.49 mostra o gra-
fico obtido para o sistema [Au(pyren)]"-DNA a partir dos espectros de fluorescéncia
da Figura 4.47. O valor encontrado da constante Kgy foi (2,96 + 0,15) x 10* L
mol~! com um valor de R = 0,994, indicando uma boa concordancia dos dados com a
equacdo de Stern-Volmer. O valor encontrado para a constante ¢ menor em compara-
cdo com o composto conhecido como “nile blue”, um corante catidnico heterociclico
(Kgy = 3,2 x 10° L mol™),'% e com compostos de Pt(II) contendo ligantes deriva-
dos da 2,2'-bipiridina e 1,10-fenantrolina (Kgy =~ 10° L mol~1),'%7 cujas estruturas
estdo representadas na Figura 4.50.

A capacidade de intera¢do do complexo [Au(pyren)]” com o CT-DNA também
foi investigada por ensaios de competi¢ao com brometo de etidio, um composto in-
tercalador bem conhecido. A Figura 4.51 mostra a estrutura do brometo de etidio e
sua intercalacdo entre 2 pares de base do DNA. Mudangas observadas nos espectros
de emissdo do sistema EtBr-DNA sao utilizadas para estudos de interagdo entre o

DNA e outros compostos, como por exemplo complexos de metais de transi¢io.!*
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Figura 4.49: Grafico da intensidade de fluorescéncia relativa com ¢, = 345 nm em funcdo da concentragdo

do [Au(pyren)]™ em acetonitrila.

Nos experimentos de competi¢do o sistema EtBr-DNA apresenta uma forte emis-

sdo caracteristica em 600 nm quando excitado em 525 nm, sendo um indicio de que

as moléculas do cétion etidio intercaladas estdo suficientemente protegidas da su-

pressdo por moléculas do solvente.?’

Com isso o brometo de etidio pode ser usado

para avaliar a capacidade de intercala¢do entre um composto de interesse e 0 DNA.

Neste caso solugdes de CT-DNA contendo o ligante (r;

=0,2) ou o complexo (r; =

HN

Nile blue

/

/

t
N

HsC CHs 2+
SRess!
NW _'N\ N %

Figura 4.50: Estruturas do corante nile blue'”
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Figura 4.51: Estrutura do brometo de etidio e o modo de intercalagfo entre 2 pares de base.

0,1/0,2) dissolvidos em DMSQO, sendo r; = razao molar composto/nucleotideo, foram
preparadas e incubadas a 37°C por 24 h. No experimento quantidades crescentes de
brometo de etidio foram adicionadas as solugdes de CT-DNA e CT-DNA tratado
com o ligante ou o complexo. O gréifico da intensidade de fluorescéncia em fungao
da razdo molar EtBr/nucleotideo se encontra na Figura 4.52. Com o aumento da
concentra¢do do [Au(pyren)]™ foi observada uma diminui¢io na intensidade de fluo-
rescéncia do sistema EtBr-DNA, enquanto o pyren nao provocou mudancas significa-
tivas. Estes resultados indicam um modo de intera¢do competitivo do [Au(pyren)]™
com o brometo de etidio, confirmando que o DNA é um dos alvos biolégicos do
complexo com um modo de interacdo nao-covalente por intercalagao.

O modo de supressao estatico é frequentemente observado se o fluoréforo e o su-
pressor possuem interacoes do tipo stacking. Estas interacOes geralmente ocorrem
entre nucleotideos e diversos fluoréforos.!®> Com isso, propde-se que o modo de
supressdo de fluorescéncia envolvido no sistema [Au(pyren)]"-DNA seja do tipo es-
tatico, ou seja, ocorre a formacdo de um complexo ndo-fluorescente entre o
[Au(pyren)]* e o DNA sendo que neste caso a constante Kgy é a constante de for-
macgdo do complexo.

