UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
POS-GRADUACAO EM QUIMICA

LUANA VANESSA DANIEL

Sintese e caracterizagdo de compostos de coordenacgio baseados em Atovaquona. Estudo de

seus possiveis mecanismos de acdo e avaliagdo biologica

JUIZ DE FORA
2023



Luana Vanessa Daniel

Sintese e caracterizagdo de compostos de coordenagdo baseados em Atovaquona. Estudo de

seus possiveis mecanismos de agdo e avaliagdo biologica

Disserta¢do apresentada ao Programa de Po6s-Graduagao
em Quimica, da Universidade Federal de Juiz de Fora
como requisito parcial a obtengdo do grau de Mestre em

Quimica. Area de concentracdo: Quimica Inorganica

Orientadora: Prof®. Dr*. Maribel Coromoto Navarro Acosta

Area de concentracdao: Quimica Inorganica

Juiz De Fora

2023



Ficha catalografica elaborada através do programa de geragdo
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Daniel, Luana Vanessa.
Sintese e caracterizagdo de compostos de coordenacao
baseados em Atovaquona. Estudo de seus possiveis mecanismos
de afbe avaliacdo bioldgica / Luana Vanessa Daniel. -- 2023.
138 p.:il.

Orientadora: Acosta, Maribel Coromoto Navarro

Dissertagao (mestrado académico) - Universidade Federal de Juiz
de Fora, Instituto de Ciéncias Exatas. Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica, 2023.

1. Complexos metalicos. 2. Malaria. 3. Atovaquona. 4.
Antimalaricos. 5. Bioinorgéinica. I. Acosta, Maribel Coromoto
Navarro, orient. II. Titulo.




Luana Vanessa Daniel

Sintese e caracterizacao de compostos de coordenacao baseados em Atovaquona. Estudo
de seus possiveis mecanismos de acao e avaliacao biolégica

Dissertacao
apresentada ao
Programa de Pos-
Graduacao em
Quimica

da Universidade

Federal de Juiz de
Fora como requisito
parcial a obtenc¢ao do
titulo de Mestre em
Quimica. Area de
concentra¢ao: Quimica.

Aprovada em 19 de julho de 2023.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maribel Coromoto Navarro Acosta - Orientadora

Universidade Federal de Juiz de Fora

Profa. Dra. Legna Colina Vegas
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Alexandre Cuin

Universidade Federal de Juiz de Fora

Juiz de Fora, 17/07/2023.



1.
Sel o
AsTINAtura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Maribel Coromoto Navarro Acosta,
Professor(a), em 19/07/2023, as 14:50, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no § 3° do art. 4° do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

—
-ail

eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Legna Andreina Colina Vegas, Usudrio
Externo, em 20/07/2023, as 10:50, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no § 3° do art. 4° do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

—
-ail

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Alexandre Cuin, Professor(a), em
21/07/2023, as 08:45, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 3°do
art. 4° do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

b~ A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do SEI-Ufjf
s (www2.ufjf.br/SEI) através do icone Conferéncia de Documentos, informando o
- codigo verificador 1368544 e o c6digo CRC 06AAF564.




AGRADECIMENTOS

Queridos professores, amigos e familiares,

Hoje, gostaria de expressar minha profunda gratidao por esta conquista significativa em
minha vida, minha dissertagdo. E com imensa alegria que compartilho esse momento com todos
vOCes.

Em primeiro lugar, desejo agradecer a Deus por me dar a forga e a coragem necessarias
para enfrentar os obstaculos ao longo desse trajeto desafiador.

A minha familia, em especial a minha querida mae, Maria, gostaria de expressar minha
gratiddo infinita. Sei que tive que deixa-la sozinha em muitos momentos importantes e que
estive ausente em diversas ocasides. Sua compreensdo, amor incondicional e apoio constante
foram a ancora que me sustentou durante esse processo. Seu sacrificio e incentivo foram
essenciais para que eu pudesse alcangar meus objetivos.

Ao meu amado noivo, Vinicius, sou imensamente grata pela sua paciéncia e
compreensdo ao longo dessa jornada. Que esteve ao meu lado, apoiando-me em cada etapa,
mesmo nos momentos em que eu ndo pude estar presente para vocé. Agradeco por entender as
noites em que dormi exausta e pelas reclamagdes didrias. Sua presenca constante e seu amor
inabalavel me fortaleceram e me motivaram a seguir em frente.

A todos meus amigos de Alto Rio Doce, alguns em especial, quero agradecer pelo apoio
incondicional. Sua presencga e palavras encorajadoras me impulsionaram nos momentos de
davida e desanimo. Vocés foram uma verdadeira familia durante toda essa caminhada.

Aos meus amigos do laboratorio, em especial a Camila, Yuliana, José e Rodrigo, meu
profundo agradecimento. A paciéncia, dedicagao e disposi¢do em compartilhar conhecimento
foram essenciais para 0 meu crescimento académico. Além disso, tornaram meus dias mais
felizes com sua amizade e companheirismo.

Agradeco também as meninas de inicia¢do cientifica, Sofia, Ana Carolina, Isadora,
Camilla e Brenda. Foi um imenso prazer contribuir um pouco para a formacao de vocés e, ao
mesmo tempo, aprender muito com cada uma. Vocés sdo exemplos de dedicacdo e
determinagao.

A minha orientadora, Maribel, devo uma gratidio especial. Seu conhecimento,

paciéncia e até mesmo as vezes em que vocé me chamou a atencdo por falar demais, foram



fundamentais para o desenvolvimento deste trabalho. Agradeco por todas as ligdes aprendidas
e pela oportunidade de crescer sob sua orientagao.

Expresso meu agradecimento também aos amigos que fiz no NUPEQ e a todos os
membros do departamento de quimica. Cada um de vocés contribuiu para minha formagao
académica, e levo comigo uma bagagem valiosa de conhecimento para toda a vida.

Agradeco em especial ao professor Arquimedes, que deu inicio a todo este trabalho, ao
qual sem ele, muita coisa teria se tornado muito mais dificil. Ao professor Gustavo por toda a
disponibilidade em me ajudar e ensinar a utilizar equipamentos dos quais eu tinha um enorme
receio. Sua paciéncia e dedicagdo foram essenciais para que eu ganhasse confianca ¢ me
tornasse mais habil no laboratorio. Serei eternamente grata pelo apoio incondicional. A
professora Priscila do departamento de ciéncias bioldgicas, minha enorme gratiddo pela
parceria e colaboragdo para experimentos importantes para conclusdo do meu trabalho. Ao
professor Adilson, gostaria de expressar meu profundo agradecimento pelo aprendizado durante
a tutoria. Suas instrucdes claras e seu conhecimento aprofundado foram fundamentais para o
meu crescimento académico.

Gostaria de expressar meus sinceros agradecimentos aos nossos estimados colegas, com
destaque especial ao Professor Diogo Moreira. Além de proporcionar os testes bioldgicos
necessarios, o Professor Diogo gentilmente nos forneceu Atovaquona, imprescindivel para a
realizagdo do meu trabalho. Também desejo estender meus agradecimentos a Professora
Heveline Silva e a Camille pela inestimavel colaboragdo na conducdo dos testes de
citotoxicidade em células tumorais na UFMG.

A professora Legna e ao professor Cuin, membros da minha banca de qualificacio,
agradeco por terem contribuido significativamente para o aprimoramento deste trabalho. Suas
observacdes e sugestdes valiosas foram essenciais para que eu pudesse aperfeicoar minha
pesquisa e alcancar um resultado de maior qualidade. Sua expertise e feedback construtivo
foram verdadeiros presentes.

Enfim, gostaria de estender meu agradecimento a todos os professores, orientadores e
colegas que cruzaram meu caminho ao longo dessa jornada académica. Cada um de vocés
desempenhou um papel importante no meu crescimento e desenvolvimento. Sua dedicagdo em
compartilhar conhecimento e incentivar meu potencial foi fundamental para que eu chegasse
até aqui.

A todos, meu sincero e profundo obrigado. Suas contribui¢des foram além do ambito

académico e deixaram uma marca indelével em minha vida. Sou grata por ter tido a



oportunidade de aprender com cada um de vocés e espero poder retribuir esse conhecimento e
apoio de alguma forma no futuro.

Por fim, dedico esta dissertacdo a mim mesma, como uma prova tangivel de minha
resiliéncia e forca interior. Cada pagina escrita representa um passo em direcao a superacao de
minhas limitagdes e ao alcance de meus objetivos. Que este trabalho seja um lembrete constante

de que sou capaz de enfrentar e vencer os desafios que surgem em meu caminho.

Luana Vanessa.



RESUMO

A malaria ¢ uma patologia parasitaria ocasionada por microrganismos pertencentes ao
género Plasmodium. A incidéncia total de casos dessa enfermidade atingiu a marca de 247
milhdes em 2021, em contraste com os 245 milhdes em 2020 e os 229 milhdes em 2019,
ressaltando a extensdo do desafio que ela representa. Assim, faz-se necessario, explorar novas
alternativas de terapias antimalaricas. Atualmente, devido ao desenvolvimento de resisténcia a
medicamentos utilizados em tratamentos clinicos, a abordagem terapéutica para combater a
malaria se baseia na utilizagdo combinada de dois ou mais farmacos, também conhecida como
terapia combinada. Contudo, o emprego de terapias combinadas apresenta algumas
desvantagens, e, com o objetivo de contornar essas limitacdes, estdo sendo conduzidas
pesquisas promissoras. Dentre elas, destaca-se a sintese de complexos metalicos. Nesse sentido,
ao longo desse trabalho, foram sintetizados oito complexos metalicos contendo o fdrmaco
antimalérico Atovaquona, representando uma nova classe com potencial atividade antimalarica.
Os compostos foram obtidos com bons rendimentos (46-85%) através da reacdo do ligante
Atovaquona (ATV) com os respectivos complexos metalicos [Au(PPh3)ClI], [Ag(PPh3)>NOs],
[Cu(PPh3)2NOs], Ag(OAc), Cu(OAc)2, Zn(OAc)-2H>0 e ZnCl,-2H>0, utilizando uma razao
estequiométrica 1:1. Todos os compostos foram cuidadosamente caracterizados por analise
elementar, espectroscopia de infravermelho, espectroscopia Raman, ressondncia magnética
nuclear (RMN), espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS) e
analise de monocristais por difracdo de raios X. Esses estudos confirmaram a formagao dos oito
compostos de ouro(I), prata(I), cobre(I/Il) e zinco(Il) com Atovaquona. Os testes de
estabilidade realizados por RMN, condutividade molar e UV-VIS indicaram que os complexos
sdo estaveis em DMSO (dimetilsulféxido) por mais de 72 horas. A interacdo dos compostos
com a ferriprotoporfirina, importante na formagao da f-hematina, foi investigada, revelando
que eles interagem com esse composto, visto os valores de constante de associagcdo obtidos,
mas nao inibem a formacao da f-hematina, sugerindo que esse nao ¢ o seu principal alvo de
acdo. A lipofilicidade dos compostos foi avaliada, e os valores obtidos sdo comparaveis aos
famarcos CQ, CQDF e AQ, o que pode ser relevante para sua atividade farmacolégica.
Adicionalmente, foram feitas titulagcdes espectroscopicas dos complexos com o DNA, para
estimar constantes de interagdo entre os complexos metalicos e esta macromolécula,
encontrando-se constantes de interagdo com valores que estdo no intervalo para complexos
metalicos j& reportados na literatura com interagdes reversiveis. Além disso, a interagdo entre

o complexo metalico de ouro, e a glutationa reduzida foi observada, sugerindo uma forte



interagdo entre esse composto e a glutationa. Os compostos mostraram atividade antimalarica
promissora, com atividade em nanomolar, demonstrando que todos os compostos foram mais
ativos que a cloroquina, especialmente contra cepas resistentes a cloroquina do parasita
Plasmodium falciparum. Além disso, eles exibiram atividade anticancerigena em células
tumorais, destacando-se o composto de ouro(I), que mostrou atividade e seletividade

comparaveis a cisplatina nas células tumorais.

Palavras-chave: Bioinorganica, complexos metalicos, atividade antimalaria.



ABSTRACT

Malaria is a parasitic disease caused by microorganisms belonging to the genus
Plasmodium. The total incidence of cases of this ailment reached 247 million in 2021, compared
to 245 million in 2020 and 229 million in 2019, highlighting the extent of the challenge it poses.
Therefore, it is necessary to explore new alternatives for antimalarial therapies. Currently, due
to the development of drug resistance in clinical treatments, the therapeutic approach to combat
malaria relies on the combined use of two or more drugs, also known as combination therapy.
However, the employment of combination therapies presents some drawbacks, prompting the
pursuit of promising research. Among these, the synthesis of metal complexes stands out. In
this context, throughout this work, eight metal complexes containing the antimalarial drug
Atovaquone were synthesized, representing a novel class with potential antimalarial activity.
The compounds were obtained with good yields (46-85%) through the reaction of the ligand
Atovaquone (ATV) with the respective metal complexes [Au(PPh3)Cl], [Ag(PPh3)>NOs],
[Cu(PPh3):NOs], Ag(OAc), Cu(OAc)2, Zn(OAc)::2H,0, and ZnCl;-2H>0, using a 1:1
stoichiometric ratio. All compounds were carefully characterized by elemental analysis,
infrared spectroscopy, Raman spectroscopy, nuclear magnetic resonance (NMR), ultraviolet-
visible (UV-VIS) absorption spectroscopy, and single-crystal X-ray diffraction analysis. These
studies confirmed the formation of the eight complexes of gold(I), silver(I), copper(I/II), and
zinc(IT) with Atovaquone. Stability tests conducted by NMR, molar conductivity, and UV-VIS
indicated that the complexes are stable in dimethyl sulfoxide (DMSO) for over 72 hours. The
interaction of the compounds with ferriprotoporphyrin, a crucial component in the formation of
B-hematin, was investigated, revealing their interaction with this compound, as evidenced by
the obtained association constant values. However, they did not inhibit the formation of -
hematin, suggesting that this is not their primary target of action. The lipophilicity of the
compounds was evaluated, demonstrating their tendency to dissolve and interact with lipid
substances, with values comparable to the drugs CQ, CQDF, and AQ, which could be relevant
to their pharmacological activity. Additionally, spectroscopic titrations of the complexes with
DNA were performed to estimate interaction constants between the metal complexes and this
macromolecule, finding association constants within the range of previously reported metal
complexes in the literature with reversible interactions. Furthermore, the interaction between
the gold metal complex and reduced glutathione was observed, suggesting a strong interaction

between this compound and glutathione.



The compounds showed promising antimalarial activity, with nanomolar activity,
demonstrating that all compounds were more active than chloroquine, especially against
chloroquine-resistant strains of the Plasmodium falciparum parasite. Moreover, they exhibited

anticancer activity in tumor cells, with the gold(I) compound showing activity and selectivity

comparable to cisplatin in tumor cells.

Keywords: Bioinorganic, metal complexes, antimalarial activity.
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1 INTRODUCAO
1.1 Malaria

Doengas parasitarias ¢ uma realidade que afeta uma grande parcela da populacao
mundial, prejudicando a qualidade de vida e o desenvolvimento dos paises afetados,
principalmente na Africa, América Latina, Asia Meridional e Oceania (GETHING et al., 2010).
A causa dessas doengas pode ser atribuida a seres unicelulares simples, como protozoarios, ou
a seres multicelulares mais complexos, como os vermes. Entre esses causadores, os
protozodrios sdo os principais responsaveis pelas infec¢des parasitarias em humanos.

Dentre as diversas doengas que abalam o mundo, a malaria é a que se apresenta como a
maior ameaca, segundo WHITE e colaboradores (2013). Isso se d4 em razdo das consequéncias
diretas que a doenga tem sobre a satiide, assim como sobre a economia, migracdes e conflitos
militares. Desde tempos remotos, a malaria tem constituido um pesadelo para a humanidade,
sendo apontada como a principal causa de morte entre nossos antecessores, como 0S
Australopithecus (BRUCE-CHWATT, 1988). Nao obstante, os significativos avangos na luta
contra a doenca, esta ainda representa a infecg¢do parasitaria que mais preocupa em termos de
saude humana.

A malaria ¢ uma condicdo resultante da infec¢do por protozoarios do género
Plasmodium. Esses microorganismos podem afetar aves, répteis e mamiferos, incluindo
humanos, e existem cerca de 200 espécies de plasmddios em circulagio (DRONAMRAJU,
2006). Entre essas espécies, cinco sao capazes de infectar seres humanos e causar a doenca: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e, mais recentemente, P. cynomolgi € P. simium.
Embora essas duas Ultimas tenham sido relatadas inicialmente em primatas ndo humanos, ha
registros de casos de infec¢do adquirida naturalmente por humanos (SINGH; DANESHVAR,
2013; TA et al., 2014; IMWONG et al., 2019).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS) com os dados disponiveis até
setembro de 2021, o total de casos da doenca alcangou 247 milhdes em 2021, comparado com
245 milhoes em 2020 ¢ 229 milhdes em 2019. A maioria dos casos (82%) e mortes (95%)
ocorreu na Regido Africana, seguida pela Regido do Sudeste Asiatico (casos 10% e mortes 3%).
Os registros recentes indicam que as maiores causadoras da malaria no mundo sdo as espécies
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax, sendo a Plasmodium falciparum também a
responsavel pelo maior numero de 6bitos, principalmente no continente africano (WHO, 2019).

A regido amazodnica ¢ de fato considerada o epicentro endémico da maléria no Brasil,

respondendo por 99% dos casos autdctones registrados. Fora dessa area, a maioria dos casos
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notificados tem origem em estados ou paises endémicos, correspondendo a mais de 80% dos
casos. No que diz respeito as analises do Ministério da Saude em 2023, houve uma queda nas
notificacdes de malaria entre 2010 ¢ 2016. No entanto, em 2017, houve um aumento
significativo de 52,7% em relacdo ao ano anterior. Nos anos seguintes, foi observada uma
reducdo nas notificagdes, com aproximadamente 1% em 2018, 18,4% em 2019, 6,4% em 2020
e 3% em 2021.Em 2021, dos casos totais de malaria, 17% foram associados ao Plasmodium
falciparum ou malaria mista, enquanto os outros 83% foram atribuidos ao Plasmodium vivax
ou a outras espécies de Plasmodium (BRASIL, 2023).

A OMS tem trabalhado para desenvolver estratégias eficazes de controle e erradicagao
da malaria em todo o mundo ao longo dos anos. Entre esses programas, o diagndstico precoce
e preciso da doenca foi identificado como uma das principais medidas de prevengao e controle
da transmissdo da enfermidade (WHO, 2019). Infelizmente, as situacdes epidemioldgicas em
relacdo a maléria sdo preocupantes.

A malaria ¢ transmitida para o hospedeiro vertebrado por meio da picada de mosquitos
fémeas do género Anopheles, os esporozoitas das glandulas salivares infectam o hospedeiro
humano através da picada do inseto. Nos tecidos hepaticos, os esporozoitas se multiplicam por
reproducdo assexuada, formando milhares de merozoitos. Liberados no sangue, estes invadem
os eritrocitos e iniciam a fase eritrocitica assexuada, multiplicando-se em formas de anel,
trofozoito e esquizonte antes de estourar, disseminando a infec¢do. As células sanguineas
infectadas podem se desenvolver em gametocitos sexuais, que, ao serem picados por um
mosquito, evoluem para gametas masculinos e femininos, fundindo-se e formando o zigoto. Em
24 horas, o oocineto transforma-se em esporozoitos, que migram para as glandulas salivares do
mosquito, completando o ciclo de transmissdo (Figura 1) (BIOT et al/, 2012; SANCHEZ
DELGADO et al., 2023).

Os sintomas iniciais da malaria podem ser inespecificos, o que pode dificultar o
diagnostico precoce. Alguns dos primeiros sinais incluem dor de cabega, dor abdominal, fadiga
e mal-estar geral. Posteriormente, os pacientes geralmente desenvolvem febre, calafrios e
episodios de vomito. Em criancas pequenas, os sintomas podem incluir letargia, falta de apetite
e tosse. E crucial buscar atendimento médico imediatamente ao suspeitar de malaria, pois o
diagnostico e tratamento precoces sdo fundamentais. Com o tratamento adequado, a
recuperagdo completa € possivel. No entanto, se a malaria ndo for tratada, pode progredir para
a forma grave da doenga, que ¢ potencialmente fatal. Os sintomas da malaria grave podem
incluir coma, acidose metabolica, anemia grave, hipoglicemia, insuficiéncia renal ou edema

pulmonar agudo (OPS, 2018; WHO, 2022; BONES et al., 2023)
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Figura 1- Ciclo de vida do Plasmodium no hospedeiro vertebrado e invertebrado (1 fémea do mosquito
Anopheles infectada, 2 os esporozoitos através das glandulas salivares do mosquito invadem a corrente
sanguinea do hospedeiro em dire¢@o ao figado, 3, 4 e S representam estagio eritrocito assexuado, 6 fase
sexuada no hospedeiro invertebrado)
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023

1.2 Estratégias de controle, preven¢do e tratamento

A Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) divulgou novas e atualizadas orientagdes em
junho de 2022. As recomendagdes sao focadas no tratamento preventivo intermitente da malaria
na gravidez (IPTp), quimioprevencdo da malaria perene (PMC) e maldria sazonal
quimioprevencao (SMC), tratamento preventivo intermitente da malaria em criangas em idade
escolar (IPTsc), quimioprevencdo da malaria pos-alta (PDMC), administracdo de
medicamentos em massa (MDA) e elimina¢ao (WHO, 2022).

Em um esforco para combater a resisténcia aos medicamentos antimalaricos em toda a
Africa, a OMS langou uma estratégia em novembro de 2022. A estratégia tem como objetivo
fornecer orientagdo as principais partes interessadas na comunidade da malaria, abordando a
ameagca de resisténcia aos medicamentos antipalidicos por meio de quatro pilares estratégicos.

Os pilares abrangem um conjunto de intervengdes que podem ser implementadas em nivel local,
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regional e global. E importante ressaltar que os paises implementadores devem adaptar as
estratégias as necessidades locais (WHO, 2022).

O controle do vetor ainda ¢ um elemento critico no combate a doenga, sendo que o uso
de mosquiteiros impregnados com inseticidas € uma estratégia preventiva de extrema
importancia. Em setembro de 2022, uma nova iniciativa foi langada com o objetivo de evitar a
propagagdo do mosquito Anopheles stephensi na Africa e de avaliar a possibilidade de erradica-
lo das areas afetadas. Esta iniciativa busca melhorar a colaboracdo, aumentar a vigilancia,
aprimorar a troca de informagoes, criar orientacdes e priorizar pesquisas (WHO, 2022).

O uso de vacinas surge como uma promissora reviravolta nas estratégias de tratamento
da malaria. E imprescindivel um esfor¢o coletivo ancorado em evidéncia cientifica e
experiéncia acumulada. Em 1987, surgiu a vacina RTS, S/ASO1 (Mosquirix™), fruto da
colaboracdo entre a GlaxoSmithKline (GSK) e o Walter Reed Army Institute of Research
(WRAIR). Como parte de um grande estudo iniciado em Gana, Quénia e Malawi, em 2019 a
vacina foi administrada em mais de 2,4 milhdes de doses, mostrando um perfil de seguranga
elevado nas criangas vacinadas (LAURENS et al., 2020). Apos avaliacdo da SAGE (Strategic
Advisory Group of Experts on Immunization) e da MPAG (Malaria Policy Advisory Group), a
OMS recomendou a vacina em outubro de 2021 para a preven¢ao do P. falciparum em criangas
em regides com transmissao moderada a alta (conforme definicdo da OMS). A RTS, S/AS01 ¢
a primeira vacina contra a maldria a chegar a ensaios tdo avangados, servindo como um marco
na luta contra essa doenga em criangas pequenas.

O fundo das Nag¢des Unidas para a Infancia (UNICEF) divulgou em agosto de 2022 que
garantiu o fornecimento de 18 milhdes de doses da vacina GSK contra a maléria para o periodo
de 2023 a 2025. Desde junho do mesmo ano, a OMS e a Alianca Global para Vacinas e
Imunizagdo (GAVI) tém oferecido suporte a mais de 20 paises com workshops multipaises
dedicados a criagdo de aplicativos para a GAVI. Uma parte crucial dessa iniciativa ¢ a
adaptabilidade subnacional da implementagcdo da vacina contra a malaria, de acordo com a
orientagdo do quadro para a distribuicdo limitada de vacinas da OMS (WHO, 2022). Os
cientistas envolvidos no projeto estdo satisfeitos com os avangos até agora, reconhecendo que
ainda h4 muito o que se fazer.

Os medicamentos antimalaricos, alguns representados na Figura 2, atuam inibindo
etapas no ciclo evolutivo do plasmodio. A maioria dos antimalaricos utilizados na clinica sdo
esquizonticidas, agindo nos estadgios sanguineos assexuados do parasito, responsaveis pelas
manifestagdes clinicas da doenca. Existem também os firmacos que atuam no estagio hepatico

(hipnozoitos), evitando recidivas. Além disso, a abordagem terap€utica de pacientes residentes
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em areas endémicas visa também a reducdo de fontes de infecgdo, pelo uso de fairmacos que
eliminam os gametdcitos, formas sexuadas dos parasitos (BUSTAMANTE et al., 2009).

Por muitos séculos, a malaria foi combatida com remédios a base de ervas, mas em 1600
foi descoberta, no Peru, uma arvore chamada cinchona, que provou ter qualidades incriveis para
tratar da doenca. Em 1820, a molécula quinina (1) foi isolada desta planta e se tornou o principal
componente quimico ativo no tratamento da malaria. Com o passar do tempo, em 1891, o
cientista Paul Ehrlich notou que o corante azul metileno (2) utilizado na industria de tintas tinha
propriedades antimalaricas tao eficazes que conseguiu curar dois pacientes com a doenga.