Mudangas conformacionais no CT-DNA ap6s a adi¢do do [Au(pyren)]™ foram
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Figura 4.52: Emissao do sistema brometo de etidio/DNA com A, = 600 nm apds a incubagdo com o pyren e
o [Au(pyren)]™ por 24h.

analisadas por espectroscopia de dicroismo circular (CD). O dicroismo circular € um
fendmeno originado a partir da interacdo de moléculas quirais com raios eletromag-
néticos circularmente polarizados, e a Figura 4.53 ilustra o principio da técnica. Para
estudos com o CT-DNA foi empregada luz ultravioleta na faixa 180-300 nm, regido
na qual os pares de base do DNA absorvem. A absor¢do da luz circularmente pola-
rizada para a esquerda e direita por moléculas quirais € diferente e esta diferenca é
chamada CD. A quantidade usada para descrever este fendmeno € conhecida como
elipticidade (6) e é expressa em graus.'?

O dicroismo circular € capaz de fornecer informacoes a respeito de estruturas se-
cunddrias e tercidrias de macromoléculas, como por exemplo proteinas e o DNA. No

caso do DNA, este apresenta polimorfismo conformacional e através do dicroismo

circular é possivel distinguir entre as 3 formas existentes: A, B e Z,'% conforme ob-
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Figura 4.53: Principio da espectroscopia de dicroismo circular.

servado na Figura 4.54. A estrutura mais comum da dupla hélice é conhecida como
B-DNA, que apresenta uma conformacao de hélice de mao direita. A forma A-DNA
€ bem similar a forma B-DNA, porém possui uma estrutura mais curta € compacta,
ocorrendo em amostras com pouca quantidade de dgua. Ja a forma Z-DNA possui
uma conformacao de hélice de mao esquerda com o esqueleto fosfato em zigue-

zague, sendo comum apenas na presenca de cations polivalentes e poliaminas.!!°

Forma A Forma B

Figura 4.54: Polimorfismo conformacional do DNA: Formas A, B e Z.

Em relacao as caracteristicas do espectro de dicroismo circular, a forma B-DNA ¢é
caracterizada por uma banda larga e positiva na regiao 270-280 nm e uma banda ne-

gativa ao redor de 240 nm. A forma A-DNA € caracterizada por uma banda positiva
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em 270 nm e uma banda negativa em 210 nm. Por fim a forma Z-DNA contém uma
banda negativa em 290 nm e duas bandas positivas em 260 nm e na regiao 220-230
nm. A Figura 4.55 ilustra os perfis destes espectros de dicroismo circular, conforme

relatado por Ranjbar e Gill.'?
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Figura 4.55: Perfis dos espectros de dicrofsmo circular para as 3 formas do DNA0?,

As interagdes do complexo [Au(pyren)]™ com o CT-DNA, investigadas por di-
croismo circular, s3o mostradas na Figura 4.56. O CT-DNA apresenta o perfil tipico
do DNA em sua forma B, sendo observada uma leve alteracdo dependente da con-

centrag¢do do [Au(pyren)]™ onde a estrutura do CT-DNA se mantém ordenada, porém
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Figura 4.56: Espectros de dicroismo circular do CT-DNA e do CT-DNA incubado com o [Au(pyren)]* a
diferentes valores de r;.

diferente do DNA livre. Esta pequena alteragdo é condizente com a intera¢ao por in-
tercalacdo ja que este fendmeno nio causa mudancas significativas na estrutura do
DNA, levando a um alongamento da dupla hélice e tor¢io dos pares de base.’? O
complexo provocou um aumento do sinal negativo (em 250 nm) com o aumento da
concentracdo bem como o surgimento de um ponto isodicréico em ~255 nm, su-
gerindo a existéncia de conformagdes em equilibrio.!!'!*1'2 Mudancas similares no

3

espectro de CD do DNA j4 foram observadas com a adi¢do de cisplatina!!® e o com-

plexo [Au(esal)Cly].'*
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Um complexo de Au(Ill) com o ligante pyren foi sintetizado e caracterizado por
meio de diferentes técnicas. Nos ensaios biologicos o complexo se mostrou mais
ativo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em comparagdo com o li-
gante livre e o precursor [BuyN][AuCly], embora a atividade tenha sido inferior aos
antibioticos padrdo vancomicina e cloranfenicol. J4 nos ensaios citotoxicos 0 com-
plexo apresentou atividade significativa, mas ndo seletiva, contra 3 linhagens celu-
lares tumorais e 1 ndo-tumoral com valores de ICsy na faixa de 35 umol L1, No
caso da linhagem de adenocarcinoma de pulmao (A549) o valor de IC5( para o com-
plexo foi inferior aos valores de complexos de Au(IIl) com ligantes nitrogenados e a
cisplatina.

Estes resultados indicaram a importancia da estrutura rigida e catidnica presente
no complexo, mas nao no ligante livre. Com isso um mecanismo de ac¢ao foi investi-
gado, a intercalacdo com o DNA, por meio de ensaios de fluorescéncia, competi¢ao
com brometo de etidio e espectroscopia de dicroismo circular. Com os resultados

observou-se que o DNA € um alvo biologico do complexo com um modo de intera-
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¢ao por intercalagao, provocando pequenas alteragdes estruturais no DNA que levam
a morte celular.

Além disso os célculos tedéricos por TD-DFT se mostraram uma poderosa ferra-
menta no estudo das propriedades eletronicas dos 4 compostos sintetizados no tra-
balho, ja que na literatura a atribuicdo das bandas € feita por analogia a compostos
similares sem um estudo detalhado sobre as propriedades eletronicas. Porém, no
caso do complexo vale ressaltar que o TD-DFT nao € o tipo de cédlculo mais con-
fidvel para a determinacdo da estrutura eletrOnica de compostos contendo metais.
Uma das perspectivas envolve a utilizacdo de cdlculos CASSCEF j4 que este método
vem sendo descrito como apropriado para a descri¢do de funcdes de onda de com-
postos contendo metais de transi¢ao.

Os resultados apresentados neste trabalho sdo um estimulo para o desenvolvi-
mento de complexos de Au(IIl) com os outros 2 ligantes sintetizados, 0 mono- €
o bis-pyrophen. No caso do bis-pyrophen a presenca de um grupo aromatico como
espacador pode alterar as propriedades bioldgicas pois confere maior rigidez e deslo-
calizacdo eletrOnica na estrutura do complexo. J4 para o0 mono-pyrophen, além da
possibilidade de atuar como um ligante tridentado, a presenca de um grupo -NH,
livre € interessante para uma posterior funcionaliza¢do através da reacdo com dife-
rentes aldeidos, formando ligantes assimétricos.

Outra perspectiva envolve a reacdo entre ligantes bis(pirrolil-imina) com ions
metdlicos divalentes, que podem produzir complexos mono- ou dinucleares. Diver-
sos espacadores presentes no ligante e seus complexos foram relatados nos ultimos
anos, mostrando que a preparacao dos ligantes e complexos apresentam bons rendi-

mentos e os compostos obtidos possuem boa solubilidade em diversos solventes. Es-
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tas propriedades tornam estes compostos interessantes para aplicacoes em sistemas
supramoleculares ja que o grupo NH do pirrol atua como doador de hidrogénio en-
quanto o grupo imino atua como aceitador, mostrando o potencial destes compostos

na participagdo de eventos de reconhecimento molecular.
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Apéndice A - Tabelas

A.1 Contribuicao (em porcentagem) dos pirrois e da imina nos

principais orbitais para o pyren

Orbital Ocupacio (n° elétrons) ~ Pirrol (%) Imina (%) | Orbital Ocupacio (n°elétrons)  Pirrol (%) Imina (%)
49 2 26,7 25,9 59 0 39,9 48,9
50 2 17,5 60 60 0 91,2 6,5
51 2 20,7 51,2 61 0 89 5,9
52 2 9,1 65,6 62 0 40,1 4,7
53 2 9,5 66,6 63 0 40,3 2,1
54 2 99,7 0,2 64 0 15,1 20
55 2 99,5 0,3 65 0 49,7 24.6
56 2 76,5 18,4 66 0 8,3 28,8
57 (HOMO) 2 72,1 20,4 67 0 20,4 30,3
58 (LUMO) 0 38,2 55
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A.2 Transicoes eletronicas calculadas para o pyren

Estado | Excitacdao Forc¢a do oscilador Transi¢ao Contribuigdo (%) | Atribuicao
eV  nm Inicial Final