Apos diversas tentativas, o antimalarico mais bem-sucedido, a cloroquina (CQ, 3), foi
descoberto em 1934 pelo renomado Hans Andersag. A CQ, também conhecida como farmaco
4-aminoquinolona, se tornou um dos principais medicamentos na quimioterapia antimaldarica,
gracas a sua eficécia elevada, baixo custo e efeitos colaterais insignificantes. No entanto, com
o passar do tempo, a CQ perdeu eficacia devido ao surgimento ¢ disseminagdo de parasitas
resistentes a ela. Por isso, novos derivados foram desenvolvidos, como a pamaquina (4),
mepacrina (5), amodiaquina (AQ, 6) e a primaquina (PQ,7) (FRANCA et al, 2008; SANCHEZ
DELGADO et al., 2023).

Durante as décadas de 1960 e 1970, a busca por novos tratamentos contra a malaria
levou ao surgimento de derivados da CQ, como piperaquina (8), mefloquina (MQ,9) e
pironaridina (10). Esses compostos mostraram-se altamente eficazes contra cepas resistentes a
CQ. Mais recentemente, a Tafenoquina (11), um derivado da PQ, foi aprovado para uso
monoterapico para o combate a malaria P. vivax.

Com o aumento da resisténcia do P. falciparum as monoterapias, a abordagem
terapéutica teve que se adaptar. A solu¢do encontrada foi a combinagdo de antifolatos, como o
proguanil (12) e a atovaquona (ATV, 13), para um tratamento antimalarico mais eficaz, através
do efeito sinérgico que os dois componentes oferecem. Ja a combinacdo da pirimetamina (14)
com a sulfadoxina (15) foi aprovada como outra opcao para o tratamento dessa enfermidade.

As artemisininas (16) se destacam como um grupo significativo de medicamentos
antimalédricos, abrangendo substancias como arteméter (17), artesunato (18) e
dihidroartemisinina. Esse componente mostrou eficdcia no combate as diversas formas
resistentes do P. falciparum. Para ampliar ainda mais a eficacia desse grupo de medicamentos,
a combinacao de uma artemisinina com derivados quinolinicos ou nao quinolinicos, como
lumefantrina (19), pironaridina ou halofantrina (20), ¢ adotada na terapia combinada baseada

em artemisinina, também conhecida como ACT (COWMAN et al., 2016; SMITH et al., 2020;
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ARYA, et al., 2021; SANCHEZ DELGADO et al., 2023). Na Figura 2, encontram-se 0s
compostos de (1-20).

A terapia ACT tem-se revelado eficiente na luta contra a malaria. Atualmente, ¢
considerada o tratamento antimalarico mais eficaz. No entanto, o tratamento a base de
coquetéis, que combina diferentes medicamentos, apresenta alguns inconvenientes, como a
baixa adesdo do paciente, o risco de interagdes medicamentosas e a resisténcia do parasita. A
situagdo agrava-se mais ainda com o aparecimento de resisténcia "a ACT da linha de frente.
Para atenuar as possiveis consequéncias, foram criados dois novos tipos de terapias
combinadas, TACT e MDACT, que estdo na fase clinica II/IIl (SANCHEZ DELGADO et
al.,2023). Apesar de sua eficacia contra o plasmodio, a preocupagdo em relagdo a resisténcia
do protozoario ainda persiste. Portanto, o principal desafio hoje ¢ encontrar novos
medicamentos antimalaricos e desenvolver compostos semelhantes aos que ja existem. A
Atovaquona, por exemplo, surgiu devido a escassez de quinina durante a Segunda Guerra
Mundial. A investigagdo de diversas hidroxinaftoquinonas acabou por levar ao planejamento e

desenvolvimento desse farmaco antimalarico.

Figura 2- Farmacos antimalaricos.
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A agdo dos antimalaricos ocorre principalmente na fase eritrocitica dos parasitos, sendo
os farmacos esquizonticidas sanguineos pertencentes a diversas classes, como quinolinas,
aminoalcoois e lactonas sesquiterpénicas, além de antibidticos, sulfonamidas, biguanidas e
diaminopirimidinas (FERREIRA, 2002). Dentre essas classes de compostos terapéuticos, as
quinonas tém chamado a aten¢ao com sua potencialidade para tratar diversas enfermidades. E,
nessa categoria, as naftoquinonas se destacam como uma das mais relevantes e promissoras
(TONHOLO et al.,1998).

Além disso, as quinonas apresentam habilidade de se ligarem a ions metéalicos em
diferentes estados de oxidag¢@o, como quinona, semiquinona e hidroxiquinona (ORAMAS-
ROYO et al, 2013). Entre os farmacos quimioterapicos mais amplamente utilizados
encontram-se a doxorrubicina, mitomicina, mitoxantrona, lapachol e atovaquona

(SALUSTIANO et al., 2009; KOVACIC et al., 2011).

1.2.1 Atovaquona

Por mais de 50 anos, pesquisadores trabalharam arduamente para descobrir a
Atovaquona, um composto essencial no tratamento e prevencao da malaria, muito utilizado nos
Estados Unidos, geralmente combinado com proguanil (Malarone). Essa doenga debilitante ¢
causada pelo Plasmodium falciparum, um parasita com uma notavel habilidade para mutacdo e
rapida resisténcia aos antimaléricos tradicionais (NIXON et al., 2013).

A eficécia seletiva da atovaquona na prevencao e tratamento da malaria € notavel, pois
sua acdo esta diretamente ligada a inibigdo do transporte de elétrons nas mitocondrias
parasitarias, sobretudo do complexo citocromo ¢ redutase. (ZHOU et al., 2009).

Também conhecido como complexo III, o citocromo bcl (Figura 3) ¢ um complexo
protéico localizado na membrana interna da mitocondria, que catalisa a oxidagdo do Ubiquinol
e a reducdo do citocromo ¢ na cadeia respiratéria do organismo. Conhecido como ciclo da
Ubiquinona, ou ciclo Q, inicia-se quando um Ubiquinol (QH2) e uma Ubiquinona (Q) se ligam
ao citocromo bel. O citocromo bcl, atua oxidando o Ubiquinol a Ubiquinona repondo o aceptor
de elétrons para a a¢cdo da enzima diidroorotato desidrogenase (DHODH). O acoplamento da
atividade ubiquinol-citocromo ¢ oxidorredutase do citocromo bcl com a via de biossintese de
pirimidinas € bloqueado pelos inibidores do citocromo bcl, bloqueando a inica via de obtencao
de pirimidinas do parasito (ORELLANA et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2011).

Essa inibi¢cdo, do citocromo bcl, impede a transferéncia de elétrons na cadeia de

transporte de elétrons, interrompendo a produgdo de trifosfato de adenosina (ATP), que ¢ a
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principal fonte de energia para as fungdes vitais do parasita. Sem energia suficiente, o
Plasmodium ndo consegue realizar suas atividades metabolicas e sua reproducdo ¢ inibida.
Além disso, a atovaquona também interfere com a fungdo dos complexos mitocondriais do
parasita, causando disfun¢ao mitocondrial e acimulo de substancias toxicas, o que leva a morte

do Plasmodium (NIXON et al., 2013).

Figura 3 - O complexo citocromo bcl.

(A) Modelo de fita (cinza) da estrutura homodimérica do complexo de citocromo bcl de levedura (c6digo PDB 3CX5).
Citocromo b, citocromo ci ¢ as proteinas Rieske de uma unidade monomérica, representadas em verde, ciano e laranja,
respectivamente. Hemes do citocromo b e citocromo c¢1 sdo mostrados em wireframe vermelho, com o ferro (rosa) e a&tomos
de enxofre (amarelo) do aglomerado Rieske [2Fe2S] representados em spacefill. A posig¢do do interior A bicamada lipidica
da membrana mitocondrial aproximada como um desenho animado, com ‘p’ ¢ ‘n’ referindo-se aos lados positivos e negativos
em relagdo a translocagdo de protons. (B) A estrutura e o ciclo Q mecanismo do nucleo catalitico do complexo bei. Citocromo
b, citocromo c1 e Rieske proteina sdo representadas em fitas verdes, ciano e laranja, respectivamente. Hemes bl e bh de
citocromo b e c1 do citocromo c1 sdo mostrados em wireframe vermelho. O aglomerado [2Fe2S] do Rieske a proteina ¢é
representada em preenchimento de espaco amarelo/rosa. Transferéncias de elétrons de e para ubiquinol (QH2) e ubiquinona
(Q) sdo representados por setas amarelas. Os movimentos dos protons sao indicados por setas brancas.

Fonte: NIXON et al., 2013.

Pelo sucesso clinico da Atovaquona, a cadeia transportadora de elétrons do parasito
(Figura 4) foi validada como alvo para terapia antimalérica, inibindo o bcl e impedindo a
bomba de protons (FRY; PUDNEY, 1992), resultando na perda do potencial da membrana e
disfungdo da organela, comprometendo assim o fornecimento e intermedidrios para sintese de
pirimidinas do parasito, a Figura S5 demostra a atovaquona se ligando ao citocromo bcl
(HAMMOND et al., 1985; PAINTER et al., 2007).

Considera-se que os substituintes atrativos ou doadores de elétrons presentes na

molécula de quinona estdo diretamente ligados a capacidade destas em receber elétrons,
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modulando as propriedades redox responsaveis pelo estresse oxidativo resultante (DOS
SANTOS et al., 2004). Tal estresse e/ou a alquilagdo de lipideos, proteinas e acidos nucleicos
causados pelas naftoquinonas podem levar ao dano celular, apoptose ou necrose (BRAND et

al., 2004).

Figura 4 - Cadeia de transporte de elétrons mitocondrial do Plasmodium.
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Fonte: NIXON et al., 2013.

Figura 5 - Atovaquona ligando-se a cyt bcl.

299

(a) Vista do sitio Qo da estrutura de raios-X da levedura cyt bcl com atovaquona ligada. (b) Vista da ligagdo mostrando
residuos circundantes de cyt b com o mapa de densidade eletronica. (c¢) Vista do local de ligagdo com todas as cadeias
laterais de residuos de cyt b mostradas que contribuem para a ligagdo de atovaquona. (d) Apresentagdo esquematica das
interagdes de ligacdo entre atovaquona e cyt bc.

Fonte: BIRTH et al., 2014.
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1.2.2 Atovaquona e sua atividade biologica anticancer

As naftoquinonas sdo compostos quimicos que possuem uma estrutura de anel
naftalénico com um grupo quinona. Destacam-se como um tipo de metabolito secundario de
grande importancia para a familia bignoniaceae, apresentando propriedades farmacoldgicas
unicas. Utilizadas em corantes, cosméticos e alimentos, essas substincias também tém sido
estudadas por suas notaveis atividades anticancerigenas, antimicrobianas, antitumorais e anti-
inflamatorias em extratos medicinais, além disso, recentemente demonstraram resultados
promissores no combate ao virus Zika (JACOME et al., 1999; MARTINEZ, BENITO, 2005;
LEMOS et al., 2007, AKDAG, et al., 2022; RAHMAN et al., 2022; SOUZA et al., 2023).

Como mencionado anteriormente, a Atovaquona ¢ um medicamento antimalarico,
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration), e que possui a capacidade de inibir o
transporte de elétrons mitocondrial. Além de sua aplicacdo no tratamento da maléria, a
Atovaquona também tem mostrado atividade anticancerigena (SOUZA et al., 2023).

De acordo com dados experimentais, a atovaquona apresentou a capacidade de inibir a
proliferagao de células de hepatoma tanto in vitro como in vivo, através do dano ao DNA em
células cancerigenas. Além disso, a atovaquona também demonstrou a capacidade de induzir a
apoptose, inibir a proliferagdo celular e angiogénese in vivo, além de prolongar o tempo de
sobrevivéncia de camundongos portadores de tumor, sem qualquer aparente efeito colateral.
Em outro estudo, verificou-se que o tratamento com atovaquona também induziu a apoptose e
inibiu o crescimento de linhagens de células de cancer de mama, com uma significativa redu¢do
do crescimento tumoral nos modelos CI66 € 4T1 em 70% e 60%, respectivamente (GUPTA et
al.,2019; GAO et al., 2018).

A sinergia entre a Atovaquona e a cisplatina no cancer de ovério também tem sido
verificada em ensaios pré-clinicos, o que indica uma abordagem potencialmente eficaz para
combater esse tipo de cancer. Estudos recentes comprovaram ainda a eficacia da atovaquona
no combate a canceres de ovario e endométrio, utilizando uma série de técnicas biologicas
moleculares e celulares, incluindo o estudo de células-tronco cancerigenas, esferoides e
marcadores de estresse oxidativo (GUO et al.,, 2021; KAPUR et al., 2022).

Essas pesquisas tém ajudado a confirmar o mecanismo de a¢cdo da Atovaquona no
combate ao cancer. Acredita-se que sua atividade anticancerigena também esteja relacionada a
inibicdo do transporte de elétrons na mitocondria, resultando em alteragdes metabolicas e
estresse oxidativo nas células cancerigenas. Esses efeitos podem levar a inibi¢ao da proliferagao

celular e a indu¢do da morte celular programada (apoptose).
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1.3 Compostos metalicos no tratamento da malaria

O uso e a aplicagdo de complexos metalicos t€ém conquistado grande espaco em
pesquisas, principalmente no que se diz respeito ao possivel uso destes como novos
medicamentos. Tais compostos tém se mostrado bastante promissores para o tratamento de
varias doengas, tais como cancer, artrite, bactericidas, doengas gastrointestinais, virais € ou
enfermidades causadas por parasitas. Dentre os complexos metalicos promissores destacam-se
os complexos de platina(Il) (cisplatina, carboplatina, oxaloplatina, nedaplatina, lobaplatina e
heptaplatina), derivados de ouro(I) (auranofina), além dos composto de prata(I), como a
sulfadiazina de prata, um farmaco derivado das sulfanamidas com efeito bacteriostatico. Além
disso, diversos trabalhos na literatura discorrem sobre a efetividade dos compostos metalicos
frente a células cancerigenas mostrando-se, assim, quimioterdpicos promissores na busca de
novas alternativas para o tratamento de tal doenca (BIOT ef al, 2012; FARRELL, 2012;
SANCHEZ DELGADO et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2021; NAVARRO et al., 2021,
RAIJU et al.,2022; PAPROCKA et al., 2022).

No tratamento da maléria, a combinagao de medicamentos ¢ amplamente utilizada.
Contudo, o uso de coquetéis (tratamento com combina¢des de medicamentos) apresenta
desafios e efeitos colaterais indesejados. Diante disso, pesquisadores voltados para o
desenvolvimento de metalofarmacos tém se dedicado a sintese de complexos metalicos capazes
de agir eficazmente em parasitas sensiveis ou resistentes aos medicamentos como: cloroquina
e artemisininas. Esses compostos destacam-se pela seletividade em se ligar a biomoléculas do
parasita e pela dindmica de suas propriedades em acoplar ligantes bioativos. O crescente
conhecimento de seu comportamento em diferentes meios biologicos ¢ um dos pontos
primordiais para o avango nessa linha de pesquisa (KRUGLIAK et al., 2002; NAVARRO et
al., 2010).

Como se sabe, ja existem complexos metalicos com excelentes atividades em parasitas,
onde destaca-se o grupo de Navarro e seus colaboradores que tém desenvolvido estratégias
alternativas que conduzem a agentes metalicos quimioterapéuticos contra doengas tropicais,
baseadas na coordenacdo de compostos organicos com conhecida atividade biologica a metais
de transi¢do, com o intuito de aumentar a sua atividade biologica e diminuir a sua toxicidade,
estratégia baseada no efeito sinérgico (NAVARRO, et al., 2009).

Dentre os complexos metélicos ja sintetizados, destaca-se alguns que utilizaram a
cloroquina com diferentes centros metélicos (Figura 6) e varios deles foram mais ativos contra

0 parasita que a cloroquina livre, tais como o [RuCl,CQ]J> (21) seguido do [Au(PPh3)CQ]PFs
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(22) que foi mais toxico contra cepas resistentes de Plasmodium falciparum em uma relagao de
9,2 com a cloroquina (NAVARRO, et al., 2010). Em paralelo, BIOT e seus colaboradores
desenvolveram a ferroquina (23), que ¢ um complexo organometalico de ferro(Il), que estd em
testes clinicos (fase II) (BIOT et al,1997, BIOT et al., 2012) (MCCARTHY et al, 2016).
Recentemente, compostos de coordenagdo com cobre(I) (24, 25) foram sintetizados e
também considerados como potenciais agentes antimaldricos porque mostraram melhor
inibicdo da cepa resistente a CQ em estudos in vitro quando comparados a CQ sozinha
(VILLARREAL et al, 2022). Também foi avaliada a atividade antimalarica de complexos
organorruténio contendo CQ (26) os quais exibiram atividade moderada contra o estagio
hepatico e atividade potente contra o estagio sexual, enquanto a CQ ¢ desprovida de tais
propriedades (MACEDO et al, 2016). Os complexos [(Au(CQ)(CD)] (27), [Pt(CQDP).Cl,] (28),
[PA(CQ)2ClL2] (29) também apresentaram alta atividade antimaldrica, principalmente contra a
cepa sensivel a CQ (3D7), além de interagirem com o heme ¢ inibirem a formacdo de -
hematina melhor que a cloroquina, cloroquina difosfato (CQDP) e outros agentes antimalaricos

j& conhecidos (NAVARRO et al., 2014) . Os compostos (21-29) sdo representados na Figura

Figura 6 - Alguns complexos metalicos no tratamento da maldria.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Considerando os mecanismos de acdo dos metais sobre o Plasmodium e encorajados
pelos promissores efeitos antimalaricos do [Au(CQ)(PPh3)]PFs e pela demonstrada

suscetibilidade da amodiaquina aos parasitas resistentes a cloroquina, uma combinacao desses
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dois compostos foi sintetizada [ Au(AQ)(PPhs3)]PFs, onde a CQ do composto foi substituida pelo
amodiaquina (AQ). Esse complexo AQ-ouro(I) também exibiu potente e efetiva atividade
antiparasitaria contra células Huh-7 infectadas com esporozoitos de P. berghei (estagio
hepatico) apresentando um ICso = 1,26 uM, que foi semelhante a AQ (1,47 uM) (COLINA-
VEGAS et al.,2023).

Recentemente, Casarrubias-Tabarez e sua equipe demonstraram os diversos
mecanismos pelos quais os metais agem sobre o Plasmodium (Figura 7). De acordo com os
autores, a inibicdo da formag¢ao de hemozoina, que pode ser causada por uma ampla variedade
de metais, mostra-se promissora como estratégia no combate a maléria. Entre os metais que
interferem na formacao do pigmento hemozoina, destacam-se o ouro, ruténio, rdédio, iridio,
zinco, platina e paladio, que prejudicam o parasita do Plasmodium. Além disso, a prata, ouro,
vanadio e ruténio podem provocar estresse oxidativo nas células do parasita, gerando um
excesso de espécies reativas de oxigénio que prejudicam a sua sobrevivéncia.

Destaca-se ainda o ouro, que prejudica a atividade da enzima tiorredoxina redutase,
responsavel pelo equilibrio redox das células e cuja inibi¢do pode levar a disturbios metabdlicos
e morte celular (BRENDA et al., 2022). A exposi¢ao do Plasmodium a nanoparticulas de ouro
também pode provocar danos as proteinas ricas em cisteina, fundamentais na estrutura e fungao
celular. Também ¢ importante mencionar que metais como ouro, cobalto, niquel, cobre e zinco
podem causar danos ao DNA do parasita, prejudicando os seus processos celulares normais e

levando a morte (BRENDA et al., 2022).

Figura 7 - Exemplo dos diferentes mecanismos de acdo dos metais no Plasmodium.
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1.4 Hibridos antimalaricos

As descobertas na drea da malaria com a sintese de hibridos antimalaricos tém sido uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de novos medicamentos. A combinacdo de
diferentes compostos com propriedades complementares pode levar a sinergia, aumentando a
eficacia e reduzindo a probabilidade de resisténcia.

Os pesquisadores liderados por Walsh utilizaram diversas estratégias para aprimorar o
tratamento contra o P. falciparum, dentre elas a combinacao de propriedades lipofilicas da
artemisinina com derivados polares de quinina e a incorporagdo de ligantes e parceiros
farmacoforicos ativos. Um dos resultados mais promissores foi a criagdo de um hibrido, que
une a di-hidroartemisinina com o derivado de acido carboxilico de quinina. Esse hibrido
apresentou atividade superior contra o P. falciparum cultivado e, segundo estudos preliminares,
pode apresentar menor probabilidade de desenvolver resisténcia, ja que ambos 0os componentes
possuem mecanismos de acao independentes. Uma das vantagens desse hibrido é que aumenta
a meia-vida da fracdo de artemisinina no organismo, o que pode contribuir para sua maior
eficacia terapéutica. Ademais, essa combinagdo de componentes independentes pode reduzir a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia por parte do parasita (WALSH et al., 2007;
WANG et al., 2015).

Os pesquisadores Lodige e sua equipe desenvolveram uma biblioteca de hibridos
cloroquina-primaquina, variando o ligante entre as duas drogas. Os resultados obtidos foram
impressionantes, demonstrando que esses hibridos apresentaram atividade contra diferentes
estagios do desenvolvimento do parasita da malaria. Eles foram eficazes no estagio de figado
(usando o P. berghei como modelo), no estagio de sangue (usando cepas 3D7/Dd2/K1 do P.
falciparum) e também contra os gametocitos, que sdo as formas sexuais do parasita
responsaveis pela transmissdo da maldria (LODIGE et al., 2013; LODIGE et al., 2015).

Outra informacao mencionada € a agdo sinérgica da atorvastatina, um inibidor da
coenzima redutase HMG, com antimaléricos como cloroquina e artemisinina. A sinergia ocorre
quando dois ou mais compostos atuam juntos de forma mais eficaz do que cada um atuando
isoladamente. Os resultados indicam que a atorvastatina, em combina¢do com os antimalaricos
mencionados, apresentou atividade antimaldrica significativa, com valores de ICso
(concentragdo inibitoria 50%) variando de 0,40 a 1,41 uM (ROMEO et al., 2004).

Constata-se que a utilizagdo de compostos hibridos traz inimeras vantagens, como a
combina¢do de farmacdforos que proporcionam eficicia prolongada, resposta aditiva ou

sinérgica e melhoria das caracteristicas do proprio farmaco. Isso se deve ao fato desses hibridos
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oferecerem a possibilidade de obten¢do de drogas capazes de atuar em estagios diversos do
ciclo de vida do parasita (HALMUTHU et al., 2020).

O nosso grupo tem se dedicado ao estudo de hibridos metalicos (Figura 8), como as
moléculas [AuCQPQ]PF¢ (DE SOUZA et al, 2021) e [AuAQPQ]PFs (DE SOUZA et al, 2022),
que apresentam um duplo mecanismo de acdo e comprovaram sua atividade antiplasmodica em
multiplos estagios, ou seja, ativo nos trés principais estagios do ciclo de vida do parasita, no
figado, no sanguineo e nos gametocitos. Tudo isso, visando alcangar maior eficacia por meio
de possiveis interagdes multialvo, entrega seletiva da droga ao local de agao com o objetivo de
melhorar a biodisponibilidade, aliviar a toxicidade e contornar as resisténcias as drogas (DE

SOUZA et al, 2022).

Figura 8 - Hibridos [AuCQPQ]PFs e [AuAQPQ]PFs.
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Fonte: DE SOUZA et al, 2021; DE SOUZA et al, 2022.

Ressalta-se que os compostos de coordenacao podem nos oferecer uma gama de opgdes
para o design de firmacos, um amplo niimero de coordenagdes e geometrias, os diferentes
estados redox disponiveis, varias propriedades termodindmicas e cinéticas, bem como as
propriedades intrinsecas dos ions metalicos, podem resultar em uma variedade de reacdes em
sistemas bioldgicos (KOMARNICKA et al., 2015).

O desenvolvimento de agentes anticancerigenos € uma das areas de pesquisa mais ativas
dentro desse campo. Os compostos de coordenacdo tém sido explorados como potenciais
agentes anticancerigenos devido as suas propriedades unicas, como a capacidade de interagir
com alvos moleculares especificos nas células cancerigenas e induzir respostas celulares que
levam a morte do tumor.

No entanto, além do cancer, outras aplicacdes terapéuticas também estdo sendo
exploradas para compostos de coordenacdo. Como mencionado, agentes antimalaricos sao uma

dessas aplicagdes emergentes. Os compostos de coordenacao podem ser projetados para ter
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atividade antimalarica, direcionando os parasitas do Plasmodium de forma seletiva e inibindo

suas vias metabolicas essenciais.

1.5 Biomoléculas essenciais para a sobrevivéncia do Plasmodium

1.5.1 Heme:

Durante o seu ciclo de vida dentro dos globulos vermelhos, o Plasmodium, realiza
alteracdes no ambiente para garantir o seu crescimento e sobrevivéncia. Um dos processos-
chave nesse ciclo ¢ a degradagdo da hemoglobina, a proteina presente nos glébulos vermelhos,
e a formacao subsequente da hemozoina.

A formagao da hemozoina ocorre por um processo conhecido como biocristalizagao,
que envolve a organizagdo dos mondmeros de heme em cristais de hemozoina. Embora o
processo de biocristalizagdo ainda n3o seja completamente compreendido, algumas
informacdes sobre os fatores envolvidos tém sido descobertas. Estudos indicam que os lipidios,
a membrana do vacuolo digestivo (DV) (uma estrutura presente no interior do parasita) e o
ambiente acido sdo cruciais para a organizacdo dos monomeros de heme em cristais de
hemozoina. Esses componentes desempenham um papel na estabilizacdo e na estruturacdo dos
cristais de hemozoina (HEMPELMANN et al., 2002; PISCIOTTA et al., 2007, HOANG et al.,
2011; KAPISHNIKOV et al., 2012).

Novas descobertas indicam que a Heme Detoxification Protein (HDP), encontrada no
parasita P. falciparum, pode desempenhar um papel na aceleracdo da conversao do heme em
hemozoina (Hz). Durante a infeccdo pelo parasita, quantidades significativas de Hz sdo
produzidas e liberadas na corrente sanguinea junto com os merozoitos.

O grupo heme € toxico para o parasita, e para evitar a sua propria morte, o Plasmodium
desenvolveu um mecanismo de desintoxicagdo. A hematina, um produto toxico resultante da
degradacao da hemoglobina, ¢ convertida em hemozoina, que ¢ uma forma nao toxica para o
parasita (Figura 9). A estrutura da hemozoina ¢ idéntica a da B-hematina sintética.

No cristal de B-hematina, as moléculas de Fe(III)PPIX (protoporfirina IX contendo ferro
trivalente) estdo ligadas por meio de ligacdes ferro-carboxilato de uma das cadeias laterais
propidnicas, formando dimeros. Esses dimeros, por sua vez, formam cadeias mantidas por
ligacdes de hidrogénio entre os atomos de oxigénio e hidrogénio do grupo carboxila. Essa
organizagdo estrutural ¢ essencial para a fun¢do inibitéria da hemozoina, causando danos

severos ¢ letais ao parasita (FENG, 2011; NAVARRO; CASTRO; BIOT, 2012).
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Figura 9 - Processo de degradagdo da hemoglobina e processo de desintoxicagdo do Plasmodium.
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Fonte: Adaptado de NAVARRO, CASTRO, BIOT, 2012.

De fato, a inibi¢ao da formagdo da hemozoina ¢ considerada a principal forma de acao
da cloroquina e de outros antimalaricos quinolinicos, como a amodiaquina ¢ a mefloquina
(EGAN, 1994). Ainda ndo se sabe exatamente como essas drogas inibem a formagdo da
hemozoina, mas hd uma hipotese de que elas formem complexos com a hematina por meio de
interacdes m-n, impedindo sua conversdao em hemozoina.

Estudos conduzidos por Egan e sua equipe propuseram uma relacao estrutura-atividade
para a cloroquina, destacando a importancia do grupo 4-aminoquinolina na complexacao da
droga com a ferriprotoporfirina. O grupo 7-cloro, por sua vez, € responsavel pela inibi¢do da
formacdo da hemozoina, e o grupo aminoalquil é importante para a atividade contra o
Plasmodium, auxiliando na acumulacdo do farmaco no vactolo digestivo. Essa relacdo
estrutura-atividade ¢ crucial para o desenvolvimento de novos antimaldricos (DORN et al.,
1998; EGAN et al., 2008).

Além dos medicamentos aminoquinolinicos, compostos metalicos derivados da
cloroquina também tém sido estudados por sua capacidade de evitar a formagao da -hematina.
Estes compostos coordenados com Pt(II), Pd(Il) e Au(l) demonstraram atividade
antiplasmodica superior a cloroquina em um estudo conduzido por Navarro e colaboradores,
devido a capacidade de inibir a formag¢ao da B-hematina (NAVARRO et al., 2014). Outro
exemplo mencionado ¢ o estudo realizado pelo grupo de Sanchez Delgado, que avaliou o
mecanismo de a¢do de um dimero de ruténio(II) e sua potencial eficdcia na inibi¢cao da formagao

da B-hematina (MARTINEZ et al., 2008).
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Nesse sentido, torna-se evidente que o grupo heme ¢ um alvo crucial para os compostos
que possuem atividade antimaldrica. Por isso, serd analisada a relevancia desse fator no

mecanismo de acdo dos compostos metalicos mencionados neste estudo.

1.5.2 DNA:

A estrutura do DNA (Figura 10) ¢ uma das descobertas mais importantes na histéria da
ciéncia. A dupla hélice do DNA consiste em duas cadeias polinucleotidicas que se entrelagam,
formando uma estrutura estavel. Cada cadeia é composta por uma sequéncia de nucleotideos,
que consistem em uma base nitrogenada (adenina, guanina, timina ou citosina), um agucar
(desoxirribose) e um grupo fosfato.

As bases nitrogenadas sdo responsaveis pela codificagdo da informagdo genética. A
adenina (A) sempre se liga com a timina (T), e a guanina (G) sempre se liga com a citosina (C).
Essas ligagdoes formam os chamados pares de bases, que s3o os degraus da "escada" do DNA.
A sequéncia desses pares de bases ao longo da cadeia de DNA contém a informagdo genética
necessaria para a sintese de proteinas e para a hereditariedade.

Além da estrutura basica da dupla hélice, o DNA possui outras caracteristicas
importantes. Por exemplo, ele pode se enrolar ao redor de proteinas chamadas histonas,
formando estruturas mais compactas chamadas cromossomos. Os cromossomos sao
encontrados no nucleo das células e desempenham um papel fundamental na organizagdo e
transmissao do material genético durante a divisdo celular.

As interagdes entre 0 DNA e outras moléculas, como farmacos, sdo de grande interesse
na area da quimica supramolecular. Compreender essas interagdes € crucial para o
desenvolvimento de novos medicamentos e terapias. Além disso, o estudo das interagdes do
DNA ¢ importante para a compreensdo de processos biologicos fundamentais, como a
replicacdo do DNA, a expressdo gé€nica e a reparacdo do DNA danificado (LEHN, 1996;
NELSON; COX, 2011; BAZZICALUPI et al., 2014; THIEMANN, 2003).
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Figura 10 - Estrutura da molécula de DNA.
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Fonte: MENCK et al., 2017.
O DNA apresenta uma grande capacidade de interagdo com diversas espécies e

compostos. Isso ocorre tanto por meio de ligagdes covalentes - quando ha uma conexao direta

entre o ligante e as bases nitrogenadas ou o grupo fosfato do DNA - quanto por meio de
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interagdes nao covalentes, que envolvem desde forgas eletrostaticas a interagdes nos sulcos do
DNA ou por meio de processos de intercalagdo (Figura 11) (BARRA; NETO, 2015).

A conexdo covalente com o DNA ¢ um processo irreversivel que causa a inibi¢ao
completa do DNA levando a morte celular. Essa unido ¢ altamente resistente e pode alterar a
forma da molécula de DNA, afetando negativamente sua transcri¢ao e replicagdo. A cisplatina
¢ um exemplo de composto que forma ligagdes covalentes com os nitrogénios das bases do
DNA, substituindo o cloreto. De forma semelhante, agentes alquilantes, conhecidos por suas
propriedades antitumorais, também estabelecem ligagdes covalentes com o DNA, inibindo ou
interrompendo o ciclo celular (PUYO et al., 2014).

Os vinculos ndo covalentes sdo capazes de se desfazerem facilmente, podendo causar
alteracdes na conformacdo do DNA. Isso pode gerar tensdo torcional e dificultar a interagdo
com as proteinas nos processos bioldgicos. E importante ressaltar que esses vinculos existem
em trés tipos, sendo eles eletrostaticos, de interagdes pelos sulcos e por intercalagao.

O processo de interagdes eletrostaticas desencadeia-se entre as espécies cationicas € 0s
grupos fosfatos carregados positivamente presentes no DNA. Essa mecénica de interagdo se
desenvolve no exterior da hélice (conhecida como ligacao externa), permitindo a manifestagao
de um potencial elétrico que promove o alinhamento das respectivas cargas (REHMAN,
2015b).

As interagdes nos sulcos da hélice de DNA envolvem a ligacdo direta do ligante com as
bases nitrogenadas, seja no maior ou no menor sulco. E importante ressaltar que o sulco maior
¢ capaz de receber ligantes mais volumosos, enquanto o sulco menor oferece um menor sitio de
ligacao e ¢ mais suscetivel ao ataque de moléculas pequenas. As interagdes que ocorrem atraves
dos sulcos sdo essenciais para permitir a unido harmoniosa entre o DNA e as proteinas, tornando
as superficies livres para tal interacdo de forma precisa e eficiente. Trata-se, portanto, de um
processo de extrema relevancia para a compreensdo da complexidade molecular envolvida
nessa interagdo (MURRAY et al., 2003; KHAN et al., 2012).

Os intercaladores sdo compostos que se inserem entre as bases nitrogenadas do DNA
por meio de interacdes ndo covalentes, especialmente as forcas de Van der Waals. Essas
interacdes dependem de fatores como a planaridade, aromaticidade e extensao da superficie de
interacao do ligante. A intercalagdo ocorre quando o ligante se encaixa entre as bases do DNA,
resultando em modificacdes estruturais na molécula de DNA. A intercalacdo de um ligante
entre os pares de bases do DNA pode levar a diversas consequéncias estruturais e funcionais.
Por exemplo, pode causar o enrijecimento da dupla hélice do DNA, ou pode ocorrer o

alongamento da dupla hélice. Além disso, a intercalacao pode levar ao desenovelamento parcial
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da dupla hélice, separando as cadeias de DNA em certas regides (LERMAN et al, 1961;
PAGES et al., 2015).

Essas modifica¢des estruturais podem ter implicagcdes importantes para a atividade
biologica do DNA. Por exemplo, a intercalagdo de um ligante pode interferir na replicagdo e
transcri¢do do DNA, bloqueando a a¢do de enzimas envolvidas nesses processos. Também pode
afetar o empacotamento do DNA dentro da célula e sua interagdo com proteinas, interferindo
em processos como o reconhecimento celular e a reparacao do DNA (PAGES et al., 2015).

Devido a capacidade de intercalar com o DNA, muitos intercaladores tém sido
estudados como agentes terapéuticos, especialmente na area da quimioterapia. Alguns
exemplos de intercaladores amplamente utilizados na clinica s3o a doxorrubicina e a
daunorrubicina, que sdo eficazes no tratamento de diferentes tipos de cancer. Esses compostos
atuam intercalando-se no DNA das células cancerigenas, interferindo em sua replicacdo e
levando a morte das células tumorais (ARENA ef al., 1995; PAGES et al., 2015)

Considerando a importancia do DNA, faz-se necessario a investigacao sobre a interagao
dos complexos metalicos com essa molécula, a fim de desvendar as diversas formas de
interacio entre essas substancias e o acido desoxirribonucleico. E imprescindivel compreender
a dindmica dessa interacdo para avancar na compreensdo dos mecanismos biologicos e

quimicos envolvidos.

Figura 11 - Representacdo esquematica dos tipos de interagdes complexos-DNA.

Covalente Eletrostatica Intercalagdo Interacdo pelos sulcos

Fonte: Adaptado de (TUITE et al., 1997; VAIDYANATHAN et al., 2005; HARRIS, et al., 2005; QIU
etal., 2013; JUSTOS, 2021).
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1.5.3 Glutationa

A glutationa (GSH, Figura 12) desempenha um papel central na biotransformacgao e
eliminagdo de substancias estranhas ao organismo, conhecidas como xenobioticos, além de ser
fundamental na defesa das células contra o estresse oxidativo. Esse tripeptideo ¢ encontrado em
altas concentragdes dentro das células e ¢ essencial em todos os organismos aerdbicos
(KAPOOR et al., 2022).

Uma caracteristica notavel da glutationa ¢ a presenca de uma ligagao y-peptidica pouco
comum, juntamente com a por¢ao y-glutamil e o grupo a-carboxilato livre. Essas caracteristicas
estruturais conferem estabilidade a8 GSH, prevenindo sua hidrolise pelas peptidases celulares
que normalmente degradam outros peptideos pequenos (HUBER et al., 2008).

A glutationa ¢ o tiol celular de baixa massa molecular mais abundante, com
concentragdes em torno de 2 mM e mais de 10 mM em eritrocitos humanos e hepatocitos,
respectivamente. Essa alta concentracdo reflete a importancia da GSH na prote¢do celular
contra danos oxidativos (KAPOOR et al., 2022).

As enzimas glutationa transferase e glutationa redutase desempenham papéis cruciais
no metabolismo da glutationa. A glutationa transferase catalisa a conjuga¢do da GSH com
xenobidticos, tornando-os mais soliveis e facilitando sua eliminagdo. A glutationa redutase ¢
responsavel por regenerar a forma reduzida da glutationa (GSH) a partir de sua forma oxidada

(GSSG), mantendo assim o pool de glutationa ativa dentro da célula (HUBER et al., 2008).

Figura 12 - Estrutura molecular da glutationa.
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023.

A glutationa também desempenha um papel importante na relacdo entre o parasita da
malaria Plasmodium falciparum e o sistema imunologico do hospedeiro. O parasita P.
falciparum possui um alto nivel de glutationa em seu interior, o que contribui para a sua

capacidade de resistir ao estresse oxidativo gerado pelo sistema imunologico. A glutationa atua
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como um antioxidante, ajudando o parasita a neutralizar as espécies reativas de oxigénio
produzidas pelo sistema imunoldgico para combater a infec¢do. Além disso, a glutationa esté
envolvida na resisténcia do P. falciparum a certos farmacos antimaldricos. O parasita
desenvolveu mecanismos de resisténcia que envolvem a degradagdo ou o bombeamento ativo
desses compostos para fora de suas células. A glutationa desempenha um papel nesses
processos, pois pode ajudar a inativar os fArmacos antimaldricos e facilitar sua eliminacao pelo
parasita (HUBER et al., 2008).

Contudo, a glutationa também pode ser alvo de estratégias terap€uticas. Pesquisas estao
sendo realizadas para explorar a manipulacdo dos niveis de glutationa no parasita como uma
abordagem terapéutica para combater a maldria. Por exemplo, inibidores da enzima responsavel
pela sintese de glutationa no parasita tém sido estudados como uma forma de reduzir a
resisténcia aos farmacos antimalaricos e aumentar sua eficacia (HUBER ez al,, 2008; KAPOOR
et al., 2022).

Em resumo, a glutationa desempenha um papel importante na relagdo entre o parasita
P. falciparum e o sistema imunoldgico do hospedeiro, contribuindo para a capacidade do
parasita de resistir ao estresse oxidativo e aos farmacos antimaléricos. Sua compreensao pode

levar ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para combater a malaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo a sintese e a caracterizagdo de uma série de

complexos metalicos contendo a Atovaquona, fairmaco antimalarico, coordenados a Au(l),

Ag(I) Cu(l), Cu(Il) e Zn(II) bem como o estudo das estabilidades, lipofilicidade e seus possiveis

mecanismos de acdo e a avaliacao in vitro da atividade antimalarica e anticancerigena.

2.2 Objetivos especificos:

a)
b)

g)
h)

)

sintetizar uma série de complexos metalicos multialvos contendo Atovaquona,;
caracterizar estes complexos metéalicos obtidos utilizando-se espectroscopia no
infravermelho (IV), espectroscopia no ultravioleta e visivel (UV-Vis), condutimetria e
ressonancia magnética nuclear (RMN) para os complexos metalicos diamagnéticos;
avaliar a estabilidade dos complexos metélicos utilizando-se de espectroscopia no UV-
VIS, condutimetria e ressonincia magnética nuclear (RMN) para os complexos
metalicos diamagnéticos;

estudos de interacdo dos complexos metalicos formados com o DNA (titulagdo
espectrofotométrica e viscosidade);

estudos de interagdo com a hemina (titulagdo espectrofotométrica);

estudos de inibicdo da formagdo da B- hematina (qualitativo por Infravermelho e
quantitativo realizado nas placas de 96 pocos e via calculos de I1Cso);

estudos de interagdo/ reatividade do complexo atrico com a glutationa;

determinar a lipoficidade dos complexos metalicos formados;

avaliacdo do potencial antimalarico dos complexos metéalicos formados, em colabaragao
com os Doutores Bruno Pradines (Franga) e Diogo Moreira (FIOCRUZ);

avaliacdo do potencial anticancerigeno dos complexos metalicos em colabora¢do com a

Doutora Heveline Silva (UFMG).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Solventes

Grande parte dos solventes utilizados neste trabalho, foram submetidos a purificagdo
prévia, segundo métodos descritos na literatura (WILLIAMS; LAWTON, 2010). Os principais
solventes utilizados durante os procedimentos sintéticos foram metanol, diclorometano e
etanol. Para os estudos de estabilidade foi utilizado dimetilsulféxido (DMSO). Para a

determinagdo do coeficiente de distribuicdo (Log D) utilizou-se n-octanol.

3.2 Reagentes quimicos em geral

Os solventes utilizados foram de grau analitico (metanol, etanol, diclorometano e
dimetilsulfoxido) e os sais (Ag(OAc), Zn(OAc)> -2H>0 |, ZnCl, , Cu(OAc),) foram adquiridos
da Synth PA ou VETEC e usados sem purificacdo adicional. A atovaquona adquirida pela
Sigma Aldrich. Os complexos [Ag(PPh3)>NOs], [Au(PPh3)CI], [Cu(PPh3);NO3] foram
sintetizados seguindo procedimentos previamente relatados (BARRON et al, 1986;

BRAUNSTEIN et al., 1990).

3.3 Aparato instrumental

Os equipamentos utilizados nessa pesquisa estdo localizados na Universidade Federal

de Juiz de Fora ou na Universidade Federal De Minas Gerais.

3.3.1 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Para a obtenc¢ao dos espectros de absor¢do na regido do infravermelho foi utilizado um
espectrofotdmetro Bruker alpha FT-IR Spectrometer, na regido de 4000-400 cm™!, resolucio

espectral de 4 cm™!, com 128 varreduras (scans).

3.3.2 Espectroscopia vibracional de espalhamento Raman

Os espectros Raman em estado sélido foram obtidos em um espectrofotometro Bruker
RFS 100 FT-Raman, com radiagdo excitante A o=1064 nm a partir de um laser Nd: YAG, no
intervalo espectral entre 4000 e 50 cm™ e resolugdo de 4cm’, utilizando como pardmetro de

medida de 1024 scans, e poténcia de 15mW.
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3.3.3 Espectroscopia de absorcao na regiao do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de absor¢ao do UV-Vis foram obtidos por meio de um espectrofotometro
Shimadzu UV-1800, caminho optico de 1 c¢m, utilizando a faixa de comprimento de onda de
200 a 1100 nm. Os espectros foram obtidos utilizando cubetas de quartzo com capacidade de 4
mL.

3.3.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, 3C{'H} e *'P{'H} foram obtidos

em um espectrometro Bruker Avance III HD 500 MHz.
3.3.5 Condutimetria

As medidas de condutividade molar foram realizadas em um condutivimetro MS
Tecnopon Instrumentagdo, modelo Ni-cvm, utilizando-se solu¢des de concentragdo 1 mM dos
complexos metalicos em DMSO. Os valores obtidos foram comparados com a literatura
(GEARY, 1970).

3.3.6 Analise elementar

A analise da porcentagem de C, H e N dos compostos foi feita em um analisador CHNS

modelo Thermo scientific flash 2000.
3.3.7 Analise termogravimétrica

As analises foram realizadas, em um equipamento DTG60 ou DTG60H Shimadzu, em
cadinho de alumina, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL min™'), com a razdo de aquecimento
de 10 °C min.

3.3.8 Difracao de raio X

Os estudos de difracdo de raios-X foram realizados em um difratdmetro SuperNova,

Dual, a reducao dos dados foi realizada usando o software CrysAlisPro e os efeitos de absorgao
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foram realizados. Usando Olex2, a estrutura foi resolvida com o programa de solugdo de
estrutura Superflip, usando o método de solugao Charge Flipping. O modelo foi refinado com

a versao 2014/7 do ShelXL usando a minimiza¢ao de Minimos Quadrados em F.

3.4 SINTESE DOS COMPLEXOS METALICOS

Procedimento experimental para a sintese do complexo de ouro (Au)

3.4.1 [Au(ATV)(PPh3)] -2 H20 (1)

A uma solugdo de [Au(PPh3)Cl] (0,0674 g, 0,1363 mmol) em diclorometano (20 mL),
adicionou-se AgNO3 no estado so6lido (0,02315 g, 0,1363 mmol) e esta foi deixada em agitacao
a temperatura ambiente durante 24 horas. Depois disso, a solugdo foi filtrada e transferida para
uma solu¢do de Atovaquona (0,0500 g, 0,1363 mmol) previamente tratada com metdxido de
sodio (0,00736 g, 0,1363 mmol) em diclorometano (10 mL). A cor da solugdo muda
imediatamente de vermelho escuro para laranja avermelhado. A reacdo foi deixada a
temperatura ambiente em agitacdo durante 3 horas. Posteriormente, a solugdo foi filtrada e
deixada em repouso a temperatura ambiente, apos varios dias, formaram-se cristais (0,098 g).
Solido obtido de coloracdo laranja. Rendimento 87%. Analise elementar (%) para Cso H37
OsCIPAu: exp. (calc.) C 55,99 (55,81); H 4,14 (4,29) ; Condutividade molar (DMSO): Am-
12,69 ohm™ cm? mol™! ; UV-vis (DMSO) ([atribui¢io;e. M lem™] (Amax DMSO, 521 nm). IV
(cm™): 2915 (C-H); 2851 (C-H); 1653 (Ci1=0); 1647 (C4=0); 1576, 1569 (C=C);
1489,1473,1456 (CHz); 1339 (C2-0); 1265 (C2-O). Raman [cm™! (atribui¢do)]: 3060 (C-H
aromatico), 1653 (C;=0), 1537 (C-H,), 473 (C-O-M). RMN 'H (DMSO-ds) & ppm
(multiplicidade (m), integral (1), atribui¢do): 7,94 - 7,93 (2H, td, Hs, Hg), 7,87 (1H, td, Hs); 7,74
(1H, td, Hy), 7,70 - 7,49 (11H, m, Hppn3); 7,35 - 7,31 (4H, d, Hi921, Hig22); 3,08 (1H, tt, His);
2,57 (1H, tt, Hn); 2,26 - 2,24 (2H, qd, Hi3,15); 1,83 - 1,85 (2H, d, Hi3,15); 1,57 (2H, d, Hi2,16);
1,49 (2H, qd, Hi2,16). RMN {13C} (DMSO-ds): 184,08 (C4=0); 181,08 (C;=0); 156,93 (C,-0);
146,92 (C17); 134,40 (Cs); 133,87 (HC-PPh3), 133,76 (HC-PPhs), 132,71 (HC-PPhs); 132,63
(HC-PPhs); 132,33 (HC-PPhs); 130,27 (C7); 129,95 (Ca0); 129,72 (HC-PPhs); 129,63 (HC-
PPh3); 128,65 (Ci9.21); 128,46 (Cio); 128,16 (Cisp22); 127,97 (Co); 126,12 (C3); 125,81 (Cs),
125,35 (Cg). 42,72 (Ci4); 34,11 (Ci3,15); 33,91 (C11); 28,86 (Ci2,16). RMN 3P {'H}: 32,68 (s.

PPh3). A estrutura desse composto foi determinada por difracdo de raios X de monocristais.
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Procedimento experimental para a sintese dos complexos de prata (Ag)

3.4.2 [Ag(ATV)(PPhs):] (2)

A uma solu¢do de Atovaquona (0,0500 g, 0,1363 mmol) em CH>Cl, (10 mL) adicionou-
se gota a gota uma solucao metanolica de KOH (0,0076 g, 0,1363 mmol) (5 mL) a temperatura
ambiente sob agitacdo. A cor da solugdo mudou de amarelo para vermelho. Apds uma hora,
uma solugdo de [Ag(PPh3)2]NO; (0,0946 g, 0,1363 mmol) em CH>Cl, (5 mL) foi adicionado
lentamente e a reagdo foi mantida sob agitagdo durante mais trés horas. A solugdo de cor pirpura
escura foi deixada em repouso a temperatura ambiente e apos varios dias os cristais foram
formados (0,0621g). So6lido obtido de coloragdo plrpura e/ou roxo. Rendimento 85%. Analise
elementar (%) para CssHssO3P2ClAg: exp. (cal.) C 69,70 (69,77); H 4,74 (4,85);
Condutividade molar (DMSO): Am- 12,81 ohm! cm? mol!l. UV-vis (DMSO)
([atribuicdo;e. M em™]: (Amax DMSO, 521 nm). IV (em™): 3049 (C-H); 2926 (C-H); 2852 (C-
H); 1645 (C4=0); 1587, 1558 (C=C); 1522 (C1=0); 1474, 1456, 1435 (C-Hz); 1360 (C2-O);
1281 (C2-0). Raman [em! (atribui¢do)]: 1360 (C2-0), 495 (C-O-M). RMN 'H (DMSO-ds):
o ppm (multiplicidade (m), integral (I), constante de acoplamento (j), atribui¢ao): 7,84 (1H, dd,
Hs); 7,65 (1H, dd, Hs); 7,61 (1H, td, He); 7,49 - 7,46 (6H, tb, Hppn3); 7,45 (1H, td, Hy), 7,41-
7,33 (24H, m, Hppn3), 7,33 - 7,32 (2H, dt, Hi921); 7,30 - 7,28 (2H, dt, His22); 3,12 (1H, tt, H14);
2,43 -2,41(2H, qd, Hi3,15); 1,81 - 1,78 (2H, d, Hi3,15); 1,46 (2H, d, Hi2,16); 1,44 (2H, m, Hi2,16).
RMN {13C} (DMSO-d¢): 186,72 (C4=0); 178,71 (C1=0); 159,50 (C2-0). 133,24 (C¢); 133,56
(0-PPh3-CH); 133,43 (0-PPh3-CH); 136,04 (C7); 132,13 (p-PPhs-CH); 131,94 (p-PPhs-CH);
131,32(C20); 130,59 (p-PPh3-CH); 130,10 (Cio); 129,65 (Co); 129,13 (m-PPh3-CH); 129,05(m-
PPh3-CH); 128,65 (Ci921); 128,16 (Cis22); 124,97 (C3); 124,37 (Cs); 122,31 (Cs); 132,13 (p-
PPh3-CH); 131,94 (p-PPh3-CH); 130,59 (p-PPh3-CH); 129,13 (m-PPh3-CH); 129,05 (m-PPhs-
CH); 124,37(Cs); 122,31 (Cs). RMN 3P {TH} (DMSO-ds): 7,35 (s. PPh3). A estrutura desse

composto foi determinada por difragdo de raios X de monocristais.