1 4,48 277 0,28 57 58 98 pirrol-imina
4,66 266 0,03 56 58 57 pirrol-imina
57 59 40 pirrol-imina
3 4,86 255 0,03 52 58 27 imina-imina
53 58 40 imina-imina
52 59 19 imina-imina
4 490 253 0,04 52 58 26 imina-imina
53 58 23 imina-imina
53 59 29 imina-imina
5 4,95 251 0,18 56 59 79 pirrol-imina
6 5,02 247 0,48 56 58 33 pirrol-imina
57 59 54 pirrol-imina
7 5,53 224 0,07 54 58 65 pirrol-imina
54 59 14 pirrol-imina
8 5,57 222 0,07 55 58 55 pirrol-imina
55 59 23 pirrol-imina
9 5,76 215 0,003 52 58 34 imina-imina
53 59 56 imina-imina
10 5,78 214 0,001 53 58 35 imina-imina
52 59 59 imina-imina
11 5,95 208 0,01 55 58 57 pirrol-imina
55 59 67 pirrol-imina
12 5,99 207 0,004 54 58 15 pirrol-imina
54 59 80 pirrol-imina
13 6,98 178 0,02 51 58 66 imina-imina
57 60 20 pirrol-pirrol
14 7,09 175 0,05 51 59 19 imina-imina
56 60 17 pirrol-pirrol
57 61 50 pirrol-pirrol
15 7,22 172 0,09 51 58 24 imina-imina
57 60 55 pirrol-pirrol
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Estado | Excitacdo Forca do oscilador Transi¢ao Contribuicéo (%) Atribuicao
eV  nm Inicial Final
16 7,32 169 0,03 50 58 15 imina-imina
51 59 47 imina-imina
57 61 20 pirrol-pirrol
17 7,40 168 0,01 50 58 12 imina-imina
56 60 44 pirrol-pirrol
57 61 14 pirrol-pirrol
18 7,43 167 0,02 56 61 52 pirrol-pirrol
19 744 167 0,003 56 62 25 pirrol-pirrol
57 62 41 pirrol-pirrol
57 63 14 pirrol-pirrol
20 7,50 165 0,001 56 62 13 pirrol-pirrol
56 63 24 pirrol-pirrol
57 63 37 pirrol-pirrol
21 7,63 162 0,14 50 58 47 imina-imina
51 59 15 imina-imina
56 60 13 pirrol-pirrol
22 7,77 160 0,11 50 59 73 imina-imina
23 7,98 155 0,11 55 60 17 pirrol-pirrol
54 61 13 pirrol-pirrol
57 64 14 pirrol-pirrol/imina
24 7,99 155 0,09 54 60 22 pirrol-pirrol
57 64 13 pirrol-pirrol/imina
57 65 13 pirrol-pirrol
25 8,08 154 0,005 56 64 14 pirrol-pirrol/imina
57 64 31 pirrol-pirrol/imina
26 8,11 153 0,02 49 58 44 pirrol/imina-imina
49 59 27 pirrol/imina-imina
27 8,13 152 0,002 56 64 15 pirrol-pirrol/imina
57 66 37 pirrol-imina
28 8,19 151 0,002 53 60 53 imina-pirrol
52 61 37 imina-pirrol
29 8,20 151 0,001 52 60 43 imina-pirrol
53 61 50 imina-pirrol
30 8,24 151 0,02 56 63 31 pirrol-pirrol
57 63 24 pirrol-pirrol
57 66 11 pirrol-imina
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A.3 Contribuicao (em porcentagem) dos pirréis e do grupo fenil

nos principais orbitais para o bis-pyrophen

Orbital  Ocupacdo (n° elétrons)  Pirrol (%) Fenil (%) Orbital Ocupagio (n° elétrons) ~ Pirrol (%) Fenil (%)
60 2 68,9 7 69 (HOMO) 2 50,3 497
61 2 90,3 9,6 70 (LUMO) 0 68,6 31,3
62 2 81,2 9,2 71 0 77,1 22,8
63 2 46,8 52 72 0 64,6 35,3
64 2 45 54,6 73 0 72,3 27,6
65 2 243 75,5 74 0 49 9,9
66 2 18,7 81,2 75 0 18,4 81,4
67 2 82,3 8,4 76 0 12,2 87,6
68 2 39,1 60,9

A.4 Transicoes eletronicas calculadas para o bis-pyrophen

Estado | Excitacdo Forg¢a do oscilador Transicao Contribuigdo (%) Atribuicao
eV nm Inicial Final
1 3,36 369 0,60 69 70 100 fenil/pirrol-fenil
2 3,56 348 0,04 68 70 29 pirrol-fenil
69 71 68 fenil/pirrol-fenil
3 3,92 316 0,001 67 70 93 fenil-fenil
4 4,17 297 1,02 68 70 68 pirrol-fenil
69 71 30 fenil/pirrol-fenil
5 4,22 294 0,02 62 70 27 fenil-fenil
67 71 65 fenil-fenil
6 4,26 290 0,05 68 71 97 pirrol-fenil
7 4,83 257 0,003 64 70 24 fenil/pirrol-fenil
65 70 34 pirrol-fenil
66 70 21 pirrol-fenil
8 4,88 254 0,01 62 70 36 fenil-fenil
66 70 24 pirrol-fenil
67 71 25 fenil-fenil
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Estado | Excitacdo Forca do oscilador Transi¢ao Contribuigédo (%) Atribuicao
eV nm Inicial Final
9 491 252 0,04 63 70 18 fenil/pirrol-fenil
65 70 20 pirrol-fenil
66 70 35 pirrol-fenil
10 4,94 251 0,01 64 70 53 fenil/pirrol-fenil
65 70 26 pirrol-fenil
11 5,15 241 0 62 70 22 fenil-fenil
63 70 55 fenil/pirrol-fenil
12 5,18 239 0,001 62 71 55 fenil-fenil
63 71 25 fenil/pirrol-fenil
13 5,36 231 0,02 64 71 24 fenil/pirrol-fenil
65 71 27 pirrol-fenil
66 71 35 pirrol-fenil
14 5,39 230 0,02 62 71 16 fenil-fenil
65 71 37 pirrol-fenil
66 71 32 pirrol-fenil
15 5,43 228 0,03 64 71 63 fenil/pirrol-fenil
66 71 15 pirrol-fenil
16 5,45 227 0,01 62 71 17 fenil-fenil
63 71 50 fenil/pirrol-fenil
69 72 15 fenil/pirrol-fenil
17 5,68 218 0,02 63 71 12 fenil/pirrol-fenil
69 72 56 fenil/pirrol-fenil
18 5,94 209 0,02 69 73 79 fenil/pirrol-fenil
19 6,05 205 0 69 74 99 fenil/pirrol-pirrol
20 6,19 200 0,05 68 72 90 pirrol-fenil
21 6,39 194 0,001 67 72 91 fenil-fenil
22 6,53 190 0,02 68 73 78 pirrol-fenil
23 6,65 187 0 68 74 96 pirrol-pirrol
24 6,65 186 0,02 69 75 79 fenil/pirrol-pirrol
25 6,68 186 0,01 67 73 80 fenil-fenil
26 6,71 185 0,01 69 76 80 fenil/pirrol-pirrol
27 7,03 176 0,03 60 70 33 fenil-fenil
61 70 56 fenil-fenil
28 7,05 176 0,001 62 72 17 fenil-fenil
63 72 27 fenil/pirrol-fenil
29 7,06 176 0,01 60 70 56 fenil-fenil
61 70 28 fenil-fenil
30 7,17 173 0,01 62 72 36 fenil-fenil
68 75 19 pirrol-pirrol
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A.5 Contribuicao (em porcentagem) do pirrol e do grupo fenil

nos principais orbitais para o mono-pyrophen

Orbital Ocupagio (n® elétrons) ~ Pirrol (%) Fenil (%) | Orbital  Ocupacio (n°elétrons)  Pirrol (%) Fenil (%)
41 2 76 2,2 51 0 89,4 6,3
42 2 77,6 4.5 52 0 80,4 17
43 2 76,6 9,2 53 0 15,4 83,6
44 2 99 0,3 54 0 20,2 28,4
45 2 78,8 12,1 55 0 39,6 14,1
46 2 1,3 98,5 56 0 442 11,8
47 2 70,3 26,7 57 0 41,2 16,2
48 2 64,4 35 58 0 38,3 11,1
49 (HOMO) 2 81 17,5 59 0 13,9 36,4
50 (LUMO) 0 68,6 30,2