3.4.3 [Ag(ATV)] 3)

Uma solugdo de Ag(OAc) (0,0227 g, 0,1363 mmol) em MeOH (10 mL) foi adicionada
gota a gota a uma solucdo de Atovaquona (0,0500 g, 0,1363 mmol) em MeOH (60 mL) a
temperatura ambiente sob agitacdo. A cor da solu¢gdo mudou de amarelo para vermelho e apds

alguns minutos formou-se um s6lido roxo escuro, a mistura de reagdo foi agitada por mais 3



48

horas. A solucdo foi filtrada usando uma canula e o s6lido foi lavado trés vezes com 5 mL de
metanol. Apds secagem sob vacuo, obteve-se uma quantidade de 0,0367 g, rendendo 54%.
Soélido obtido de coloragdo purpura e/ou roxo. Analise elementar (%) para C22HisO03ClAg:
exp. (cal.) C 55,62 (55,66). H 3,60 (4,00); Condutividade molar (DMSO): Am- 12,03 ohm'!
cm? mol!. UV-vis (DMSO) ([atribui¢iio;eMem™]: (Amax DMSO,521 nm ). IV (em™): 2911
(C-H); 2850 (C-H); 1654 (C4=0); 1585, 1563 (C1=C); 1487, 1465, 1441 (C-Hz); 1367 (C2-0O);
1285 (C2-0). Raman [em!(atribuicdo)]: 1654 (C4=0), 1367 (C2-0), 509,437 (C-O-M) RMN
{'TH} (DMSO-ds): 6 ppm (multiplicidade (m), integral (I), constante de acoplamento (j),
atribuicdo): 7,88 (1H, d, Hs); 7,80 (1H, d, Hs); 7,66 (1H, t, He); 7,52 (1H, t, H7), 7,32 (2H, d,
Hi921); 7,29 (2H, d, His,22); 3,12 (1H, t, Hi4); 2,36 (2H, q, Hi3,15); 1,81 (2H, d, Hi3,15); 1,47 (2H,
d, Hiz,16); 1,46 (2H, q, Hi2,16). RMN {13C} (DMSO-ds): 186,94 (C4=0); 180,22 (Ci=0); 167,69
(C2-0); 146,98 (Ci7); 133,77 (Ce); 135,37 (C7); 131,05 (Ca0); 130,42 (Cio); 130,18 (Co) 128,69
(Cr921); 128,19 (Cis22); 125,19 (Cs); 124,78 (CsH); 122,93 (Cs); 43,07 (Cia); 34,87 (Ci3,15);
34,17; (C11); 29,57 (Ci2,16).

Procedimento experimental para a sintese dos complexos de cobre (Cu)

3.4.4 [Cu(ATV)(PPhs):] (4)

A uma solugdo de Atovaquona (0,0500 g, 0,1363 mmol) em metanol (60 mL) adicionou-
se gota a gota uma solucao metanolica de KOH (0,0076 g, 0,1363 mmol) (5 mL) a temperatura
ambiente sob agitacdo. A cor da solu¢do mudou de amarelo para vermelho. Apds uma hora,
adicionou-se lentamente uma solugdo previamente sintetizada de [Cu(PPh3),NOs] (0,0443 g,
0,0681 mmol). A solugdo purpura escura resultante foi deixada em repouso a temperatura
ambiente, apds varios dias observou-se a formagdo de cristais. Solido obtido de coloragao
purpura e/ou roxo. Rendimento (0,046 g) 72%. Analise elementar (%) para CssHa3O3CIP>Cu:
exp. (cal.) C 72,92 (73,05), H 4,76 (5,03); Condutividade molar (DMSO): Anm-3,71 ohm'!
cm?mol™. UV-vis (DMSO) (Jatribui¢io;eM~"cm™] : (Amax DMSO, 503,5 nm) IV (em™): 2922
(C-H); 2854 (C-H); 1653 (C4=0); 1587 (C=C); 1533 (C1=0); 1479, 1438 (C-H); 1384,1361
(C2-0); 1284, 1249, 1233 (C2-0). Raman [ecm!(atribuicdo)]: 1635 (C4=C), 1533 (C1=0),
1381 (C2-0), 508 (C-O-M). RMN {'H} (DMSO-ds): & ppm (multiplicidade (m), integral (I),
atribuicao): 7,85 (1H, d, Hs); 7,70 (1H, d, Hg); 7,62 (1H, tdb, He); 7,41 (6H, m, Hppn3); 7,45
(1H, td, Hy); 7,43 - 7,34 (24H, m, Hppn3); 7,33 (4H, d, Hi921,18.22); 3,09 (1H, tt, Hi4); 2,38 (2H,
qd, Hiz,15); 1,80 (2H, d, Hiz,15); 1,43 (2H, d, Hi2,16); 1,45 (2H, m, Hi2,16). RMN {!3C} (DMSO-
de): 186,72 (C4=0); 178,71 (Ci= 0); 159,50 (C2-0); 133,24 (Cs), 133,56 (PPhs- CH); 133,43
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(PPhs-CH); 136,04 (C); 132,13 (PPhs-CH); 131,94 (PPhs-CH); 130,59 (PPhs-CH); 129,13
(PPhs-CH); 129,05 (PPhs-CH); 124,37 (Cs); 122,31(Cs). RMN 3 P{'H} (DMSO-ds): 7.35

(PPh3). A estrutura desse composto foi determinada por difragdo de raios X de monocristais.

3.4.5 [Cu(ATV)2(H:20):] (5)

Uma solugdo de KOH (0,0076 g, 0,1363 mmol) em metanol (10 mL) foi adicionada gota
a gota a uma solucdo metandlica (60 mL) de Atovaquona (0,0500 g, 0,1363 mmol) a
temperatura ambiente, sob agitacdo. A cor da solu¢do mudou de amarelo para vermelho. Apos
uma hora, adicionou-se lentamente uma solugdo de Cu(OAc)-H>0 (0,0136 g, 0,0681 mmol)
em metanol (5 mL) e agitou-se a mistura reacional durante mais 3 horas. A solu¢do foi filtrada
e o solido purpura escuro precipitado foi lavado com 4dgua deionizada e metanol, depois o solido
foi seco a vacuo, rendendo (0,040 g) 70%. Solido obtido de coloragdo purpura e/ou roxo.
Analise elementar (%) para Cs4Hs0Os3ClLCu: exp. (cal.) C 64,48 (63,60); H 4,49 (4,81);
Condutividade molar (DMSO): Am: 2,56 ohm’ cm? mol!. UV-vis (DMSO)
([atribuicdo;e Mem™]: (Amax DMSO, 490 nm). IV:(em™): 2922 (C-H); 2852 (C-H); 1658,
1647 (C4=0); 1624 (C=C); 1562, 1552 (C1=0); 1490, 1477, 1459, 1449 (C-H); 1382, 1342
(C2-0); 1277, 1250, 1221 (C2-O). Raman [em™! (atribui¢do)]: 1624 (C=C), 1552 (C,=0), 1342
(C2-0), 489, 460,402 (C-O-M). O composto foi submetido a anélise termogravimétrica (TGA).

3.4.6 [Cu(ATV)2] (6)

Uma solu¢do de Cu(OAc)>-H>0O (0,0136g, 0,0682 mmol) em MeOH (10 mL) foi
adicionada gota a gota a uma solugdo de Atovaquona (0,0500 g, 0,1363 mmol) em MeOH (60
mL) a temperatura ambiente sob agitacdo. A cor da solu¢do mudou de amarelo para vermelho
e apos alguns minutos formou-se um so6lido roxo escuro, a mistura de reacao foi agitada por
mais 3 horas. A solugdo foi filtrada e o precipitado sélido roxo escuro foi lavado com agua
deionizada e metanol, depois seco a vacuo, rendendo (0,0458 g) 85%. Solido obtido de
coloracdo purpura e/ou roxo. Analise elementar (%) para Cs4H3606Cl>Cu: exp. (cal.) C 66,81
(66,48); H 4,54 (4,53). Condutividade molar (DMSO): Am- 2,15 ohm'cm?mol™!. UV-vis
(DMSO) ([atribui¢do;e.M1em™]: (Amax DMSO, 488 nm). IV (em™): 2919 (C-H); 2855(C-H);
1653, 1646 (C4=0); 1559, 1547 (C1=0); 1489, 1472, 1457, 1449, 1417 (C-Hy); 1381, 1340 (C»-
0); 1275, 1249, 1220 (C2-O). Raman [em™! (atribuicdo)]: 1623 (C=0), 1547 (C-Hz), 1340
(C2-0), 504,453,402 (C-O-M). O composto foi submetido a andlise termogravimétrica (TGA).



50

Procedimento experimental para as sinteses dos complexos de Zinco (Zn)

3.4.7 [Zn(ATV): (H20)2] -3H20 (7)

Uma solugdo de Zn(OAc)2.2H>0 (0,0149 g, 0,0682 mmol) em MeOH (10 mL) foi
adicionada gota a gota a uma solugao de atovaquona (0,0500 g, 0,1363 mmol) em MeOH (60
mL) a temperatura ambiente sob agitagdao. A solugdo vermelha escura foi deixada em repouso
a temperatura ambiente e apo6s varios dias houve a formacao de cristais (0,0303 g). So6lido
obtido de coloragdo purpura e/ou roxo. Rendimento 46%. Analise elementar (%) para
C44H16011Cl2Zn: exp. (cal.) C 59,16 (59,59), H 4,24 (5,18); Condutividade molar (DMSO):
Am: 4,97 ohm™ cm? mol ™. UV-vis (DMSO) ([atribuicdo; . M em™]: (Amax, DMSO, 488 nm).
IV (ecm™): 3068, 3024 (C-H); 2924 (C-H); 2854 (C-H); 1653 (C4=0); 1587 (C=C); 1539
(C1=0); 1489, 1477, 1457 (C-Hy); 1364 (C2-0O); 1283 (C2-O). Raman [cm! (atribuicdo)]:
1646 (C4=0), 1508, 1501(C-Hz), 1355 (C»-O), 488, 480, 458, 415 (C-O-M). RMN {!H}
(DMSO-de): 6 ppm (multiplicidade (m), integral (I), atribuicao): 7,93 (1H, d, Hs); 7,85 (1H, d,
Hs), 7,77 (1H, t, He); 7,61 (1H, t, H7), 7,34-7,33 (2H, d, Hi9,21); 7,28 - 7,27 (2H, d, His22); 3,14
(1H, t, Hi4); 2,34 - 2,32 (2H, q, Hi3,15); 1,55 - 1,53 (2H, d, Hi2,16); 1,47 - 1,44 (2H, q, Hi2,16).
RMN {13C} (DMSO-de): 187,87 (C4=0); 182,83 (C1=0); 163,80 (C2-O). 146,68 (C17); 135,20
(Ce); 134,35 (Cy), 131,59 (Cao), 130,25 (Cio), 129,53 (Co). 128,64 (Ci921); 128,18 (Cig22);
125,73 (Cs); 125,62 (Cs); 123,69 (Cs); 42,94 (Cia); 34,14 (Ci3,15); 29,26 (C11); 29,57 (Ci2,16). A

estrutura desse complexo foi determinada por difracao de raios X de monocristais.

3.4.8 [Zn(ATV)2 (CH;0H)2 |-H20 (8)

Uma solu¢do de KOH (0,0076 g, 0,1363 mmol) em metanol (10 mL) foi adicionada gota
a gota a uma solugdo metanolica (60 mL) de atovaquona (0,0500 g, 0,1363 mmol) a temperatura
ambiente, sob agitacdo. A cor da solugdo mudou de amarelo para vermelho. Apds uma hora,
adicionou-se lentamente uma solucao de ZnCl, 2H>O ( 0,090 g, 0,1363 mmol) em metanol (5
mL) e agitou-se a mistura reaccional durante mais 3 horas. A solu¢do vermelha escura foi
deixada em repouso a temperatura ambiente e apds varios dias formaram-se alguns cristais
(0,00380 g). Solido obtido de coloragdo purpura e/ou roxo. Rendimento 40,5%. Analise
elementar (%) para Cs46Hi6O9ClZn: exp. (cal.) C 59,85 (62,84); H 4,92 (5,23).
Condutividade molar (DMSO): Am 35,09 ohm?' cm? mol!l. UV-vis (DMSO)
([atribuig¢do;e M lem™ ] : (Amax DMSO, 488 nm). IV (em): 2926 (CH); 2852 (CH); 1639
(C4=0); 1587 (C=C); 1526 (C1=0); 1490,1477 (C-H>); 1363 (C2-0); 1284 (C2-O). Raman [cm™
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! (atribuicdo)]: 1647 (C4=0), 1552 (C-Hz), 495 (C-O-M). RMN {'H} (DMSO-ds) - & ppm
(multiplicidade (m), integral (I), atribui¢do): 7,93 (1H, d, Hs); 7,85 (1H, d, Hg); 7,77 (1H, t, He);
7,61 (1H, t, H7); 7,34 - 7,33 (2H, d, Hi9,21); 7,28 - 7,27 (2H, d, His, 22); 3,19 (1H, t, Hi4); 2,35
- 2,32 (2H, q, Hi3,15); 1,77 (2H, d, Hi3,15); 1,55 - 1,53(2H, d, Hi2,16); 1,46 - 1,44 (2H, q, Hi2,16).
RMN {13C}: 186,42 (C4=0); 182,78 (C1=0); 165,53 (C»-0). 146,55 (Ci7); 135,07 (Cs). 133,94
(C7); 131,98 (Cao), 130,31 (Cio); 129,73 (Co), 128,69 (Ciop21); 128,22 (Cigp2); 125,81 (C3),
125,81 (Cs), 125,61 (Cg), 43,19 (Ci4); 34,77 (C13,15); 34,39 (Ci1); 29,51 (Ciz,16). A estrutura

desse complexo foi determinada por difragao de raios X de monocristais.

3.5 ESTUDOS DE INTERACAO COM HEMINA

3.5.1 Intera¢ao com a hemina

A analise da interagao com a hemina foi realizada por meio de titulagao espectroscopica
no UV-Vis. Inicialmente preparou-se uma solugdo estoque de hemina (solubiliza-se 3,5 mg de
cloreto de hemina em 10 mL de dimetilsulfoxido). A partir da solugdo estoque preparou-se a
solugdo de hemina 40% v/v DMSO (140 pL da solugao estoque de hemina, 3860 mL de DMSO,
1 mL de tampdo trizma 0,2 M pH 7,5 e 5 mL de agua) e colocou-se 2 mL dela na cubeta de
quartzo. Na cubeta de referéncia adicionou-se uma solu¢do de branco (4 mL de DMSO, 1 mL
de tampao trizma 0,2 M pH 7,5 ¢ 1 mL de tampao trizma 0,2 M pH 7,5). Nas cubetas com as
respectivas solu¢des de hemina e do branco, adicionou-se sucessivas aliquotas (20uL) de uma
solu¢do do complexo metélico (concentracdo final 0,3 mM em 10 mL, 40 %v/v DMSO, pH
7,5), posteriormente, as solu¢des permaneceram durante agitacdo, durante 1 minuto para cada
medida, com uso de agitador e barras magnéticas apropriadas para as cubetas, (processo
realizado em uma sequéncia de aproximadamente 20 medidas), mediu-se e acompanhou-se a
absorbancia em 402 nm. Conforme uma ampla literatura relata, para obter-se a constante de
associac¢do condicional (K) utilizou-se a equacao A = (Ao+A«K[C])/(1+K[C]) para um modelo
de complexagdo 1:1, onde Ao ¢ a absorbancia de hematina antes da adicdo de composto, Aco €
a absorbancia do farmaco-hematina na saturacdo, A ¢ a absorbancia em cada ponto da titulacao
e K ¢ a constante de associagdo condicional, através do programa SigmaPlot (MACEDO, et al.,

2017).
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3.5.2 Inibi¢do da formacio da B-hematina por Espectroscopia de Infravermelho (IV):

Ao longo desse experimento avaliou-se a conversao da hemina em -hematina. Para tal,
primeiramente em uma cuba de vidro preenchida com dgua, sobre um agitador magnético com
aquecimento de 60°C (ndo podendo ultrapassar essa temperatura, sendo necessario acompanhar
constantemente). Com uma garra, prende-se tubos de ensaios (3 tubos para cada composto)
contendo a hemina (20 mg) em 3 mL de NaOH (0,1 M) e deixar a 60 °C por 30 minutos,
posteriormente foram adicionados 0,3 mL de HCI (0,1 M) e 1,7 mL de tampao acetato (10 M,
pH 5) todas as solucdes se encontravam a 60 °C (para os compostos a serem testados deve-se
pesar 3 equivalentes, dos compostos de interesse, no momento em que for pesar a hemina). A
mistura reacional foi mantida em agitacao a temperatura de 60 °C por 2 horas, quando removeu-
se a agitacdo e a mistura foi armazenada por 10 minutos a 0°C, sendo posteriormente
centrifugada e o s6lido obtido lavado com agua e seco em estufa, a temperatura de 60 °C. Apo6s
o solido ser seco foram obtidos espectros vibracionais na regido do IV. Como controles positivo
e negativo foram utilizados os firmacos cloroquina e primaquina, respectivamente. O efeito do
complexo metalico de interesse foi avaliado na proporc¢ao de dois equivalentes (mol/mol) do

composto para hemina.

3.5.3 Inibi¢do da formacio da B-hematina por espectroscopia UV-Vis:

Foi preparada uma solucdo de cloreto de hemina (4 mM, 52 mg de hemina em 10 mL
de DMSO), que foi distribuida em placas de 96 pocos, juntamente com as solugdes dos
complexos metdlicos em diferentes concentragdes (10Mm—10uM). Adicionou-se tampao
acetato (0,4 M, 100uL, pH 4,4) para iniciar a formagdo de hematina. As placas foram incubadas
por 48 horas “a temperatura de 37 “C e em seguida, centrifugadas por 15 min a 2000 rpm (RCF
2688). O sobrenadante foi descartado e o sdlido foi lavado com 200 pL. de DMSO e
centrifugado nas mesmas condi¢des acima (o processo de lavagem com dimetilsulfoxido e
centrifugacao foi repetido por trés vezes). O solido, de cor marrom escura, foi entao dissolvido
em 200 pL (0,2 M) de NaOH, desta solugdo dissolvida, utilizou-se aliquotas de 100 puL que
foram diluidas com 100 pL. de NaOH (0,1 M) onde efetuou-se medidas através do UV-Vis
(leitora de microplacas) a 405 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢do

da B-hematina.
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3.6 ESTUDOS DE INTERACAO COM O DNA:

3.6.1 Preparo da solucao de DNA

A solugdo de CT (Calf Thymus) DNA (50 mg) em tampao Tris (100mL, 0,5 mM tris
base, 4,5 mM de tris HCI e 50 mM NaCl, pH 7,4) foi mantida em agitacdo overnight (durante
a noite), visando sua completa solubilizagao. A concentragdo desta solugdo foi determinada
empregando-se espectroscopia de absor¢dao na regiao do UV-vis, utilizando o maximo de
absorbancia em 260 nm, que tem absortividade molar de 6600 cm™ M. Também foi possivel
calcular a porcentagem de pureza da proteina por meio da razao das absorbancias em 260 ¢ 280
nm, obtendo-se resultados no intervalo de 1,8-1,9. A partir dessa solugdo concentrada, foi feita

uma diluicdo a fim de se obter uma nova solucdo de concentracio 1x10~ mol/L.

3.6.2 Titulagdo espectrofotométrica:

A avaliagdo da presencga de interagdo com o DNA foi feita inicialmente por titulagdo
espectrofotométrica, empregando-se, para isso, a espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-
vis, onde foram obtidos espectros eletronicos dos complexos metalicos de interesse (em DMSO
na concentracdo de 1x107 mol/L) na auséncia de DNA e apés sucessivas adi¢des de DNA (20
aliquotas de 10 pL), tanto na cubeta contendo o complexo quanto na cubeta do branco
(referéncia). Com os dados coletados foi possivel construir uma curva, por meio da qual e em
conjunto com a equac¢do de Benesi-Hilldebrand ou Neighbor exclusion foi possivel determinar

a constante de interacdo complexo-DNA (MUDASIR, YOSHIOKA, INOUE, 1999).

[DNA] B 1
ea—gf &b — ef

1
IDNAT+ obteb — )

Onde:

[DNA] = concentragao do DNA;

€a = coeficiente de extin¢do aparente, que corresponde a razdo entre a absorbancia medida e a
concentragdo do composto em estudo (Aobs/[ composto]);

&b = coeficiente de extingdo do composto totalmente ligado ao DNA;

&f = coeficiente de extingdo do composto livre em solugdo (na auséncia de DNA);
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Kb = constante de interagdo composto-DNA (Calculada pela razio entre o coeficiente angular

e o linear da reta). A unidade Kb é (mol™!) ..

Coeficiente angular  1/(eb — ¢f)

= = Kb
Coeficiente linear 1/[Kb(eb — €f )]

3.6.3 Viscosidade:

Para a determinacdo da viscosidade dos compostos utilizou-se um viscosimetro de
Ostwald, imerso em um banho a 25°C, onde mediu-se o tempo de escoamento de solugdes
contendo distintas relagdes complexo/DNA, bem como solu¢des do DNA (1x10~ mol/L),
tampdo (tampdo Tris pH 7,4) e do complexo (1x107* mol/L). A concentracio de DNA foi
mantida constante em todas as amostras, enquanto a concentracao de complexo foi aumentada
de 0 a 60 pM. Com os dados obtidos plotou-se um grafico (n/n0)"* por [composto]/[DNA],
onde n € a viscosidade do CT-DNA na presenga do composto ¢ 10 ¢ a viscosidade do DNA na
auséncia de composto. Tais valores foram medidos e corrigidos restando os tempos de fluxo
dos solventes (o tempo de escoamento foi medido, pelo menos 5 vezes, com um cronometro

digital).

3.7 INTERACAO COM A GLUTATIONA POR ESPECTROSCOPIA UV-VIS:

A possivel reagdo da glutationa reduzida (250 pM) com o complexo metalico de ouro(I)
(10 mM) foi investigada por espectroscopia UV-Vis, com glutationa reduzida em tampio
fosfato 0,1 M (pH 7,0). A avaliagdo da presenca de interagdo com a glutationa foi feita
inicialmente por titulagdo espectrofotométrica, empregando-se, para isso, a espectroscopia de
absor¢do na regido do UV-vis, onde foram obtidos espectros eletronicos do complexo metalico
de interesse (em DMSO na concentracio de 1x10~ mol/L) na auséncia de GSH e apds
sucessivas adi¢des de glutationa (10 pL), tanto na cubeta contendo o complexo quanto na cubeta

do branco (Adaptado de BUTLER et al., 1992).
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4 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO EM PARASITAS DO GENERO PLASMODIUM

Os estudos biologicos in vitro contra os parasitas de P. falciparum foram feitos pelo Dr.
Bruno Pradines no Centre National de Référence du Paludisme em Marselha na Franca,
enquanto os efeitos citotoxicos foram determinados pelo Dr. Diogo R. M. Moreira na Fundagao

Oswaldo Cruz em Salvador-BA.

4.1 Atividade antiparasitaria (citostatica):

100 mL de eritrocitos humanos O+ parasitados por P. falciparum da cepa W2 ou cepa
3D7 (1% de parasitemia) sincronizados na forma de anel usando sorbitol foram distribuidos em
placas de 96 pocos em meio RPMI-1640 sem hipoxantina. Os compostos foram solubilizados
em DMSO e a concentragdo desejavel obtida apos diluicao seriada em meio RPMI-1640, em
triplicata. Como controle positivo foi testada a Cloroquina, enquanto como controle negativo,
0s pocos receberam somente meio RPMI-1640 e DMSO. Apds adi¢do dos compostos na placa,
a mesma foi entdo cultivada por 24 horas na temperatura de 37 °C com 5% de CO2, 3% de O>
e 91% de N». Em seguida, [*H] -hipoxantina foi adicionada em cada pogo e a placa incubada
por mais 24 horas. A placa foi congelada, o lisado foi coletado em um coletor de células e
transferido para a placa contendo filtro. Apds secagem, a placa foi lida no contador de particulas
beta e a porcentagem de incorporagdo de hipoxantina tritiada foi quantificada. Valores de c. p.
m. para controle ndo tratado foi de 2500. Ao menos sete concentragdes diferentes foram
utilizadas para determinar a concentragdo inibitéria para 50 % (ICso) calculada usando equagao

logistica apds regressao ndo-linear no Prism versdo 5.01.