A.6 Transicoes eletronicas calculadas para o mono-pyrophen

Estado | Excitacdo Forg¢a do oscilador Transicao Contribuicao (%) Atribuicao
eV nm Inicial Final
1 3,42 363 0,34 49 50 94 fenil-fenil
2 4,27 290 0,30 48 50 83 fenil-fenil
3 4,64 267 0,20 47 50 63 fenil-fenil
4 5,10 243 0,02 49 51 66 fenil-fenil
5 5,21 238 0,05 46 50 90 pirrol-fenil
6 5,47 227 0,01 45 50 55 fenil-fenil
47 50 21 fenil-fenil
7 571 217 0,13 49 52 78 fenil-fenil
8 6,09 204 0,07 48 51 84 fenil-fenil
9 6,36 195 0,02 44 50 33 fenil-fenil
47 51 20 fenil-fenil
48 52 30 fenil-fenil
10 6,51 190 0,02 49 53 89 fenil-pirrol
11 6,62 187 0,03 49 54 81 fenil-fenil/pirrol
12 6,66 186 0,06 44 50 28 fenil-fenil
47 52 16 fenil-fenil
48 52 37 fenil-fenil
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Estado | Excitacdao Forca do oscilador Transi¢ao Contribuicéo (%) Atribuicdo
eV nm Inicial Final
13 6,82 182 0,10 45 51 21 fenil-fenil
47 51 50 fenil-fenil
14 7,03 176 0,23 47 52 55 fenil-fenil
15 7,09 175 0,04 43 50 74 fenil-fenil
16 7,16 173 0,06 48 54 16 fenil-fenil/pirrol
49 55 44 fenil-fenil
49 56 26 fenil-fenil
17 7,19 172 0,001 46 51 46 pirrol-fenil
48 53 25 fenil-pirrol
18 7,30 170 0,01 48 54 17 fenil-fenil/pirrol
49 55 33 fenil-fenil
49 56 18 fenil-fenil
49 57 18 fenil-fenil
19 7,34 169 0,01 42 50 11 fenil-fenil
46 51 40 pirrol-fenil
48 53 39 fenil-pirrol
20 7,42 167 0,07 42 50 25 fenil-fenil
45 51 51 fenil-fenil
21 7,49 165 0,03 46 52 20 pirrol-fenil
49 56 15 fenil-fenil
49 57 19 fenil-fenil
22 7,58 163 0,01 48 54 37 fenil-fenil/pirrol
49 56 19 fenil-fenil
23 7,66 162 0,10 42 50 16 fenil-fenil
46 52 16 pirrol-fenil
48 53 18 fenil-pirrol
24 7,74 160 0,06 46 52 35 pirrol-fenil
49 57 31 fenil-fenil
25 7,83 158 0,05 45 52 52 fenil-fenil
26 7,97 155 0,01 47 53 19 fenil-pirrol
49 58 41 fenil-fenil
27 8,01 155 0,01 41 50 19 fenil-fenil
47 53 54 fenil-pirrol
28 8,05 154 0,07 41 50 47 fenil-fenil
47 54 15 fenil-fenil/pirrol
29 8,11 153 0,01 48 55 45 fenil-fenil
49 59 19 fenil-pirrol
30 8,12 153 0,004 47 54 11 fenil-fenil/pirrol
48 55 20 fenil-fenil
49 58 29 fenil-fenil
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A.7 Contribuicao (em porcentagem) dos pirrois, da imina e do

ouro nos principais orbitais para o [Au(pyren)]”

Orbital Ocupagdo (n° elétrons) Ouro (d) Pirrol (%) Imina (%)

55 2 53,3 39,4 2,0
56 2 23.8 56,5 4,1
57 2 33,3 5,3 2,1
58 2 7,4 49,7 29,4
59 2 10,5 14,3 447
60 2 31,7 24,3 36
61 2 8,6 37,1 39,5
62 2 2,2 89,1 5,2
63 2 8,4 90,9 0,6