4.2 Citotoxicidade:

Células HepG2 ou J774 foram plaqueadas em placas de 96 pocos (100 pL/pogo de uma
solugdo 1x10* células/mL). Apds 24 horas de incubagio, os compostos dissolvidos em DMSO
foram adicionados em cada poco e incubados por 72 horas. A violeta genciana foi utilizada
como controle positivo. O controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO (maximo
2 % v/v), 20 uL da solu¢do estoque (0,3 mg/mL) de Alamarblue (resazurina) foram adicionados
a cada pogo e incubados entre 6-24 h. As absorbancias foram medidas nos comprimentos de

onda de 570 nm (reduzido) e 600 nm (oxidado) utilizando uma leitora de placas. A concentragao
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citotoxica para 50% (CCso) foi determinada usando equacao logistica apds regressao nao-linear

no Prism versdo 5,01.
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5 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE IN VITRO DE CELULAS TUMORAIS

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria de 50% da viabilidade celular (Clso),
foram utilizadas as linhagens B16-F1, melanoma murino; CT26-WT, carcinoma colorretal de
camundongo e BHK-21, célula normal de rim de hamster. As células foram distribuidas em
meio de cultura RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10% v/v, utilizando 1
x 103 células/poco/100 puL em placas de 96 pogos e foram devidamente incubadas a 37 °C em
atmosfera umedecida a 5% de CO; por 24 horas para ideal aderéncia.

Os ligantes e complexos foram avaliados em concentragdes decrescentes (100 a 0,1 uM)
em quadruplicatas e em dois experimentos independentes. Para controle negativo foi utilizado
meio de cultura suplementado com 10% de FBS. Apos a exposicdo das células por 72h aos
compostos de investiga¢do, as células foram incubadas com MTT (5 pg/10 pL/pogo) durante 4
horas. Apos este periodo, todo o liquido sobrenadante foi removido por aspiragdo e foram
adicionados 100 pL. de DMSO/pogo, sendo a viabilidade celular (proporcional & concentragdo
dos sais de formazan - produto da redugdo mitocondrial do MTT nas células viaveis)
determinada pela medida de absorvancia a 570 nm num espectrofotometro de microplacas
(MOSMANN, 1983).

Os dados obtidos através dos ensaios de citotoxicidade foram normalizados
considerando-se a viabilidade celular do controle negativo como 100%. Os valores de Clso
foram calculados usando regressdo nao linear sobre os valores de concentragdo em escala
logaritmica versus a porcentagem de viabilidade celular em cada concentragdo utilizando o

software GraphPadPrism 8.
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6 ESTUDOS DE LIPOFILICIDADE

Os coeficientes de distribui¢ao dgua/n-octanol foram determinados pelo método do
frasco de agitacdo, onde foram preparadas solucdes de n-octanol saturado em tampao e tampao
saturado com n-octanol e mantidas por agitacdo, em igual volume de n-octanol e tampao por
dois dias, permitindo assim a mistura para posteriormente separagdo das respectivas fases. A
curva de calibragdo via UV/Vis para os farmacos e para os complexos metalicos em n-octanol-
saturado na faixa de 2-50 uM foi preparada. Uma mistura de 5 mL n-octanol ¢ 5 mL de tampao
(cada um saturado no outro) foi agitada por 2 h a temperatura ambiente, ap6ds adicao da amostra
a ser analisada. Uma vez atingido o equilibrio, as fases organica e aquosa foram separadas e
centrifugadas. Por fim, a concentracdo de cada complexo metdlico em cada fase foi medida
espectrofotometricamente para determinar valores para log D= log [composto em n-octanol] /

[composto em tampao]. Os experimentos foram realizados trés vezes
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

A coordenagdo da Atovaquona a metais de transi¢ao pode causar alteragdes na estrutura
do composto, aumentando sua estabilidade e facilitando sua interacdo com alvos moleculares
especificos em parasitas. Esta estratégia tem o potencial de maximizar a atividade antimalarica,
ao mesmo tempo em que permite a modulacdo seletiva da toxicidade, reduzindo os efeitos
colaterais indesejados.

A utilizagdo de metais de transicdo ¢ altamente benéfica, pois suas propriedades
quimicas e fisicas exclusivas podem ser utilizadas para produzir compostos biologicamente
ativos. Diferentes metais de transi¢do conferem propriedades especificas aos complexos, como
serem redox ativos, capazes de formar ligagdes covalentes ou i0nicas, além da interacdo com
biomoléculas alvo.

O desenvolvimento de complexos metalicos com Atovaquona ¢ uma abordagem
promissora na ampliagdo do potencial terapéutico para o tratamento ndo s6 da malaria, mas
também do cancer. Uma vez que essa combinagdo pode proporcionar propriedades

anticancerigenas adicionais aos complexos.

7.1 Complexos metalicos contendo a Atovaquona

Para uma abordagem mais aprofundada dos resultados, optou-se por uma estratégia de
analise iniciando pela caracterizacdo e discussdo do ligante, seguida pela andlise de seus
respectivos complexos metalicos. O Apéndice 1 apresenta de forma detalhada os espectros
referentes ao ligante, fornecendo informacgdes cruciais para a compreensao de suas propriedades
moleculares e caracteristicas espectroscopicas. Posteriormente, a investigagao se estende aos
complexos metélicos, nos quais sdo exploradas as interacdes coordenativas e a influéncia do

metal na estrutura e propriedades dos compostos em estudo.

7.1.1 Atovaquona

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho da Atovaquona livre (Figura 13),
destacam-se diversas bandas distintivas, notadamente aquelas relacionadas aos movimentos
vibracionais dos grupos funcionais presentes na molécula. Entre essas bandas, merecem

mencao especial as relacionadas ao estiramento da ligacdo (O-H) na regido de alta frequéncia,
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observada em 3377 cm™, o estiramento da ligagdo (C;=0) em 1660 cm™ e 1647 cm’!, bem

como o estiramento da ligagdo (C>-O) em 1278 cm™.

Figura 13: Espectro vibracional na regido do IV da ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

A andlise do espectro Raman proporcionou informagdes suplementares as obtidas por
meio da espectroscopia de infravermelho, conforme exemplificado na Figura 14. Nesse
contexto, identificamos novamente as bandas caracteristicas associadas aos modos vibracionais
de alta frequéncia, tais como a vibragio da ligagio (O-H) em 3377 cm’!, a vibracdo da ligacdo
(C1=0) em 1660 cm™ e 1647 cm™!, bem como a vibracdo da liga¢do (C»-O) em 1278 cm.
Adicionalmente, foram observadas as bandas vibracionais correspondentes a ligagao (C-Cl) em

777 em’ e a ligagdo (C2-0) em 498 cm™! (NAKAMOTO et al., 2009).

Figura 14: Espectro vibracional Raman da ATV.
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023.
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Na Figura 15 observa-se o espectro de RMN de 'H da ATV, farmaco proveniente da
Sigma-Aldrich, inicialmente observar-se o proton Hzs atribuido ao grupo funcional contendo
hidroxila (-OH) na regido de alta frequéncia (10,89 ppm). Na regido entre 7,50 a 8,00 ppm tém-
se 4 protons Hs, He, H7 € Hs do anel da naftoquinona. Posteriormente, na regido de 7,29 a 7,35
ppm, observa-se um tripleto com integral para 4 hidrogénios (His, Hio, H21 € H22) referente ao
clorobenzeno. Na regido entre 1,0-3,5 ppm estdo dispostos os sinais dos hidrogénios ligados a
carbonos sp3, nesse intervalo nota-se os protons (1H11,2H12,2H13,1H14, 2H15,2H16 ) atrelados ao
cicloexano disposto na parte central da molécula, condizendo com a integral para 10
hidrogénios, sendo Hii e His (3,08-3,13 e 2,57-2,62 ppm) tripletos com integral para 1
hidrogénio cada, His ¢ Hiz (1,85-1,88 e 1,63-1,65 ppm) dupletos com integral para 2
hidrogénios em cada sinal e em Hi2 e Hi (2,14-2,21 e 1,48-1,55 ppm) pode-se visualizar dois

quartetos com integral para 2 hidrogénios cada.

Figura 15: Espectro de RMN 'H da ATV em DMSO-ds.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023

O espectro eletronico na regido do UV-Vis da Atovaquona (Figura 16) revela a
presenca de duas notaveis bandas, amplamente alargadas, localizadas na faixa entre 300 e 450
nm. Essas bandas sdo devidamente atribuidas a sobreposicao das transi¢des eletronicas do tipo
m — ¥ e n — T que se originam, respectivamente, dos sistemas benzenoide e quinonoide

presentes na molécula.
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Figura 16: Espectro de absor¢ao na regido do UV-Vis da ATV em DMSO.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

7.1.2 Complexo Au(I)-Atovaquona

Realizou-se a sintese do complexo de ouro (Figura 17) através de uma abordagem
estequiométrica 1:1 entre o ligante Atovaquona (ATV) e o complexo de partida [Au(PPh3)CI].
Esse procedimento resultou na formacao do complexo Au(I)-ATV, cuja sintese empregou a
base NaOCH3. A utilizagdo dessa base possibilitou a desprotonagdo do grupo hidroxila presente
na molécula de Atovaquona, culminando na geracao do ion atovaquonato. Essa intervencao foi
conduzida com o propdsito especifico de direcionar a coordenacgao do referido ion ao 4tomo de
ouro, estabelecendo uma ligacdo coordenativa via &nion oxigénio. Maiores informagdes

pertinentes a esse composto podem ser encontradas no Apéndice 4.

Figura 17 - Rota sintética do complexo metalico (1).
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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Na Figura 18 e Tabela 1 se apresentam os espectros vibracionais na regido do
infravermelho deste complexo Au-ATV em comparagdo com o espectro de IV do ATV livre.
Neles ¢ possivel observar que os dois espectros apresentam bastante similaridades entre si,
destacando-se entre as bandas analisadas aquelas referentes aos estiramentos dos grupos
carbonila, onde observa-se que os estiramentos foram pouco expressivos, sendo C1=0 (Av =7
cm’!) e nenhum desvio relacionado ao estiramento (C4=0) em relagdo a ATV ndo coordenada.
Enquanto a banda inerente ao estiramento da ligagdo C,-O apresentou deslocamento
significativo (Av =30 cm™), essa variagdo sugere que neste complexo de ouro(I), a Atovaquona

¢ coordenada como ligante monodentado anidnico de oxigénio ligando ao carbono 2.

Figura 18 - Espectros vibracionais na regido do IV para o complexo metalico (1) comparado a ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

A andlise espectroscopica Raman proporcionou dados complementares de elevado valor
ao estudo do complexo de ouro, enriquecendo a compreensao previamente obtida (Figura 19).
Embora seja vasta a disponibilidade de dados Raman para complexos de ouro contendo ligantes
doadores de halogénio, sdo escassos os registros de informagdes referentes a complexos de ouro
com ligantes doadores de oxigénio, tais como a ATV.

Durante a investigagdo, constatou-se novamente um deslocamento na regido da ligagao
C2-0, com uma magnitude de desvio (Av = 25 cm™) em relacdo aos valores referenciais do
ligante ATV. Esse deslocamento eloquentemente confirma a coordena¢do do atomo de

oxigénio presente na molécula da ATV ao atomo de ouro. Tal observacao encontra respaldo em
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estudos prévios que se debrugaram sobre complexos de ouro contendo ligantes doadores de
oxigenio, e que identificaram deslocamentos semelhantes na regido vibracional da ligagdo C-O

(FREEMA e al, 1980).

Figura 19 - Espectro vibracional Raman para o complexo metalico (1).
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

A aquisi¢do dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, 1*C e 3'P
do complexo metélico 1 [Au(ATV)(PPh3)]-2H>0 foram obtidos em DMSO-d¢. Com relagdo ao
espectro de RMN de 'H do referido composto, além dos sinais peculiares do ligante e da discreta
variacao do deslocamento quimico para campo baixo, observada para os protons Hs-Hg do anel
da naftoquinona quando contrastados com a ATV livre, destaca-se a auséncia do sinal associado
ao hidrogénio do grupo hidroxila (Hz2s) na posicao de 10,89 ppm, que € caracteristica da ATV
livre. Essa notavel auséncia indica, incontestavelmente, a desprotonacdo do grupo hidroxila
(OH), ratificando, assim, a coordenagao desse oxigénio ao ion de ouro(I). No mesmo espectro
(Figura 20, Tabela 1), também se constatam os sinais caracteristicos dos hidrogénios
correspondentes aos grupos fenilicos das fosfinas na faixa de deslocamento quimico entre 7,64
ppm e 7,56 ppm. A presenga deste ligante, PPh;, também foi corroborada pela analise do

espectro de RMN de *'P, no qual, observou-se um tinico singleto em 32,68 ppm (Apéndice 4).
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Tabela 1 - Atribui¢des destacadas para o complexo metalico (1) comparadas a ATV.

IV: Atribuicdes destacadas (cm_l) RMN: Atribui¢des destacadas 'H e 3C em DMSO-ds (ppm)

Comp. v 'H RMN 13C RMN
OH C=0 C=0 C,-0 H, H, H, H GO CO CO0
ATV 3377 1660 1647 1369 8,00 7,98 784 7,79 1844 1813 1554
1) NA 1653 1647 1339 7,94 7,93 787 7,74 1848 1818 1569
Variagio - ) - (30) (0,06) (0,05  (0,03) (0,05 (04) (0,5 (1,5

Fonte: Elaborado pela préopria autora, 2023.

Figura 20 - Espectros de RMN de 'H do complexo metélico (1) comparado a ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

No espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (!*C-RMN) (Tabela 1,
Apéndice 4), foram devidamente identificados todos os sinais relacionados aos carbonos
presentes na molécula de Atovaquona. Dentre esses sinais, destaca-se, de maneira particular,
um notavel deslocamento quimico de 1,5 ppm para o carbono C,-O, em relacdo ao espectro
obtido para a Atovaquona livre. Essa observacgao ¢ plenamente congruente com o conceito de
coordenagdo do ligante ao centro metalico e sustenta, de forma conclusiva, a natureza
monodentada da ligagdo da Atovaquona ao ouro(I). Essa dedugdo reforca as inferéncias

estabelecidas por estudos anteriores sobre a complexagdo do complexo metalico em questao.
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Os resultados derivados da analise dos teores de carbono e hidrogénio para o presente
composto sdo totalmente concordantes com a férmula molecular proposta, ou seja,
([Au(ATV)(PPh3)]-2H20) (Apéndice 3). Adicionalmente, ¢ relevante enfatizar que o valor
obtido para a condutividade molar foi AM = 12,60 ohm™' ¢cm? mol”! em DMSO. E notével que
esse resultado se harmoniza de forma coerente com o padrdo esperado para um complexo
metalico neutro, uma vez que os valores de condutividade molar para tais compostos se
monstram inferiores a 50 ohm™ ¢cm? mol™!, de acordo com a literatura estabelecida (GEARY,
1971) (consultar Apéndice 2).

Essa constatagdo ressalta a natureza eletroquimica peculiar do complexo metélico em
estudo, demonstrando que o mesmo exibe uma condutividade molar consonante com as
caracteristicas tipicas de complexos metdlicos neutros. Tal conformidade ¢ de significativa
importancia, pois confirma a estabilidade quimica e eletronica do complexo em analise, bem
como reforca as bases tedricas que sustentam sua formulagdo molecular.

O espectro eletronico na regido do UV-Vis do complexo metalico 1 apresenta uma
banda intensa e alargada com méximo de absor¢do em torno de 521 nm, correspondente as
transicdes m—m* pertencentes aos anéis aromaticos do ligante. Ao analisarmos a banda desta
banda em comparag¢do ao ligante, nota-se um deslocamento bastante expressivo, o que reforga

a coordenagdo do composto através desta técnica (Figura 21).

Figura 21 - Espectros na regido do UV-Vis para o complexo metélico (1) comparado a ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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O composto 1 foi sujeito a caracterizagdo por meio da técnica de difragdo de raios X
monocristal, visto que sua formagao propiciou a obtenc¢ao de cristais adequados para tal analise.
A Figura 22 ilustra a estrutura cristalina do composto, revelando a presenca de uma unidade
[Au(ATV)(PPh3)] com simetria assimétrica. Nessa unidade, o &tomo metalico ouro se encontra
na forma de ion com carga +1, enquanto a Atovaquona e os atomos de oxigénio (O1) e fosforo
(P1) estabelecem um angulo de 179,54° (19°) com relagdo ao ion Aul. As distancias entre o
dtomo Aul e os atomos Ol e P1 foram determinadas como 2,074 (5) A e 2,220(2) A,
respectivamente (ver Tabela 2). Para maiores detalhes sobre a estrutura refinada, ¢ possivel
consultar os dados na Tabela A no apéndice 13.

E importante salientar que a estrutura cristalina do composto também incorpora
moléculas de solventes em um arranjo desordenado. Especificamente, o &tomo de oxigénio O4
¢ representativo de moléculas de 4gua desordenadas na rede cristalina. Essa analise
cristalografica oferece um vislumbre detalhado da geometria tridimensional do complexo
metalico 1. A disposi¢do assimétrica da unidade [Au(ATV)(PPhs3)] evidencia a interacao
coordenativa do atomo de ouro com a Atovaquona e os ligantes de fosfina. As distancias
interatomicas Au-O1 e Aul-P1 fornecem informagdes essenciais sobre a natureza da liga¢do
coordenativa estabelecida no complexo. Ademais, a presenga de moléculas de solvente
desordenadas complementando a estrutura cristalina acrescenta uma dimensao adicional a

caracterizagdo da rede cristalina do composto.

Figura 22 - Estrutura cristalina do complexo metalico (1).

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Tabela 2 - Angulos e distancias selecionados para o complexo metalico (1)

Aul—Aul’ 3,2547 (7) 01—C14 1,289 (9)
Aul—P1 2,200 (2) 02—Cl5 1,201 (10)
Aul—Ol 2,074 (5)

O1—Aul—P1 179,54 (19)

Symmetry code: (i) x, —y+1, —z+1.
Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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Os estudos de estabilidade do complexo metélico 1 foram conduzidos mediante trés
distintas técnicas: UV-Vis, RMN de 'H e condutividade molar. Todos os experimentos foram
realizados em DMSO, com um periodo de monitoramento de tempo superior a 72 horas. No
que concerne a condutividade molar, observou-se que ndo ocorreram mudancas significativas
nos valores de condutividade durante o intervalo de tempo analisado. Os resultados obtidos
indicaram valores de AM = 12,69 ohm™' cm? mol™! no primeiro dia e AM = 12,53 ohm™ cm?
mol™! apds 3 dias. A constancia dos valores de condutividade sugere a estabilidade do composto
1 ao longo desse periodo experimental (conferir Apéndice 2).

Os estudos de estabilidade conduzidos por meio de RMN de 'H também forneceram
resultados consistentes ao longo do tempo. Nao foram observados novos sinais no espectro e
nenhum sinal preexistente sofreu alteracdes durante o periodo de monitoramento de 3 dias.
Além disso, o perfil de estabilidade se manteve inalterado ao longo do tempo, corroborando a
estabilidade do composto 1 (vide Figura 23). De forma similar, a estabilidade do composto 1
foi devidamente confirmada por meio da técnica de Espectroscopia de Absor¢do no
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis). O complexo metalico evidenciou uma faixa de absorbancia e
comprimento de onda (nm) invariaveis ao longo do tempo, com apenas pequenas variacdes na
intensidade de absorbancia. A uniformidade dos resultados obtidos através da espectroscopia
UV-Vis deixa claro a estabilidade quimica do composto 1 (ver Figura 24).

Em conjunto, os resultados obtidos nas técnicas de condutividade molar, RMN de 'H e
UV-Vis demonstram que o complexo metélico 1 ¢ estavel nas condicdes de teste, tanto em
relagdo a sua estrutura molecular quanto as propriedades fisico-quimicas. Essa estabilidade ¢
um aspecto importante a ser considerado para a aplicagdo do composto em estudos biologicos

e potenciais aplicagdes terapéuticas.

Figura 23 - Espectros do complexo metalico (1) por RMN em DMSO-ds durante o intervalo de 3 dias.
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023.
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Figura 24 - Espectro do complexo metalico (1) por UV-vis em DMSO durante o intervalo de 3 dias.
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7.1.3 Complexos Ag(I)-Atovaquona

Foram sintetizados dois complexos de prata por meio de uma razao estequiométrica 1:1
do ligante Atovaquona (ATV). O complexo metalico 2 foi obtido a partir do composto inicial
[Ag(PPh3)2]NO;3, utilizando a base forte KOH para desprotonar o ligante. J4 para a formacao
do complexo metalico 3, empregou-se o sal Ag(OAc)z, dispensando o uso de uma base forte no
meio reacional, uma vez que o sal acetato se dissocia, promovendo a desprotonacao do grupo
(OH) da ATV. A coordenagao da Atovaquona ao centro metalico para ambos os compostos (2-
3) ocorreu de forma anidnica, por meio dos dtomos de oxigénio fendlico e carbonilico. As rotas

sintéticas estdo representadas na Figura 25 abaixo:

Figura 25 - Rota sintética dos complexos de Prata (2 e 3).
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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Nos espectros de IV dos compostos 2 e 3 (conforme Figura 26 e Tabela 3), ¢ possivel
observar uma banda caracteristica correspondente a carbonila (C1=0), a qual apresentou
deslocamentos de comprimento de onda de Av = 138 cm™ para 2 e Av = 8 cm™! para 3 em
comparagdo com a ATV nao coordenada. Esses resultados sugerem que a ATV esta se
coordenando a prata por meio do grupo carbonila (C1=0) no composto 2, enquanto no composto
3, o deslocamento observado para a carbonila foi pouco significativo para propor uma
coordenagdo através deste grupo.

Outra banda selecionada ¢ correspondente ao estiramento (C»-O), a qual apresentou
deslocamentos de Av =3 cm™ para 2 e Av =7 cm’! para 3 em comparagio com a ATV livre,
indicando que em ambos os compostos (2 € 3) ocorre uma coordenagdo do oxigénio (C2-O) ao
metal. Devido ao valor mais elevado de Av observado para o composto 2, sugere-se que o
composto 2 se coordena de forma bidentada a ATV, enquanto a coordenagdao do composto 3 €

monodentada (BROWN, et al., 1979; NAKAMOTO et al., 2009).

Figura 26 - Espectros vibracionais na regido do IV para os complexos metalicos 2 ¢ 3 comparados a

ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Ao analisar os espectros Raman dos compostos 2 ¢ 3, observou-se ndo apenas as
caracteristicas esperadas do ligante, mas também um deslocamento notével na ligagdo C-O em
495 cm! para 2 € 509 cm™! para 3 (Av=3 e 11 cm™! respectivamente), esse deslocamento sugere
a coordenacdo do oxigénio a prata, fortalecendo as informagdes obtidas pelo IV. O
deslocamento na ligacdo do carbono na posigdo 2, nos espectros Raman indica uma alteragao

na vibragdo dessa ligacdo quimica devido a interacdo com a prata presente nos compostos 2 e
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3. Esse deslocamento ¢ consistente com a formacdo de uma ligagdo covalente entre a prata e o

oxigénio da ligagao C»-O (NIAURA et al., 1997; NAKAMOTO et al., 2009) (ver Figura 27).

Figura 27 - Espectros vibracionais Raman dos complexos metalicos (2 e 3).
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

A fim de confirmar as atribui¢des anteriormente propostas, foram realizadas analises
dos espectros de 'H-RMN (Figura 28, Tabela 3), onde foi possivel observar que nos complexos
de Ag-ATV 2 e 3, os protons Hs apresentaram uma variagdo de deslocamento quimico (Ad) de
0,16 ppm para o 2 e 0,13 ppm para o 3, ja os protons Hg apresentaram um Ad de 0,33 2 ¢ 0,19
ppm 3, quando comparados com os mesmos protons do ligante livre. Nota-se que as maiores
variacoes foram observadas para Hg no composto 2, reforcando a analise dos resultados obtidos
no espectro de IV, que sugerem que ATV esté se coordenando de modo bidentado ao metal no
composto 2. O deslocamento desse proton no composto 3 foi menor (0,19 ppm) sugerindo uma

coordenagdo da ATV monodentada a prata.

Tabela 3 - Atribui¢des dos espectros de IV e RMN para os complexos metalicos 2,3 ¢ ATV.

IV: Atribuigdes destacadas (cm-l) RMN: Atribuic¢des destacadas 'H e '*C em DMSO-ds (ppm)

Comp. v 'H RMN 13C RMN
OH C=0 C~0 C0 C:0 H, H, H, H  CO CO C-0
ATV 3377 1660 1647 1369 1278 8,00 7,98 7,84 7,79 184,8 181,75 155,79
2 NA 1522 1652 1360 1281 7,84 7,65 761 745 1867 1787 1595

1645

Variacao - (138) ) ) A3) 0,16) (0,33) (0,23) (0,34) (1,9 (305 (3,71)
3 NA 1652 1652 1367 1285 7,88 7,80 7,66 7,52 186,% 180,22 16769
Variacio - ® B (7 (0,12) (0,18) (0,18) (027) @4 (1,53) (1109

NA: Nao Aparece. OBS: Dados detalhados podem ser consultados nos apéndices S e 6.

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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Os espectros de RMN de '°C (Tabela 3) destes complexos metalicos (2 e 3) mostraram
que o pico correspondente a C»-O foram significativamente deslocados, apresentando um Ad
de 3,71 ppm para o 2 ¢ 11,09 ppm para o 3, corroborando que a ATV foi coordenada através
do atomo de oxigénio (C2-O) nestes compostos. O deslocamento do sinal do carbono
correspondente ao grupo carbonila (C1=0) variou em 3,05 ppm para o composto 2 ¢ 1,53 ppm
para o composto 3 em relagdo a ATV livre. Esses resultados reforgam que a ATV se coordena

de forma bidentada a prata no composto 2 ¢ monodentada em 3, como sugerido anteriormente.

Figura 28 - Espectros de RMN de 'H para os complexos metalicos (2 € 3) comparados a ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Os resultados experimentais obtidos por meio da andlise elementar dos teores de

carbono e hidrogénio para os compostos estdo em concordancia com os valores calculados para

as formulas moleculares propostas. Além disso, os valores encontrados para a condutividade
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' ¢cm? mol™ para o

molar (AM) de 16,14 ohm™ ¢m? mol" para o composto 2 e 12,81 ohm’
composto 3, ambos em DMSO, estdo em consonancia com estudos previamente publicados na
literatura, os quais caracterizam esses complexos metalicos como neutros (GEARY, 1971).

Os espectros eletronicos na regiao do UV-Vis dos complexos metalicos 2 ¢ 3 revelam
bandas intensas e alargadas, com picos de absor¢do em aproximadamente 521 nm,
correspondentes as transi¢cdes n—n* provenientes dos anéis aromaticos do ligante. As analises

comparativas dessas bandas em relacao ao ligante livre revelam um deslocamento significativo,

nos dois compostos, reforcando a coordenacao através desta técnica (ver Figura 29).

Figura 29 - Espectros na regidao do UV-Vis para os complexos metalicos (2 e 3) comparados a ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Com base em todos os dados estudados anteriormente, propds-se que a estrutura
molecular do composto 2 consiste no anion (ATV) coordenado ao cation [Ag(PPh3)2] " em uma
estrutura tetraédrica e o composto 3 consiste em um ligante (ATV) coordenado a Ag(I)
contemplando uma estrutura linear.

Com o intuito de reforgar os dados previamente obtidos, foi conduzido um estudo sobre
0 composto 2, o qual se apresentou na forma de cristais, incluindo uma anélise cristalografica.
Os resultados indicaram que o composto consiste em duas unidades [Ag(ATV)(PPhs)]
cristalograficamente independentes (Figura 30).

Na estrutura cristalina, cada ion Ag(I) apresenta-se coordenado a duas moléculas de
PPh; e um ligante ATV, por meio das interacdes Agl-O1 (2,558(17) A), Agl-02 (2,303(16)
A), Agl-P1 (2,444(6) A) e Agl-P2 (2,434(6) A). Essa coordenacio resulta em uma geometria
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tetraédrica distorcida, com Ag(I) tetracoordenado. Similarmente, a segunda unidade
[Ag(ATV)(PPh3):] também apresenta geometria tetraédrica distorcida, com pardmetros
semelhantes para os ligantes PPhs e ATV. A neutralidade do composto 2 ¢ alcangada devido a
perda do atomo de hidrogénio do ligante ATV (grupo -OH), como indicado pelas distancias
semelhantes entre os &tomos de oxigénio derivados da hidroxinaftoquinona (O1-C75; 02-C74;
04-C37 e 05-C36, com valores de 1,22(3), 1,27(3), 1,27(3) € 1,27(3) A, respectivamente) (ver

Tabela 4, dados de refinamento podem ser consultados na Tabela A no apéndice 13).

Figura 30 - Estrutura cristalina do complexo metalico (2).

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Tabela 4 - Distancias e angulos de liga¢des selecionados para o complexo metalico (2).

Agl—PI1 2,444 (6) Ag2—P3 2,428 (6)
Agl—P2 2,434 (6) Ag2—P4 2,423 (6)
Agl—O1 2,558 (17) Ag2—O05 2,570 (17)
Agl—02 2,303 (16) Ag2—04 2,325 (16)

Pl—Agl—Ol 101,5 (4) P3—Ag2—05 107,0 (4)

P2—Agl—Pl 132,3 (2) P4 Ag2—P3 1293 (2)

P2—Agl—Ol 107,3 (4) P4 Ag2—O5 104,9 (4)

02— Agl—Pl 113,9 (4) 04—Ag2—P3 108,4 (4)

02—Agl—P2 111,9 (4) 04—Ag2—P4 120,3 (4)

02—Agl—O1 67,5 (6) 04—Ag2—O05 65,9 (6)

Fonte: Elaborada pela prépria autora, 2023.

Foi realizada uma minuciosa avaliagdo da estabilidade dos complexos (2-3), de maneira
andloga ao procedimento empregado para o composto 1. Por meio da determinagdo da
condutividade molar, observou-se que nao houve alteragdes significativas nos valores obtidos
(sendo para o composto 2: AM = 12,81 ohm™ ¢m? mol! no primeiro dia e AM = 16,14 ohm™!
cm? mol™! apods 3 dias e para o composto 3: AM =12,03 e 12,31 respectivamente). De forma
similar, durante os estudos de estabilidade conduzidos por meio da técnica de RMN{'H}, os
espectros dos complexos metélicos (2-3) permaneceram inalterados ao longo do tempo. A

constancia dos sinais caracteristicos dos protons nos espectros indica que esses compostos
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mantiveram sua integridade quimica durante o periodo de andlise (conforme mostrado na
Figura 31).

Adicionalmente, a confirmagdo das estabilidades dos compostos 2 e 3 foi obtida por
meio da técnica de Espectroscopia de Absor¢ao no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis). Os espectros
dos complexos metalicos exibiram faixas de absorbancia e comprimentos de onda (nm)
constantes ao longo do tempo, com apenas pequenas varia¢des na intensidade de absorbancia.
A uniformidade dos resultados obtidos através da espectroscopia UV-Vis ressalta a estabilidade

quimica do composto (conforme demonstrado na Figura 32).

Figura 31 - Espectros dos complexos metalicos (2 € 3) por RMN em DMSO-d¢ durante o intervalo de

3 dias.
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023.

Figura 32 - Espectros dos complexos metalicos (2 e 3) por UV-Vis em DMSO durante o intervalo de 3

dias.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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7.1.4 Complexos Cu-Atovaquona

Foram obtidos trés complexos de cobre, conforme ilustrado na Figura 33. Um
complexo ¢ de Cu(l) 4, e os outros dois sao de Cu(Il) (5 e 6). A sintese desses complexos foi
realizada utilizando uma razdo estequiométrica 1:1 do ligante atovaquona (ATV) com os
respectivos precursores, que sdo o sal Cu(OAc)>'H2O ou o complexo de partida
[Cu(PPh3);NO3].

O composto 4 foi sintetizado empregando-se hidroxido de potassio em conjunto com o
complexo de partida previamente sintetizado [Cu(PPh3)2NOs]. A sintese do composto 5 seguiu
uma abordagem semelhante a do composto 4, porém utilizou-se o sal Cu(OAc)-H20O como
material de partida e KOH, buscando avaliar a desprotonagdo do grupo OH e observar a
formac¢ao de complexos metdlicos distintos, bem como investigar a influéncia dessa base nesse

tipo de reagdo. J4 o complexo 6 foi obtido a partir do sal acetato de cobre.

Figura 33 - Rota sintética dos complexos metalicos de Cobre (4-6).
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Com o intuito de elucidar as estruturas dos complexos metalicos previamente
sintetizados, realizamos andlises do espectro de infravermelho, abrangendo a faixa de 4000 a
400 cm!, e as comparamos com as atribui¢des do ligante (Figura 34 e Tabela 5). Tais
investigacoes nos propiciaram informacdes cruciais sobre a coordenacdo da naftoquinona aos

compostos de Cu(I) e Cu(Il).
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Conforme mencionado anteriormente, o estiramento (O-H) do ligante ¢ observado em
torno de 3377 cm™!, mas nos complexos metalicos, esse modo vibracional ndo é detectado, o
que indica a desprotonagao do grupo (OH) e, portanto, ha natureza anidnica do ligante apds a
coordenagao ao centro metalico (SALUNKE-GAWAL, et al., 2017). Além disso, notou-se um
deslocamento nas bandas dos estiramentos das ligagdes Ci=0 (1660 cm™) e C»-O (1278 cm™)
nos complexos 4, 5 e 6 (Figura 34, Tabela 5). Isso sugere que a coordenacdo metal-ligante ¢
bidentada, com o grupo carbonila na posi¢ao C; se coordenando ao metal de transi¢ao por meio
da ligacao C1=0-M e o atomo de oxigénio na posi¢ao C» se coordenando por meio da ligagdo

M-0O-C; (conforme ja observado no complexo metalico 2).

Figura 34 - Espectros vibracionais na regido do IV para os complexos metalicos (4-6) comparados a

ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

A andlise dos espectros Raman dos compostos [Cu(ATV)(PPhs3)] (4),
[Cu(ATV)2(H20)2] (5) e [Cu(ATV)2] (6) revelou resultados interessantes. Além dos sinais
caracteristicos da Atovaquona, foram observadas duas informac¢des adicionais: a auséncia do
estiramento da hidroxila e um deslocamento significativo no grupamento C-O, referente a

carbonila ligada ao oxigénio que se liga ao cobre.
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Além disso, o deslocamento significativo no grupamento C-O, referente a carbonila na
posicdo 2, ligada ao oxigénio que se liga ao cobre, indica uma alteragdo na vibragdo dessa
ligacdo quimica devido a interagao com o cobre. Essa mudanca vibracional sugere a formagao
de uma ligagao coordenativa entre o cobre e o oxigénio da carbonila (NIAURA, et al.,1997;
NAKAMOTO et al., 2009). O deslocamento dessas frequéncias (10 cm™, 9 cm™ ¢ 6 cm’!
respectivamente, Figura 35) indica uma alteracdo nas propriedades vibracionais dessa ligacao

C-0O nos compostos 4-6, em comparagao com a Atovaquona livre.

Figura 35 - Espectros vibracionais Raman dos complexos metélicos (4-6).
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Foram realizadas anélises dos espectros de RMN 'H e de *C do composto
[Cu(ATV)(PPhs).] (4) (Veja Apéndice 7). E relevante mencionar que, assim como os
compostos 1, 2 e 3, observou-se a auséncia do sinal correspondente ao préton do grupo OH
(presente em 10,89 ppm no ligante). Adicionalmente, os hidrogénios e carbonos mostraram um
pequeno deslocamento (Ad) dos protons Hs- Hg (Tabela 5), referente aos hidrogénios do anel

da naftoquinona, localizados na area mais desblindada do espectro. Além disso, observou-se o
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espectro de RMN de carbono (Tabela 5) do composto 4, onde destaca-se uma variagdo de 2,8
e 3,71 ppm nos sinais dos carbonos dos grupos funcionais C;=0 e C>-O, respectivamente. [sso
indica que a ATV esta coordenada ao atomo de oxigénio ligado ao C,. O deslocamento do sinal
do grupo carbonila (C1=0) em conjunto com os resultados obtidos para C,, sugere que a ATV
estd coordenanda de forma bidentada ao ion metalico. Esses resultados confirmam o que ja foi
descrito na literatura para outros complexos metalicos envolvendo ligantes naftoquinonas

(OLIVEIRA, et al., 2020; OLIVEIRA, et al., 2021; LEITE, et al., 2021).

Tabela 5- Atribuic¢des dos espectros de IV e RMN para os complexos metalicos (4-6) comparadas ATV.

IV: Atribuicdes destacadas (cm-l) RMN: Atribui¢des destacadas 'H e '*C em DMSO-ds (ppm)
Comp. v 'H RMN 13C RMN
OH C=0 C~0 (-0 (0 H, H, H, H CO (O (O
ATV 3377 1660 1647 1369 1278 800 798 784 7,79 1848 1815 1557
4 NA 1533 1653 1384 1284 785 770 762 745 1867 1787 1595
Variagio - (127) (D) (15) (6 0,15  (028) (0,62) (034) (1,9 (2.8  G7)
5 NA 1562 1658 1382 1277 ND ND ND ND ND ND ND
Variagdo - 2) (13) ) - - - - - - -
6 NA 1559 1653 1381 1275 ND ND ND ND ND ND ND
Variagdo - ) (12) ) - - - - - - -

NA: Nédo Aparece, ND: Nao Determinado.

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

As formulas moleculares [Cu(ATV)(PPh3)2] (4), [Cu(ATV)2(H20)2] (5) e [Cu(ATV):]
(6) foram corroboradas mediante analise elementar em todos os complexos Cu-ATV, conforme
apresentado na Tabela 6. Adicionalmente, os dados de condutividade molar estdo de acordo

com a literatura, a qual confirma a natureza neutra desses compostos (GEARY, 1971).

Tabela 6 - Analise elementar e condutividade molar para os complexos metalicos (4-6).

Condutividade Condutividade

COMPOSTO %C (%C¥*) %H (YoH*) molar 1° Dia molar 15° Dia
Ohm™ cm? mol! ' Ohm™ cm? mol™
[Cu(ATV)(PPh3)2] (4) 72,92 (73,05) 4,76 (5,03) 3,71 3,05
[Cu(ATV)2(H20)2] (5) 63,60 (64,48) 4,49 (4,81) 2,56 2,84
[Cu(ATV):] (6) 66,31 (66,43) 4,53 (4,54) 2,15 2,49

*CHN: %experimental (%calculado)

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos complexos metalicos (4-6) revelam
bandas intensas e alargadas, com picos de absor¢do em aproximadamente 488 nm,

correspondentes as transi¢des m—n* provenientes dos anéis aromaticos do ligante. As analises
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comparativas dessas bandas em relacdo ao ligante livre revelam um deslocamento significativo,

nos trés compostos, reforcando a coordenagao através desta técnica (Figura 36).

Figura 36 - Espectros na regido do UV-Vis para os complexos metalicos (4-6) comparados a ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Com base nas informacdes coletadas, também foi constatado que o composto 4 possui

uma estrutura cristalina na qual a unidade [Cu(ATV)(PPh3)2] coordena o ion Cobre por meio

de interacdes com duas PPh3 e uma ATV. Os atomos de oxigénio Cul-O1 e Cul-O2, por sua

vez, apresentam distincias de 2,215(6) A e 2,027(6) A, respectivamente, enquanto que 0s

dtomos de fosforo Cul-P4 e Cul-P3 possuem distincias de 2,229(2) A e 2,232(2) A,

configurando uma geometria tetraédrica (Tabela 7, Figura 37, os dados de refinamento da

estrutura podem ser consultados na Tabela A no apéndice 13).

Figura 37 - Estrutura cristalina do complexo metalico (4).

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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Tabela 7 - Distancias e angulos de liga¢Ges selecionados para o complexo metalico (4).

Cul—P4 2,229 (2) Cul—02 2,027 (6)

Cul—P3 2,232 (2) Cul—Ol 2,215 (6)
P4—Cul—P3 124,24 (9) 02—Cul—Ol 77,0 (3)
02— Cul—P4 113,94 (16) O1—Cul—P4 107,70 (15)
02—Cul—P3 119,40 (16) 01—Cul—P3 98,92 (16)

Fonte Elaborada pela propria autora, 2023.

A andlise termogravimétrica dos compostos de cobre, forneceu informagdes
complementares sobre as suas propriedades, e os dados obtidos foram comparados a literatura
disponivel para complexos metalicos e naftoquinonas (MARTINELLI ez al., 2000; BARBOSA
et al., 2005; NAKAMOTO et al., 2009). Dentre os resultados destaca-se que o composto 4
([Cu(ATV)(PPh3)2]) (Apéndice 13) apresentou uma perda de massa significativa de 29,04%
(calculada=27,51%), na faixa de temperatura de 31,65-208,20°C, atribuido a presenga de
fosfinas em sua estrutura, corroborando com as informagdes esperadas (Tabela 8). Embora as
demais perdas para esse composto, tenham sido inconclusivas para fins de célculos

subsequentes, ha indicios de que estejam relacionadas as perdas parciais do ligante ¢ do 6xido

de cobre.
Tabela 8 - Calculos realizados para analise térmica dos compostos de cobre.
Perda de massa, Perda de  Atribuicao Massa molar Massa
COMPOSTO °C % massa % experimental molar
experimental calculada Teoérica
[Cu(ATV)(PPh3)2] (4) 31,65-208,20 29,04% 27,51% PPh; 276,98 262,29
MM: 953,1g/mol
ATV: 366,84 g/mol
33,78-73,49 8,83% 7,44% 3H:0 54 64,08
[Cu(ATV)2(H20)2]-3H0(5)  173,49-370,41 94,390% 92,62% 2 ATV 784,36 769,68
MM: 830,98 g/mol 2 H20 coord.
[Cu(ATV):] (6) 28,69-76,59 3,027% 2,26% 2 H20 24,05 18,00
MM: 794,8 g/mol 178,07-394,46 91,309% 92,31% 2 ATV 725,72 733,68

Fonte: Elaborada pela prépria autora, 2023.

Com base nos dados obtidos para o composto 5 (Apéndice 13, Tabela 8) apresentou
uma reducdo de massa inicial de 8,83% (calculada=7,44%) em uma faixa de temperatura mais
baixa, entre 33,78-73,49°C. Essa redu¢ao pode ser atribuida a moléculas de agua fora da esfera
de coordenacdo. A atribui¢cdo dessa perda de massa a 3 moléculas de dgua sugere a presenca
dessas moléculas que ndo foram detectadas durante a andlise elementar. Essas moléculas de
agua podem estar presentes no composto devido a fatores como absor¢do de umidade durante
a manipulacdo ou armazenamento, além de variagdo nas condi¢des ambientais, incluindo a

umidade relativa, que podem ter inidcado a presenga de 4gua no composto.
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A reducdo de massa de 94,390% (calculada=92,62%) foi atribuida a decomposicao de
duas moléculas do ligante coordenado a duas moléculas de dgua, na faixa de temperatura entre
173,49-370,41°C. Considerando os dados da analise elementar obtidos para o composto e do
valor da perda de massa a uma temperatura acima de 173,49°C, o termograma confirma de
maneira satisfatoria os resultados propostos, corroborando para a féormula molecular
[Cu(ATV)2(H20)2] (5).

O termograma para o composto [Cu(ATV)2] (6) (Apéndice 13) apresentou maior
estabilidade térmica até aproximadamente 200°C, a partir dai iniciou-se sua decomposi¢ao
térmica. Antes dessa temperatura, verificou-se apenas uma perda de massa de 3,027%
(calculada=2,26%), que pode ser atribuida a presenca de moléculas de 4gua nao coordenada,
assim como ja discutido anteriormente.

A perda dos ligantes ocorreu entre as faixas de temperatura de 178,07-394,46°C, com
uma alta perda de massa de cerca de 91,309% (calculada=92,31%), que corresponde a duas
moléculas de atovaquona. A curva TG/DTA para o composto 6 foi semelhante a obtida para o
composto 5, com trés perdas de massa sucessivas e porcentagens de perda e faixas de
temperatura semelhantes. No entanto, a perda de massa atribuida ao ligante, no composto 6, foi
menor que a do composto 5 94,39% (calculada=92,62%), o que sugere que o composto 5
apresenta agua coordenada em sua estrutura diferentemente do composto 6. Contudo, apesar
dos dados comparativos entre os compostos 5 e 6 serem convincentes, ainda aguardamos
analises complementares para esses compostos, visto a enorme semelhanga estrutural entre eles
e levando em conta as diferengas nos testes obtidos, principalmente no que se refere aos testes
biologicos.

A avaliagdo da estabilidade da estrutura quimica dos compostos [Cu(ATV)(PPh3):] (4),
[Cu(ATV)2(H20)2] (5) e [Cu(ATV)]> (6) em uma solugdo de dimetilsulféoxido (DMSO),
mediante a aplicagdo de métodos analiticos abrangentes previamente mencionados. Em um
periodo superior a trés dias, a analise da condutividade molar ndo revelou quaisquer alteracdes
de magnitude expressiva nos dados obtidos (os quais podem ser consultados na Tabela 6).
Adicionalmente, procedeu-se a conducao de estudos por meio da espectroscopia eletronica na
regido do ultravioleta-visivel (Figura 38). Nesse contexto, verificou-se uma notavel
manutenc¢do da estabilidade dos complexos metalicos.

Avaliagoes de estabilidade foram, também, empreendidas por meio da ressonancia
magnética nuclear de prétons ({'H} RMN) do composto 4 (Figura 39). As observagdes
resultantes apontaram que nenhum deslocamento de sinais caracteristicos dos protons do

complexo metalico foi identificado, corroborando de forma inequivoca a estabilidade inalterada
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do referido composto. Portanto, conclui-se que os compostos avaliados apresentaram

estabilidade nas condi¢des experimentais utilizadas.

Figura 38 - Espectros dos complexos metélicos (4-6) por UV-Vis em DMSO durante o intervalo de 3

dias.
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023.

Figura 39 - Espectros dos complexos metalicos (4) por RMN em DMSO-ds durante o intervalo de 3

dias.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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7.1.5 Complexos Zn(II)-Atovaquona

Foram sintetizados dois complexos de Zinco(Il) por meio de uma abordagem
estequiométrica 1:1, utilizando o ligante ATV em conjunto com os sais Zn(OAc)2-2H>0 e

ZnCly-2H>0 (conforme esquema na Figura 40).

Figura 40 - Esquema de sintese dos complexos de zinco com atovaquona (7 ¢ 8).
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

As andlises das bandas no infravermelho dos complexos de Zn(II) demonstram que os
estiramentos das ligacdes C1=0 (1660 cm™) e C>-O (1278 cm™!) apresentam deslocamentos
caracteristicos, sendo: Av =121 cm™! para 7, Av = 134 cm™! para 8 referente a (C;=0), Av =5
cm! para7, Av = 6 cm™! para 8, atribuido a (C2-O). Esses resultados indicam a coordenacio
bidentada através do grupo carbonila na posi¢ao (C1=0-M) e do 4&tomo de oxigénio na posi¢ao
C2 (M-0-C») em relagdo ao metal de transi¢do (Figura 41, Tabela 9).

As medidas obtidas pelo espalhamento Raman complementaram as informagdes
anteriores. Assim como no infravermelho, foi observado as bandas caracteristicas do ligante
nos complexos metalicos estudados 7 e 8. Além disso, foi identificado outro detalhe importante,
referente ao deslocamento referente ao grupamento C>-O (Figura 42), em 488 ¢ 495 (10 cm™!
e 3 cm’! respectivamente) atribuidos ao oxigénio, do carbono na posicio 2, ligado ao Zinco.
Tais dados de ligacdo Zn-O foram pertinentes com o reportado na literatura (DONG et al.,

2006; WINDISCH JR et al., 2007).
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Figura 41 - Espectros vibracionais na regido do IV para os complexos metalicos (7 ¢ 8) comparados a

ATV.

ATV

3370

— [Zn(ATV), (H,0),] H,O

1660
1647

1369
1278

—— [Zn (ATV), (CH,0H) ] H,O

11000 4

10000 4

9000 ~

8000 4

7000 4

6000 ~

5000

4000

Intensidade Raman

3000

2000

1000 ~

[
4000

(@)}
a7 o
a
<
v
O on
— of ‘<
on [ee]
—_— N
T T T T T T T T "_‘ T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm’)

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Figura 42 - Espectros vibracionais Raman dos complexos metalicos (7 ¢ 8).
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Foram realizadas medidas de RMN 'H e '3C nos compostos de zinco. E importante notar

que, da mesma forma que nos compostos anteriores (1-4), ndo foi detectado sinal do préton do

grupo OH. Além disso, os protons apresentaram um leve deslocamento (Ad) Hs-Hg, com valores
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de (0,08 ppm para Hs e 0,13 para Hg) para os compostos [Zn(ATV)2(H20)2]-3H20 (7) e
[Zn(ATV)2(CH30H)2] -H20 (8). Esses resultados sugerem que o &tomo de oxigénio esta ligado

ao ion de zinco(Il) (ver Tabela 9, apéndices 8 ¢ 9).

Tabela 9 - Atribuigdes dos espectros de IV e RMN para os complexos metalicos (7 e 8) comparadas a

ATV.

IV: Atribuicdes destacadas (cm-l) RMN: Atribui¢des destacadas 'H e '*C em DMSO-ds (ppm)

v 'H RMN 13C RMN
O-H C=0 (/0 (0 (C,0) H, H, H,_ H CO CO GO
ATV 3377 1660 1647 1369 1278 8,00 7,98 7,84 7,79 184,8 1815 155,9
7 NA 1539 1653 1364 1283 7,93 7,85 7,77 7,61 187,87 182,83  163,8
Variagio - (121)  (6) G) (5 (0,07) (0,13) (0,07) (0,18) (3.07) (1,08) (8,01)
8 NA 1526 1654 1363 1284 7,93 7,85 7,77 7,61 186,42 182,78 165,53
Variagio - (134) (7 ©  (6) (0,07) (0,13) (0,07) (0,18) (1,62) (1,03) (9,74)

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Nas analises dos espectros de *C-RMN (ver Tabela 9) referente aos compostos 7 e 8,
observou-se uma variagdo significativa nos sinais correspondentes aos carbonos dos grupos
funcionais C1=0 e C»-O, resultando em valores de deslocamentos Ad =1,08 e 1,03 ppm para
Ci1=0 e 8,01 e 9,74 ppm para C»-O, respectivamente. Esses resultados sugerem que a ATV
coordenou-se ao Zinco(II) por meio dos atomos de oxigénio ligados ao Cz e Cy, demonstrando
uma coordenagao bidentada com o metal. Esses resultados corroboram com o descrito na
literatura para outros complexos metalicos envolvendo ligantes naftoquinonas (OLIVEIRA, et
al., 2020; OLIVEIRA, et al.,2021; LEITE, et al., 2021).