64 (HOMO) 2 6 64,5 25,7

65 (HOMO) 2 1,2 65,2 28,5

66 (LUMO) 0 24,1 33,9 36,4
67 0 5,7 33,6 41,7
68 0 2,5 32,5 56,4
69 0 0,2 7,9 8,3
70 0 14,6 1,8 4,5
71 0 8,8 10,6 2,8

A.8 Transicoes eletronicas calculadas para o [Au(pyren)]™

Estado | Excitacdo Forc¢a do oscilador Transi¢ao Contribuicéo (%) Atribuicao
eV nm Inicial Final

1 2,68 463 0,003 64 66 50 pirrol-pirrol/imina
65 66 43 pirrol-pirrol/imina

2 2,69 461 0,004 64 66 50 pirrol-pirrol/imina
65 66 43 pirrol-pirrol/imina

3 3,37 368 0,004 63 66 89 pirrol-pirrol/imina

4 3,39 366 0,07 64 67 83 pirrol-imina
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Estado | Excitacdo Forca do oscilador Transicao Contribuicéo (%) Atribui¢do
eV  nm Inicial Final
5 3,46 358 0,04 65 67 86 pirrol-imina
6 3,76 330 0 62 63 94 pirrol-pirrol
7 3,89 319 0,04 63 67 53 pirrol-imina
64 68 41 pirrol-imina
8 4,06 305 0,08 62 67 18 pirrol-imina
65 68 75 pirrol-imina
9 4,19 296 0,19 63 67 39 pirrol-imina
64 68 55 pirrol-imina
10 4,51 275 0,18 62 67 51 pirrol-imina
63 68 22 pirrol-imina
65 68 17 pirrol-imina
11 4,64 267 0,01 62 67 23 pirrol-imina
65 68 74 pirrol-imina
12 4,96 250 0,04 62 68 96 pirrol-imina
13 5,57 223 0,01 60 66 78 ouro(d)/imina-pirrol/imina
14 5,60 221 0,01 57 66 68 ouro(d,)-pirrol/imina
59 66 20 imina-pirrol/imina
15 5,74 216 0,03 57 66 15 ouro(d,s)-pirrol/imina
59 66 61 imina-pirrol/imina
16 5,83 213 0,18 61 66 62 pirrol/imina-pirrol/imina
17 6,09 203 0,02 61 67 87 pirrol/imina-imina
18 6,15 202 0 58 66 16 pirrol-pirrol/imina
64 69 78 pirrol-pirrol/imina
19 6,21 200 0,01 65 69 87 pirrol-pirrol/imina
20 6,37 195 0,03 58 67 29 pirrol-imina
60 67 48 ouro(d)/imina-imina
21 6,48 192 0 65 70 26 pirrol-ouro(d)
65 71 61 pirrol-ouro(d)/pirrol
22 6,50 191 0 64 70 27 pirrol-ouro(d)
64 71 67 pirrol-ouro(d)/pirrol
23 6,56 189 0,03 58 66 25 pirrol-pirrol/imina
58 67 22 pirrol-imina
60 67 32 ouro(d)/imina-imina
24 6,58 188 0,02 57 67 19 ouro(d,s)-imina
59 67 59 imina-imina
25 6,61 188 0,004 61 68 93 pirrol/imina-imina
26 6,65 186 0,09 58 67 11 pirrol-imina
65 70 51 pirrol-ouro(d)
65 71 27 pirrol-ouro(d)/pirrol
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APENDICE A. APENDICE A - TABELAS

Daniel de Moraes Profirio

Estado | Excitagdo Forca do oscilador | Transicdo Contribuicdo (%) Atribui¢cdo

27 6,69 185 0,002 55 66 11 ouro(dya—2)-pirrol/imina
57 67 35 ouro(d,,)-imina
59 67 22 imina-imina

28 6,70 185 0,01 64 70 57 pirrol-ouro(d)
64 71 28 pirrol-ouro(d)/pirrol

29 6,73 184 0,02 55 66 39 ouro(d,a_2)-pirrol/imina
56 66 15 pirrol-pirrol/imina
57 67 17 ouro(d,;)-imina

30 6,74 184 0,35 58 66 23 pirrol-pirrol/imina
58 67 26 pirrol-imina
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