Com o intuito de elucidar a estrutura dos compostos de zinco, utilizou-se a difratometria
de raios X por monocristais (Figura 43, Tabela 10). As estruturas 7 e 8 apresentam um Zn(II)
com geometria octaédrica distorcida, onde a ATV se coordena por quatro atomos de oxigénio
e dois atomos de oxigénio provenientes de moléculas de 4gua completam a coordenacao, para
0 composto 7 e para o composto 8 metanol, formando uma configuracdo cis. Destaca-se que,
embora os ions Zn(Il) presentes nos compostos apresentem ambientes de coordenagdo
diferentes, os parametros estruturais e as interagdes intermoleculares sdo semelhantes entre
ambos. Na unidade assimétrica, sdo encontradas duas moléculas tinicas de ATV e, apos a
analise, constatou-se que os compostos possuem as formulas [Zn(ATV)2(H20)2]-3H20 (7) e

[Zn(ATV)2(CH30H)2]-H20 (8), tais resultados, concordam com a andlise elementar realizada.
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Figura 43 - Estruturas cristalinas dos complexos metalicos (7 ¢ 8).

(a)

(a) [Zn(ATV)2 (H20)2] -:3H20 (7) e (b) [Zn(ATV)2(CH30H)2] -H20 (8)
Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023.

Tabela 10 - Distancias e angulos de ligagdes selecionados para os complexos metalicos 7 e 8

Composto 7

Znl—O05 1,972 3) Znl—O1 2,198 (4)

Znl—02 2,003 (3) Znl—010 2,126 (4)

Znl—O04 2,274 (4) Znl—09 2,074 (5)
05—Znl—02 154,46 (16) 02—Zn1—09 97,3 (2)
05—Znl1—04 76,23 (13) 01—Zn1—04 101,04 (15)
05—Zn1—01 86,53 (15) 010—Zn1—04 83,33 (16)
05—Zn1—010 96,31 (17) 010—Zn1—O01 175,28 (17)
05—Zn1—09 101,5 (2) 09—Zn1—04 171,47 (19)
02—Zn1—04 87,47 (14) 09—Zn1—0O1 86,93 (19)
02—Znl—O0l 77,32 (14) 09—Zn1—O010 88,8 (2)
02—Zn1—O010 101,24 (16)

Composto 8

Znl—O05 1,965 (2) Znl—06 2,281 (3)

Znl—04 1,945 (2) Znl—02 2,087 (3)

Znl—O03 2,295 (2) Znl—O1 2,074 (3)
05—Zn1—03 88,73 (10) 06—Zn1—03 106,36 (11)
05—Zn1—06 76,05 (10) 02—Zn1—03 84,71 (13)
05—Zn1—02 98,03 (12) 02—Zn1—06 167,10 (13)
05—7Znl—O01 99,02 (14) 01—Zn1—03 169,14 (15)
04—Zn1—O05 153,12 (11) 01—Znl—O06 83,03 (17)
04—Zn1—03 76,32 (9) 01—Znl1—02 86,66 (18)
04—Zn1—06 86,75 (11) C29—05—Znl 120,6 (2)
04—Zn1—02 102,60 (13) C3—04—Znl 120,9 (2)
04—Zn1—01 99,21 (15) C4—03—Znl 109,4 (2)

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

A andlise elementar confirmou as férmulas moleculares propostas para os complexos
[Zn(ATV)2(H20)2] -3H20 e [Zn(ATV)2(CH30H),] -H2O, validando assim a composi¢dao
quimica esperada, conforme demonstrado na Tabela 11. Ademais, a condutividade molar dos

complexos 7 e 8 foi mensurada em DMSO, obtendo-se os valores de 4,58 e 35,09 ohm™ c¢cm?
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mol”!, respectivamente. Tais resultados sdo indicativos da neutralidade dos complexos

metalicos investigados, corroborando com achados anteriores relatados por (GEARY, 1971).

Tabela 11 - Analise elementar e condutividade molar para os complexos metalicos (7 ¢ 8).

COMPOSTO %C (%C*) %H (%H*) Condutividade Condutividade

molar 1° Dia molar 15° Dia
[Zn(ATV)2(H20):]-:3H,0 (7) 59,16 (59,54) 4,24 (5.18) 4,58 5,54
[Zn(ATV),(CH30H),]-H20 (8) 62,84 (59,85) 4,92 (5.23) 35,09 37,66

*CHN: %experimental (%calculado)

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos complexos metalicos (7-8) revelam
bandas intensas e alargadas, com picos de absor¢do em aproximadamente 488 nm,
correspondente as transigdes T—n* provenientes dos anéis aromaticos do ligante. As analises
comparativas dessas bandas em relacdo ao ligante livre revelam um deslocamento significativo,

nos trés compostos, reforcando a coordenagao através desta técnica (Figura 44).

Figura 44 - Espectros na regido do UV-Vis para os complexos metalicos (7 e 8) comparados a ATV.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Foi realizado o estudo da estabilidade quimica dos compostos [Zn(ATV)2(H20):] -3H>O
(7) e [Zn(ATV)2(CH30H):] -H20 (8) em DMSO. Durante um periodo de, no minimo 3 dias, a
condutividade molar permaneceu estavel, sugerindo que ndo houve mudangas significativas nos

compostos (Tabela 11). Além disso, ao analisar os espectros eletronicos na regido do UV-Vis,
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observamos uma estabilidade nos complexos metalicos por 72 horas (Figura 45). Os testes de
estabilidade feitos por RMN de {'H} de todos os compostos (conforme mostrado na Figura
46), monitorados por até 3 dias, ndo apresentaram mudangas significativas nos sinais dos
prétons do complexo metélico, comprovando a estabilidade do composto. Conclui-se, portanto,

que os compostos avaliados mostraram estabilidade consideravel nas condi¢des experimentais

testadas.

Figura 45 - Espectros dos complexos metalicos (7 e 8) por UV-Vis em DMSO durante o intervalo de 3

dias.
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Figura 46 - Espectros dos complexos metalicos (7 € 8) por RMN em DMSO-ds durante o intervalo de
3 dias.
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7.2 AVALIACAO DA INTERACAO COM A FERRIPROTOPORFIRINA:

Diversos autores t€ém explorado a banda Soret em 402 nm como uma ferramenta
poderosa para investigar a estrutura e as interagdes do heme com outros ligantes e proteinas. A
posicdo e a forma da banda Soret sdo sensiveis a fatores ambientais, como pH, solvente e
interagdes com outras moléculas. Isso torna a banda Soret uma sonda valiosa para monitorar
alteragdes na estrutura e ambiente molecular do heme (EGAN, 1994; EGAN, 2006; EGAN,
2008; MILANTI, J. et al., 2016; OLAFUYI, T. A. et al., 2021).

Essa banda ¢ atribuida a absor¢do eletronica de transi¢des m-n* na porfirina, que € o
grupo cromoéforo central do heme. A absor¢do na banda Soret é resultado das transigdes
eletronicas dos elétrons m dos orbitais ligantes para os orbitais antiligantes n* da porfirina,
gerando uma forte absor¢do devido a natureza altamente conjugada dos elétrons na molécula
(EGAN, 2006). A espectroscopia de absor¢ao na regido da banda Soret tem sido amplamente

utilizada em estudos bioquimicos e biofisicos para:

= Determinar a concentracdo de heme: A intensidade da banda Soret ¢ diretamente
proporcional a concentragdo de heme presente em uma solu¢do, permitindo a
quantificagdo desse cromoforo em amostras bioldgicas (HOPP, 2020).

» Estudar a estrutura do heme em diferentes estados de oxidacdo: A posicao da banda
Soret pode variar dependendo do estado de oxidagdo do heme (ferroso, ferrirrico),
fornecendo informagdes sobre sua valéncia e coordenagao (BERTINI, et al., 2007).

» Investigar a interacdo do heme com ligantes e proteinas: Mudancas na posicao e largura
da banda Soret podem indicar a presenca de ligantes coordenados ou alteracdes no
ambiente quimico do heme em resposta a sua interagcdo com proteinas e outras moléculas
biologicas (VOS, 2008; HOPP, 2020).

* Estudar a atividade de enzimas contendo heme: A andlise da banda Soret em enzimas
heme-proteicas ¢ valiosa para investigar a ativagdo, reatividade e cinética catalitica
dessas enzimas (MAINES,1977; MAINES,1988; GALBRAITH, 1999).

=  Monitorar processos redox: A espectroscopia da banda Soret pode ser utilizada para
acompanhar reacdes redox envolvendo o heme, fornecendo informacdes sobre a

transferéncia de elétrons e mudangas no estado de oxidacao do ion ferroso/ferrirrico

(ZHANG, 2008. KE, et al., 2014).

No contexto do parasita Plasmodium, o agente causador da maléria, ¢ altamente
dependente do heme como cofator e fonte de ferro para a replicacdo e sobrevivéncia dentro dos

eritrocitos (globulos vermelhos). Durante o ciclo de vida do parasita, a hemoglobina ¢
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degradada no interior dos eritrocitos infectados, liberando grandes quantidades de heme
(CLARK, et al., 2014). O heme livre ¢ toxico para o Plasmodium, pois pode gerar estresse
oxidativo e danificar componentes celulares essenciais, como membranas e proteinas. No
entanto, o parasita possui uma estratégia evolutiva Unica para lidar com o heme toéxico. Ele
sequestra o heme livre, convertendo-o em cristais de hemozoina no interior do parasita,
evitando assim seus efeitos toxicos (FRANCIS, et al., 1997; EGAN, 2008).

Farmacos que interferem com a formagao dos cristais de hemozoina tém sido estudados
como possiveis candidatos para tratamento da malaria, visando desestabilizar o sequestro do
heme e, assim, aumentar o estresse oxidativo e a toxicidade do heme livre para o parasita.

Diante disso, foi feita a avaliagdo da interagdo dos complexos metalicos obtidos ao
longo deste trabalho com a Fe(III)PPIX utilizando para isso a espectroscopia de absor¢do na
regido do UV-Vis. Essa técnica permitiu observar as possiveis mudangas nos espectros, na qual
acompanhou-se a banda Soret em 402 nm, destacando-se a diminui¢do na intensidade da banda
(hipocromismo, independente do efeito de diluicao), como pode ser visto nos espectros obtidos
para a titulagdo feita com a cloroquina, Atovaquona e o complexo metalico 1 (Figura 47) e
para os demais complexos metalicos (ver Apéndice 10).

Também foi possivel calcular a constante de interagdo com a ferriprotoporfirina, que se
encontra na Tabela 12. Com base nos dados dessa tabela, ¢ possivel observar que todos os
complexos metélicos, independente do metal, interagem com a Ferriprotoporfirina de maneira
semelhante ao farmaco que o origina e comparavel com os antimaldricos ja conhecidos, como
cloroquina e amodiaquina. O composto ([Ag(ATV)(PPhs):]) apresentou valor de Log K mais
proximo ao encontrado para a cloroquina enquanto que os compostos [Au(ATV)(PPh3)].2 H>O
e [Ag(ATV)] estdo mais comparaveis ao log K da amodiaquina. J& os compostos
[Cu(ATV)(PPh3)], [Cu(ATV)2(H20)2] e [Cu(ATV):] exibiram valores proximos ao da
Atovaquona.

Uma vez que os compostos interagem com a Fe(III)PPIX, poderia se sugerir que eles
provavelmente terdo a capacidade de inibir a formacdo da hemozoina, assim como os fArmacos
cloroquina e amodiaquina, reportados na literatura (COLE et al, 1999; EGAN, 2008;
COMBRINCK et al, 2013). Portanto fez-se necessario realizar o teste qualitativo de inibi¢ao
da formagao da f-hematina (analogo sintético da hemozoina) desses complexos metalicos e do

farmaco em estudo.
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Figura 47 - Espectros na regido do UV-Vis dos compostos com a ferriprotoporfirina.

402 nm

¢
| HN,L/\/N\/ 402 nm
=

15

- § i .

ER

H

g .

]

@ *e

< 05

@ 0,0E+00 20E405 4.0E-05

Hipocromismo: 51% v  concevima £40 D0 COMPLERD AU I

20

joe
Cl N

Absorbancia (a.u.)

Comprimento de onda (nm)

(@)

T
400

Comprimento de onda (nm)

()

Absorbancia

400 5
Comprmento de onda (nm)

(b)
(a) Cloroquina (b) Atovaquona e do (¢) Complexo metalico 1

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Tabela 12 - Constante de interacdo dos compostos com a ferriprotoporfirina.

COMPOSTO LOG K HIPOCROMISMO
AQ 435+ 0.01 59%
CQ 4,78+ 0.01 63%
ATV 3,64 +0.10 42%
[Au(ATV)(PPh3)]2H20 (1) 433 +0.01 51%
[Ag(ATV)(PPhs)] (2) 4,46 +0.05 32%
[Ag(ATV)] 3) 4,12 +0.02 43%
[Cu(ATV)(PPhs),] (4) 3,97 £0.02 41%
[Cu(ATV)2( H0)2] (5) 3,77 +0.03 41%
[Cu(ATV).] (6) 3,96 + 0.01 38%
[Zn(ATV)2(H20)2]-3H20 (7) 4,14 +0.02 59%
[Zn(ATV) (CH30H)]-H20 (8) 4,68 + 0.02 64%

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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7.2.1 DETERMINACAO QUALITATIVA DA INIBICAO DA FORMACAO DA B-
HEMATINA:

Ao longo desse experimento foi possivel observar se ocorre a inibi¢ao da B-hematina,
que ¢ um dimero da ferriprotoporfirina, onde os grupos propionato ionizados da Fe(III)PIX
interagem entre si formando a B-hematina. Tal formacao ¢ evidenciada pelo surgimento (apds
120 minutos de inicio do experimento, (Figura 48 a) de duas bandas no infravermelho: uma
em 1663 cm™! referente ao estiramento (C=0) e outra em 1210 cm™' referente ao estiramento C-
O do grupo carboxilato coordenado ao Fe(Ill) (EGAN, ROSS, ADMAS, 1994).

Desse modo, o experimento foi feito para avaliar se os complexos M-ATV apresentam
a capacidade de inibir a formagao da B-hematina, assim como o farmaco que os originam.

Os espectros de absor¢do vibracional do infravermelho obtidos para o ligante
Atovaquona, foram comparados a uma amostra controle (sem presenca de fAirmaco) e com a
cloroquina (controle positivo) (Figura 48 b). Na amostra controle ¢ possivel observar
claramente a presencga das bandas em (1663 cm™) e em (1210 cm™) indicando a formagdo da B-
hematina, conforme esperado. J4 para a cloroquina as bandas mencionadas ndo foram
observadas, confirmando a sua capacidade de inibir a formacgdo da B-hematina. No que diz
respeito a Atovaquona as bandas sdo observadas, indicando que apesar do farmaco interagir
com a ferriprotoporfirina, ele ndo inibe a formacao da B-hematina. Porém, faz-se necessario a
confirmacdo de tal informacdo por meio de uma avaliagdo quantitativa de tal capacidade de

inibigao.

Figura 48 - Espectros na regido do IV demonstrando (a) formacdo da f-hematina e (b) avaliacdo da CQ

e ATV comparados a hematina ja formada.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.
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Foi adotado o mesmo procedimento para analise dos metalofairmacos derivados da

Atovaquona e os resultados foram distintos dependendo do composto avaliado. Os complexos

de prata (2 e 3 Figura 49 d) exibiram a capacidade de inibir a formag¢ao da B-hematina, a qual

nao foi observada no espectro do composto de origem, sugerindo um perfil de inibigdo

semelhante para o complexo de cobre (4 Figura 50 e) e os compostos de zinco (7 ¢ 8 Figura

50 f). Por outro lado, o composto de ouro (1, Figura 49 c) e o de cobre (5, Figura 50 e) ndo

demonstraram a capacidade de inibir a formagdo da B-hematina, apesar de apresentarem

algumas bandas destacadas no espectro. As Figuras 49 e 50 a seguir demonstram os resultados

obtidos.

Figura 49 - Espectros na regido do IV para os complexos metélicos (¢) composto de ouro (1), (d)

compostos de prata (2-3)- avaliagdo da inibicao da formacdo da f-hematina.
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Figura 50 - Espectros na regido do IV para os complexos metalicos (e) compostos de cobre (4-6), (f)

compostos de zinco (7-8)- avaliagdo da inibi¢do da formacdo da f-hematina.
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7.2.3 DETERMINACAO QUANTITATIVA DA INIBICAO DA FORMACAO DA B-
HEMATINA EM TAMPAO (ICso).

Para confirmar os resultados qualitativos anteriores, uma determinagdo por meio do
calculo da concentragdo necessaria para 50% de inibicdo da formacdo da B-hematina (ICso),
realizado usando o método relatado por Dominguez (DOMINGUEZ et al., 2005).

Verificou-se que a cloroquina inibiu a formagao de B-hematina (ICso =0,86 mM valor
encontrado), conforme descrito na literatura em varios trabalhos previamente relatados (ICso
=0,40 mM valor relatado para CQ ¢ 0,69 mM para CQDF) (BIOT et al., 2012; MACEDO et
al., 2016).

Os resultados referentes aos valores de ICso de ATV e dos complexos metalicos
indicaram que, nas concentragoes testadas, esses compostos nao possuem a habilidade de inibir
a formagdo da B-hematina. Acredita-se que os valores estejam acima de 10 mM, o que ¢
considerado elevado para a inibi¢do da formagdo de B-hematina. Sendo assim, constata-se que
esse ndo ¢ o alvo parasitario principal para a atividade antimalarica apresentada por esses

compostos.

7.3 ESTUDOS DE INTERACAO COM O DNA

7.3.1 Titulagdo espectrofotométrica

Uma maneira eficaz de avaliar as interagdes metal-ligante com o DNA ¢ monitorar os
distirbios causados na regido de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT) ou intraligante.
Este teste ¢ realizado mediante adi¢do de aliquotas sucessivas de solugdo de DNA, tal método
¢ denominado como titulagao espectroscopica (XIAO-HUA, et al.,2001). Essa técnica permite
observar as possiveis mudancgas nos espectros, devido as variacdes dos elétrons nao ligantes (n)
e (m) ao estado excitado m* observando-se geralmente deslocamentos para comprimentos de
onda maiores (deslocamento batocromico), e diminui¢do na intensidade da banda
(hipocromismo, independente do efeito de diluicdo) como se observa no exemplo da Figura
51. Além de extrair informagdes qualitativas a partir dos espectros, ha uma oportunidade de
calcular as constantes de interagdo (Kb) entre o complexo e o DNA. Esse valor ¢ diretamente
proporcional a for¢a da interagdo, além de possibilitar a proposi¢ao de modelos de interagao

por meio da conjugacdo de outras metodologias. Com isso, € possivel obter resultados ainda
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mais precisos e avancados sobre a interacdo complexo/DNA (NAVARRO et al, 2011;
VILLARREAL,2013).

Figura 51 - Espectro de absor¢do na regido do UV-Visivel onde se observa os
deslocamentos batocrémicos e hipocromismo incorridos pela interagdo do

complexo [Au(CQ)(PPhs3)]PFs com o DNA.
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Fonte: NAVARRO et al,, 2011; VILLARREAL, 2013.

Neste estudo, foi possivel observar que os complexos Metal-ATV apresentam dois picos
de absorcao entre 390 e 520 nm em seus espectros eletronicos. Constatamos também que hd um
efeito hipocromico na absor¢do quando a concentracdo de DNA ¢ aumentada através da adigao
de aliquotas, conforme exemplificado na Figura 52 e¢ Tabela 13, os demais podem ser
observados no Apéndice 11. Esse fenomeno se deve as alteragdes na energia de transi¢ao
eletronica e na intensidade de absor¢ao causadas pelas interagdes entre os complexos € 0 DNA,

indicando a existéncia de interagdes reversiveis dos complexos metalicos com o CTDNA.

Tabela 13 - Valores obtidos para a constante de interagdo composto-DNA.

Composto K % Hipocromismo
Cloroquina Difosfato 2,00E+04 18.1
Cloroquina Base livre 8,57 E+05 14.9
Atovaquona 1,47E+04 17.4
[Au(ATV)(PPh3)] -2H.0 (1) 2,43E+04 50.7
[Ag(ATV)(PPhs)2] (2) 1,15E+05 9.1
[Ag(ATV)] (3) 1,70E+05 18.3
[Cu(ATV)(PPh3)2] (4) 5,00E+04 12.2
[Cu(ATV)2(H20)2] (5) 4,00E+04 23.9
[Cu(ATV):2] (6) 1,00E+04 15.7
[Zn(ATV)2(H20)2] -3H20 (7) 3,09E+05 10.5
[Zn(ATV)2(CH30H):] -H20 (8) 9,39E+04 10.6

Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023.
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Figura 52 - Espectros na regido do UV-Vis para os farmacos CQ, CQDF, ATV e alguns dos complexos

metalicos sintetizados em presenca de DNA.
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Destacando que os valores das constantes obtidos sdo similares ou superiores aos
obtidos para a CQDF e CQ base livre. Com base nas discussoes relatadas na literatura, acredita-
se que ha uma interacao reversivel entre os complexos metédlicos e o CT-DNA, regida pela

planaridade da ATV, a qual pode intercalar dentro dos pares de bases do DNA.

7.3.2 Viscosidade

A sensibilidade da técnica de viscosidade as alteracdes da dupla hélice do DNA tem
sido amplamente valorizada como um dos meios mais precisos para identificar os modos de
interacao intercalativos e ndo-intercalativos entre complexos metalicos ¢ 0 DNA em solugao.
Por exemplo, no caso da interagdo por intercalacdo, a acomodag¢ao do composto provoca o
afastamento dos pares de bases, resultando em um aumento na viscosidade do material genético.
Ja& compostos que interagem com os sulcos do DNA provocam pouca ou nenhuma distor¢ao na
estrutura, causando apenas pequenas variagdes na viscosidade relativa. Além disso, existem
casos em que a presenga de um agente condensante ou uma interagdo covalente causam a
diminuicao da viscosidade do DNA (KELLET et al,, 2019). Diante disso, optamos por utilizar
esta abordagem para a avaliagdo da interagdo de nossos compostos com o DNA.

Neste estudo, analisamos a relagdo entre a concentragdo de cloroquina base livre,
atovaquona e seus derivados metalicos (Figura 53, Apéndice 12) e a viscosidade relativa do
CT-DNA. Observamos que a viscosidade relativa do CT-DNA aumentou de forma
proporcional a relagdo [composto]/[DNA] para a cloroquina, que ¢ um intercalador classico
conhecido por afetar a viscosidade relativa do DNA, assim como o brometo de etidio
(KELLETT et al., 2019). Com base nesses resultados, podemos concluir que a cloroquina atua
de fato como um intercalador, o que ¢ consistente com estudos anteriores que indicaram a
capacidade da cloroquina livre se intercala ao DNA (COLINA-VEGAS et al., 2015).

Verificou-se que os complexos metalicos testados tiveram um pequeno aumento na
viscosidade relativa do CT-DNA, que foi semelhante aos efeitos observados com a cloroquina
e a cloroquina difosfato. Estes resultados sugerem que estes compostos, mesmo que aumento
da viscosidade nao seja tao significativo, também possam funcionar como agentes
intercaladores, alongando a hélice dupla do DNA através da sua intercala¢do entre os pares de

bases nitrogenadas.
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Figura 53 - Grafico obtido da viscosidade relativa do DNA para CQ, CQDF, ATV e o complexo
metélico (1) (Au-ATV).
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023.

7.4 AVALIACAO DE INTERACAO/REATIVIDADE COM A GLUTATIONA

7.4.1 Estudo por titulacao espectrofotométrica

Conforme discutido na introdugdo, o sistema glutationa ¢ crucial para a sobrevivéncia
do plasmodio. O NADPH atua como doador de elétrons, enquanto a glutationa do parasito ¢
altamente ativa tanto no citosol quanto no apicoplasto. A forma reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) da glutationa s@o responsaveis por desintoxicar espécies reativas de oxigénio, crucial
para manter o parasita vivo (KASOZI et al., 2013). Nesse contexto, o composto de ouro foi
avaliado para verificar sua interagdo e rea¢cao com a glutationa reduzida (GSH).

Os resultados obtidos com os testes realizados sdo bastante interessantes (Figura 54).
Ao adicionar a glutationa a solucdo do composto de ouro Au(I)-ATV, observou-se uma
mudanga significativa na coloracdo e um deslocamento da banda no espectro UV-Vis. Isso
sugere uma interacdo entre a glutationa e o composto de ouro. Além disso, ao adicionar
aliquotas sucessivas de glutationa a solu¢ao do composto durico, foi possivel obter um espectro
de UV-Vis que indicou hipocromismo de 82,71%. O valor obtido de Kb (constante de
associagdo) pelo método de Neighbor-exclusion foi de 4,00x107, o que sugere uma forte

interacdo entre a glutationa e o composto de ouro.
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E importante ressaltar que o uso desse método fornece apenas informagdes preliminares
e ndo conclusivas sobre a atividade do composto com a enzima. Outras analises e experimentos
mais detalhados sd3o necessarios para uma avaliacdo completa da interacdo e atividade do

composto com a glutationa.

Figura 54 - Espectro na regido do UV-Vis do complexo metalico (1) com a Glutationa.
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

7.5 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO EM PARASITAS DO GENERO
PLASMODIUM

A atividade antiparasitaria dos complexos metélicos (1-8) foi avaliada frente a cepas de
Plasmodium falciparum sensiveis (3D7) e resistentes (W2) a cloroquina (Tabela 14). Também
foi determinada a atividade citotoxica desses complexos metalicos em células de mamiferos
contra macréfagos J774 e células hepato celulares HepG2.

A andlise da citotoxicidade dos complexos em células de mamiferos, foi realizada
utilizando tanto a linhagem J774 (uma linhagem de células de macrofagos ndo cancerosos),
quanto a HepG2 (células de cancer hepatico que podem ser potenciais hospedeiros para
esporozoitos), sob as mesmas condi¢des utilizadas para a avaliagdo da atividade antimalérica.
A toxicidade foi testada de modo paralelo as drogas antimalaricas estabelecidas, sendo a ATV
a droga parental representativa, enquanto a doxorrubicina foi utilizada como a droga citotdxica

padrao (Tabela 14).



101

De acordo com os dados apresentados na Tabela 14, verificou-se que todos os
complexos metalicos estudados demonstraram atividade antimaldrica, incluindo cepas P.
falciparum, resistentes & cloroquina, assim como a molécula original ATV. E importante
destacar que, em comparagdo com a doxorrubicina, nenhum composto apresentou grau de
citotoxicidade tdo elevado. Os compostos de ouro 1 e prata 2, foram ligeiramente mais
citotoxicos do que a ATV. Por outro lado, os complexos de cobre (4 ¢ 5) e zinco 8 mostraram

niveis semelhantes de citotoxicidade em relagao a ATV.

Tabela 14 - Citotoxicidade em células de mamiferos e atividade antiparasitiria em estagios

sanguineos assexuados de P. Falciparum.

Células de mamifero, P. falciparum , 1Cs
COMPOSTO CCso (£ S.EM) pM [ # (£S.E.M) nM !
J774 HepG2 3D7 W2
Atovaquona (ATV) 19,8+1,6 32,4+4.8 24+12 | 2,1+£0,9
Cloroquina (CQ) 50,5+8,9 ~ 80 238+£5,5 | 526+ 126
[Au(ATV)(PPh3)]-2H,0 (1) 10,843,4 8,9+2.7 81+27 | 52+22
[Ag(ATV)(PPhs).] (2) 9,5+2.2 14,6+0,91 30,5+9,7 | 26,5+7,8
[Ag(ATV)] 3) 5,9+1,0 5,34+0,9 3,0+£2,1 | 2,1+0,.25
[Cu(ATV)(PPhs),] (4) 36,1+3,9 44 3477 30,7+ 10,7 | 26,3 +6.,9
[Cu(ATV)2(H20)2] (5) 30,9+5,2 42 4448 15,8+4,4 | 19,4+5,0
[Cu(ATV):] (6) 147£2.8 | 27.83.6 50+27 | 33+0,9
[Zn(ATV)2(H20)2] -3H:20 (7) 55¢1,1 | 140+1,6 | 92+51 | 7,12,
[Zn(ATV)2 (CH30H).] -H20 (8) 181412 | 342820 | 7.6+33 | 82+ 16
Doxorrubicina 0,44:031 | <012 ND ND

[ Os valores sdo a concentragdo citotoxica de cinquenta por cento (CCso) [ Os valores sdo a concentragio inibitoria de

cinquenta por cento (ICso) e expressos como valores médios *+ erros padrdo das médias de trés experiéncias (cada

concentragdo em triplicado). " Determinado ap6s 72 h de incubagdo da droga. J774, linhagem de macréfagos murinos;

Hep@G2, linhagem de carcinoma hepatocelular humano. 3D7 = estirpe de parasita sensivel a CQ; W2 = estirpe de parasita

resistente a CQ.

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

7.6 TESTES DE CITOTOXICIDADE IN VITRO DE CELULAS TUMORAIS

As naftoquinonas se mostraram como moléculas altamente versateis, proporcionando
inimeras possibilidades de uso. Por meio de pesquisas e estudos, suas propriedades
antimicrobianas, antifingicas, antivirais e antiprotozodrias foram identificadas com efetividade.
Na medicina tradicional, destaca-se sua utilizacdo em plantas encontradas principalmente na
Asia (China) e América do Sul, onde é comum sua utilizagdo no tratamento de diversos tipos

de cancer. A ampla gama de aplicagdes das naftoquinonas comprova a relevancia dessa
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molécula no desenvolvimento de novas terapias e tratamentos para a satde humana (BABULA
et al.,2009; VAVERKOVA et al., 2014).

Contudo, tendo em vista os resultados promissores de interagao com o DNA, decidiu-
se expandir as pesquisas e realizar testes biologicos em células cancerigenas sob a parceria da
Profa. Dra. Heveline Silva, da UFMG. O objetivo era avaliar a eficdcia dos compostos
estudados, ATV e complexos metalicos 1-8, na determinacdo da concentragdo inibitdria de 50%
da viabilidade celular (ICso) em diferentes linhagens de cancer e uma linhagem de células

normais. Na Tabela 15, ¢ possivel visualizar os resultados obtidos por meio deste experimento.

Tabela 15 - ICs - Concentragao Inibitéria de 50% (UM + SD*) da viabilidade celular para os compostos

avaliados em células tumorais e normais.

CELULAS TUMORAIS CELULA NAO-
IC,, (nMSD) * TUMORAL
IC,, (nM=SD) *
COMPOSTOS 4T1 IS CT26.WT IS BHK-21
ATV 259+72 25 256+£25 2,5 65,1 £49,4
[Au(ATV)(PPh3)]-2H,0 (1) 63+1,4 1,4 2,6+0,5 3,3 8,7+1,7
[Ag(ATV)(PPhs),] (2) 2,5+0,1 0,9 2,4+0,1 0,9 22+0,1
[Ag(ATV)] (3) 19,0£0,3 1,0 22,1+0,6 0,8 18,5+3.,5
[Cu(ATV)(PPh;),] (4) 493+39 0,5 32,1+£34 0,8 25,0£5.8
[Cu(ATV); (H20)2] (5) 10,3+ 1,1 0,7 6,8+1,5 1,1 7,2+ 1,6
[Cu(ATV),] (6) 95+1,5 0,9 6,0+ 0,4 1,4 8,1+1,1
[Zn(ATV)2(H20):] -3H20 (7) 16,2+ 6,1 0,8 10,6 + 3,6 1,2 12,6 4.8
[Zn(ATV), (CH;O0H),] ‘H,O (8) 24,1+12,9 | 2,0 = 48,8+232 1,0 48,0 + 32,0
CISPLATINA 6,2+25 2,9 50+£1,7 3,6 18,1+ 10,9

4T1: Células de Carcinoma Mamario CT26.WT: Célula de cancer colorretal.
*SD: Desvio padrao; Quadruplicata de dois experimentos independentes.
# IS: Indice de seletividade; calculado pela razdo entre os Clso da célula normal e da tumoral.

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Com base nos dados obtidos, observamos que os complexos metéalicos analisados
apresentaram maior citotoxicidade em células tumorais do que o ligante isolado. O composto
1 de Ouro(I)-ATV se destacou ao apresentar resultados notaveis de ICso de 6,3uM para a
linhagem 4T1 (células de Carcinoma Mamario) e ainda mais expressivo, ICso de 2,6 uM para a
CT26.WT. Estes valores mostram uma capacidade inibitoria de 50% de viabilidade celular
superior ao reportado para a cisplatina em relagdo a linhagem CT26.WT (célula de cancer

colorretal). Além disso, seu indice de seletividade de 3,3 confirma sua especificidade para
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células tumorais. Conclui-se, portanto, que o composto de Ouro(I)-ATV possui grande
potencial no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

Dentre os derivados metalicos, o composto de prata [Ag(ATV)(PPhs)2] (2) se destacou
como o mais citotoxico, apresentando valores de ICso de 2,5 uM e 2,4 uM para as linhagens
celulares 4T1 e CT26.WT, respectivamente, além de um indice de seletividade de 0,9 para
ambas as linhagens. No entanto, ¢ importante ressaltar que esse composto também apresentou
toxicidade em células normais, com um ICso inferior ao reportado para a cisplatina.

Os resultados obtidos a respeito dos complexos de cobre, demonstram que o composto
[Cu(ATV):] (6) apresentou maior citotoxicidade em células cancerigenas, com ICso de 9,5 uM
para 4T1 e 6,0 uM para CT26.WT, destacando-se como mais eficiente em rela¢do ao ligante.
Ja em relagdo aos complexos de zinco(II), o complexo [Zn(ATV)>(CH30H)2] -H20 (8) mostrou
menor citotoxicidade em células ndo tumorais e, em células de carcinoma mamario, também
apresentou um ICso inferior ao da Atovaquona. Em resumo, nossos resultados reforcam o
potencial dos complexos metalicos como agentes antitumorais, como compostos promissores

para estudos futuros.

7.7 ESTUDO DE LIPOFILICIDADE

Durante esta pesquisa, empregou-se um método tradicional para mensurar a
lipofilicidade dos compostos por meios experimentais. Tal avaliagdo consistiu no calculo dos
valores de log, obtidos a partir da razdo entre as concentragdes de suas fases organicas e
aquosas, conforme estabelecido por PYKA (2006).

Para que um medicamento seja absorvido pelas membranas bioldgicas, ele precisa
apresentar uma solubilidade aquosa moderada e ndo ser nem lipofilico demais, nem hidroéfilo
demais. As drogas lipofilicas, por exemplo, precisam ser quebradas em moléculas menores para
que possam ser absorvidas no intestino e circularem pelo sangue até alcancarem o tecido
desejado. No entanto, o excesso desses medicamentos pode levar a um aumento da toxidade,
especialmente a neurotoxicidade.

Ja as drogas hidrofilicas podem ser eliminadas facilmente pelos rins ou precisam
atravessar a membrana celular para serem captadas pela célula. O problema € que, em excesso,
elas podem ficar retidas nos espagos aquosos dentro da célula, o que nao ¢ ideal. Portanto, a
melhor opcdo € encontrar um equilibrio entre propriedades lipofilicas e hidrofilicas para que o
medicamento possa ser absorvido pelas membranas bioldgicas e circular pelo corpo sem causar

danos (SMIT et al, 2014).
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Foram analisados os logs D dos complexos metéalicos em pH 5, e todos apresentaram
valores negativos. A tinica excegdo foi o composto 5. Esta ¢ uma caracteristica compartilhada
pelos farmacos ja conhecidos, tais como a cloroquina base livre, a cloroquina difosfato ¢ a
amodiaquina. De acordo com a explicagio de WARHURST (2003), esse valor negativo ¢
resultado da captura do fArmaco (que agora esta desprotonado) no lisossomo.

O registro do coeficiente de distribui¢ao em pH 7,4 fornece informacgdes cruciais sobre
as potenciais capacidades de transferéncia de membrana dessas drogas. Os compostos 2,4,5,6
e 7 apresentaram um log D positivo, o que indica que tém propensao a atravessar a membrana
celular de forma eficiente, similar a cloroquina e amodiaquina. No entanto, a ATV e os
compostos 1,3 ¢ 8 apresentaram um log D negativo, sugerindo um carater mais hidrofilico e
menos propenso a atravessar a membrana celular, o que ¢ reflexo do comportamento da

cloroquina difosfato, esses dados podem ser consultados na Tabela 16.

Tabela 16 - Coeficientes de Distribuicdo/ Particdo (Log D).

COMPOSTO Log D (pH=5) Log D (pH=7)
CQ -1,25 0,98
CQDF -3,35 -0,48
AQ -1,15 1,49
ATV -1,17 -1,15
[Au(ATV)(PPh3)]-2H0 (1) -1,87 -1,71
[Ag(ATV)(PPhs).] 2) -2,12 0,08
[Ag(ATV)] (3) -2,50 -4,38
[Cu(ATV)(PPhs):] (4) -5,18 1,06
[Cu(ATV)2( H20):] (5) 0,57 0,36
[Cu(ATV):] (6) -5,05 0,53
[Zn(ATV)2(H20):] -:3H20 (7) -2,62 0,28
[Zn(ATV), (CH30H):] -H20 (8) -0,71 -1,05

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023.

Apds minuciosa analise dos dados obtidos (Tabela 16), e com base na ampla literatura
acerca do tema, ndo ha como negar a relacdo existente entre atividade biologica e lipofilicidade.
E crucial ressaltar a importincia das anélises realizadas nos compostos derivados da
atovaquona, os quais apresentaram variagdes significativas em comparagdo com farmacos ja

comprovadamente ativos. Ainda mais interessante ¢ o fato de que complexos metalicos com
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maior eficidcia contra cepas resistentes a cloroquina (ATV, [Au(ATV)(PPh3)]-:2H20 e
[Ag(ATV)]) mostraram menor lipofilicidade em pH 7,4, seguindo um padrao semelhante ao da
atividade antimalarica reportada da cloroquina difosfato. De acordo com as evidéncias,
podemos concluir que apesar dos complexos metalicos deste estudo ndo possuirem um carater
altamente lipofilico, esta caracteristica ndo teve impacto nas suas atividades antimaldricas.
Reforcamos a importancia de destacar que as medig¢des de log D fornecem uma primeira
estimativa da lipofilicidade de um composto em ambientes bioldgicos. E valido ressaltar,
contudo, que esses valores constituem um complemento a avaliagdo do desempenho dos
complexos metalicos analisados, devendo ser considerados em conjunto com outras

informagdes relevantes.

8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ao longo deste trabalho foram sintetizados e caracterizados oito compostos, de ouro(I),
prata(I), cobre(I/Il) e zinco(Il) com o farmaco antimaldrico Atovaquona. Esses compostos
representam uma nova classe de compostos com potencial atividade antimalarica.

Para avaliar a estabilidade dos compostos, foram realizados estudos utilizando técnicas
espectroscopicas, como a RMN (Ressondncia Magnética Nuclear) e UV-Vis (Espectroscopia
de Ultravioleta-Visivel), além da técnica analitica de condutividade molar. Os resultados
indicaram que todos os complexos metalicos obtidos sdo estaveis em DMSO (Dimetilsulfoxido)
por um periodo superior a 72 horas.

Foi avaliado o mecanismo de agdo da Atovaquona dos complexos metalicos (1-8) em
relagdo a ferriprotoporfirina e constatou-se que tanto o ligante ATV, bem como seus derivados
metalicos interagem com a ferriprotoporfirina, mas ndo conseguem inibir efetivamente a
formagao da B-hematina, substancia essencial para a sobrevivéncia do Plasmodium falciparum.
Concluindo que a atividade antimalarica desses compostos pode estar relacionada a outros
mecanismos de a¢do além da inibi¢do direta da formagao da B-hematina.

Além disso, a lipofilicidade dos compostos também foi determinada experimentalmente
e refletiu o carater hidrofilico tanto para a Atovaquona quanto para seus respectivos complexos
metalicos.

Também determinou-se a constante de interagdo composto-DNA (Kb) usando o método
de Neighbor-exclusion e todos os complexos metélicos sintetizados apresentaram constantes de
interacdo superiores a ordem de 10 Isso indica que esses compostos t€ém uma interagao

reversivel bastante forte com o DNA.
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Além disso, estudos de viscosidade foram realizados e os resultados indicaram que esses
complexos metalicos ndo apenas interagem com o DNA, mas também indicam uma possivel
interacdo intercalativa, semelhante ao mecanismo de agdo da cloroquina.

Realizou-se estudos para investigar a possivel interagdo do composto durico com a
glutationa. Com base nas observagdes obtidas no espectro eletronico e no valor de Kb calculado,
atribui-se a esse composto uma forte interacdo com a glutationa reduzida.

Os compostos [Au(ATV)(PPh3)].2H2O (1), [Ag(ATV)(PPhs):] (2), [Ag(ATV)] (3)
[Cu(ATV)(PPh3)2] (4), [Cu(ATV)2].2H20 (5) [Cu(ATV)2] (6), [Zn(ATV)2(H20)2].3H20 (7) €
[Zn(ATV)2(CH30H)2].H20 (8) mostraram atividade antimaldria promissora em nanomolar,
contra cepas de Plasmodium falciparum, incluindo aquelas que sdo resistentes a cloroquina,
destacando-se os compostos de ouro (1) e prata (3), que se mostaram ligeiramente mais
citotoxicos do que a ATV.

Por fim, considerando os resultados promissores de atividade com o DNA e com a
glutationa, foram realizados testes bioldgicos em células cancerigenas, incluindo duas
linhagens tumorais distintas, bem como uma linhagem de células ndo tumorais. Os resultados
obtidos demonstraram que todos os complexos metdlicos exibiram atividade anticancerigena,
sendo que os derivados metélicos foram mais citotoxicos do que o proprio ligante. Destacando-
se novamente o composto de Au(l) (1) por apresentar atividade e indice de seletividade
similares aos da cisplatina nas células tumorais, sugerindo que ele pode ser capaz de direcionar
seletivamente células tumorais, minimizando o impacto em células saudaveis.

Por fim, os resultados obtidos at¢ o momento sdo encorajadores e justificam estudos
adicionais sobre esses complexos metalicos que além de atuarem contra o parasita, Plasmodium
falciparum, podendo ajudar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para
combater a maldria e superar a resisténcia aos medicamentos existentes, também se

demonstraram como possiveis agentes terapéuticos no combate ao cancer.
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ANEXO
APENDICE 1 — Espectros e termograma para ATV
Espectro de RMN de 1H da ATV em DMSO-d6
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Espectro de RMN de '3C para ATV em DMSO-ds
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APENDICE 2 - Medidas de condutividade molar para os complexos metalicos sintetizados (1-8) ¢

ATV
A (DMSO) An (DMSO) An(DMSO) An (DMSO) Ay (DMSO)
COMPLEXO (Ohm'cm’mol?) | (Ohm'cm’mol?) | (Ohm'cm?mol?) (Ohm'cm’mol!) | (Ohmcm?mol?)

Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 7 Dia 15
[Au(ATV)(PPh:)] H:0 12,69 14,51 12,53 12.41 11,84
[Ag(ATV)(PPhs)] 12,81 13,90 16,14 13,70 2,117
[Ag(ATV)] 12,03 12,56 12,31 11,47 10,31
[Cu(ATV),] 2,15 2.30 2.41 2.41 2,49
[Cu(ATV)x(H;0)1] 2,56 2,91 2,87 2,79 2,84
[Cu(ATV)(PPhy)s] 3,71 3,80 3,47 3,14 3,05
[Zn(ATV )2(H;0),]3H,0 4,58 4,60 5,14 4,79 5,54
[Zn(ATV)2(CH30H),] H,O 35,09 39,32 39,60 39,03 37,66
ATOVAQUONA 0,93 1,07 1,23 1,68 2,04

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023

APENDICE 3 - Tabela 3- Analise elementar para os complexos sintetizados (1-8)

COMPOSTO %C (%C*)  %H (%H*)

1 55.99 (55.81)  4.14 (4.29)
2 69.70 (69.77)  4.74 (4.85)
3 55.66 (55.62)  3.60 (4.00)
4 72.92 (73.05)  4.76 (5.03)
5 63.60 (64.48)  4.49 (4.81)
6 66.81 (66.48)  4.53 (4.54)
7 59,16 (59,54) 4,24 (5.18)

8 62,84 (59,85) 4,92 (5.23)

*CHN: %experimental (%calculado).

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023
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A

APENDICE 4 - Espectros de RMN para o complexo metalico (1)

Espectro de RMN 'H do complexo metalico (1)
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Espectro de RMN de *'P do complexo metalico (1)
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A

APENDICE 5 - Espectros de RMN para o complexo metalico (2)

Espectro de RMN de 'H para o complexo metalico (2)
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Espectro de RMN de '3C para o complexo metalico (2)
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APENDICE 6 - Espectros de RMN para o complexo metalico (3)

Espectro de RMN de 'H para o complexo metalico (3)
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Espectro de RMN de '*C do complexo metélico (3) em DMSO-ds
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Espectro de RMN de '3C para os complexos metalicos (2-3) comparado & ATV

Conplexe (2)

Cm.nmjn.nmnis

-

Cs7.210915,21152258

" BB

L iJ’xJk

B
Cu I
) I Cuos
Complexo (3) Cormu9152m15258
ICass
G Cu
G
oG . o

210 200 150 180 170 160 150 140 130 120 110 10D SO B0

£1 {ppm)

W G 50 40 30 20 10 0 -10

Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023



125

APENDICE 7 - Espectros de RMN para o complexo metalico (4)
Espectro de RMN de 'H do complexo metélico (4)
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APENDICE 8 - Espectros de RMN para o complexo metalico (7)

Espectro de RMN de 'H do complexo metalic
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Espectro de RMN de 13C para o complexo metalico (7)
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Espectro de RMN de '3C para o complexo metalico (7) comparado a ATV
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APENDICE 9 - Espectros de RMN para o complexo metalico (8)
Espectro de RMN de 'H do complexo metalico (8)
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Espectro de RMN de '3C para o complexo metalico (8)
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Espectro da titulacdo espectroscdpica da ferriprotoporfirina adicionando complexo metélico (2)

(40 %v/v DMSO pH 7,5)
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Espectro da titulacdo espectroscopica da ferriprotoporfirina adicionando complexo metalico
(3) (40 %v/v DMSO pH 7,5)
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023

Espectro da titulagdo espectroscopica da ferriprotoporfirina adicionando complexo metalico (4)

(40 %v/v DMSO pH 7,5)
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023
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Espectro da titulacdo espectroscdpica da ferriprotoporfirina adicionando complexo metalico (5)

(40 %v/v DMSO pH 7,5)
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023

Espectro da titulagdo espectroscopica da ferriprotoporfirina adicionando complexo metalico (6)

(40 %v/v DMSO pH 7,5)
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023
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Espectro da titulacdo espectroscdpica da ferriprotoporfirina adicionando complexo metalico (7)

(40 %v/v DMSO pH 7,5).
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023

Espectro da titulagdo espectroscopica da ferriprotoporfirina adicionando complexo metalico (8)

(40 %v/v DMSO pH 7,5)
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023
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APENDICE 11- INTERACAO COM DNA POR TITULACAO ESPECTROSCOPICA

Interagdo com DNA por titulagdo espectroscopica do complexo metalico (3)
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Fonte: Elaborada pela propria autora,2023

Interagao com DNA por titulagdo espectroscopica do complexo metalico (4)
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023
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Interagdo com DNA por titulagdo espectroscopica do complexo metalico (6)

Absorbancia
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023
Interagdo com DNA por titulagdo espectroscopica do complexo metalico (7)
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Fonte: Elaborada pela propria autora, 2023
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APENDICE 12 -ESTUDO DE VISCOSIDADE PARA OS COMPLEXOS METALICOS
VISCOSIDADE DOS COMPLEXOS METALICOS (2-8) COMPARADOS A CQ E CQDF

Viscosidade dos Complexos de Prata
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Fonte: Elaborado pela propria autora, 2023
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APENDICE 13 - ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DOS COMPLEXOS METALICOS

Curva termogravimétrica para o complexo metalico (1)
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Fonte: Departamento de quimica da UFMG, 2023

Curva termogravimétrica para o complexo metalico (2)
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Fonte: Departamento de quimica da UFMG, 2023



Curva termogravimétrica para o complexo metalico (3)

—— THAO124ad DTA
DITGA TGA — THAOI2tad TGA DTA
mg/min % — THAO121ad DITGA uy
o File Name: THAD12 tad
1 4 Diatector: DTG-80
< Acquisition Date2302/13 =0
ootk Acquisition Time!3:54:02{-0380)
N fhtloss -0 58dmg Sampie Name: MNLVIE
841385 Synp;iﬁ‘elgm 0.631[mq}
00k 0.00
0.0 i
-20.00
000
End 407.3
Wesght Loss Startn 108mg

0.2 End-17.116%  596.71C

[Temp Program] ;

Temp Rate Hold Temp Hold Time ~ Weight Losa -0.157mg 4000

(Gmin] [C ] [min] 24.881% :

sppg 1000 s0o o
x P
0.00 100.00 200.00 300.:00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Fonte: Departamento de quimica da UFMG, 2023

Curva termogravimétrica para o complexo metalico (4)
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Fonte: Departamento de quimica da UFMG, 2023

Curva termogravimétrica para o complexo metalico (5)
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Curva termogravimétrica para o complexo metalico (6)
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Fonte: Departamento de quimica da UFMG, 2023

Curva termogravimétrica para o complexo metélico (7)
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Fonte: Departamento de quimica da UFMG, 2023

Curva termogravimétrica para o complexo metélico (8)
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Fonte: Departamento de quimica da UFMG, 2023.
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Tabela A: Crystal data and structure refinement of Metal-ATV complexes (Dados fornecidos pelo Cristalografo).

Crystal data 1 2 4 7 8

Chemical formula C40H33AuCIOsP-O  (CsgHagsAgClO3P2),  CssHagClCuOsP2 C44H40C1o08Zn-2(H20) CasH44C120O8Zn-H,O

Mr 841.05 1996.44 953.89 869.06 879.10

Crystal system, space Orthorhombic, Monoclinic, Triclinic, Monoclinic, Monoclinic,

group P2221 P21 P-1 P21/c P21/n

Temperature (K) 292 291 291 292 292

a, b, c(A) 11.6627 (3), 9.13036 (18), 9.1894 (4), 9.8247 (5), 10.1178 (3),
12.2132 (4), 39.6718 (10), 14.4657 (8), 34.9408 (10), 33.9796 (7),
25.2344 (7) 13.5519 (3) 19.6569 (10) 15.8337 (8) 12.3549 (4)

a, 90, 90, 71.871 (5), 90, 90,

B, 90, 92.694 (2), 81.878 (4), 129.533 (8), 90.635 (3),

v (©) 90 90 86.042 (4) 90 90

V (A% 3594.36 (18) 4903.33 (19) 2457.5 (2) 4192.1 (5) 4247.3 (2)

Z 4 2 2 4 4

Radiation type MoKa CuKa CuKa MoKa MoKa

p (mm™) 4.25 4.76 2.09 0.77 0.76

Crystal size (mm) 0.25x0.19x0.07 0.49 x0.08 x 0.06 0.73 x 0.05 x 0.03 0.93 x 0.29 x 0.18 0.96 x 0.56 x 0.35

No. of measured, 41962, 25509, 15067, 84898, 78040,

independent and 6599, 6484, 2839, 7414, 8676,

observed [I>2c(I)] 5903 6237 2380 5954 6561

reflections

Rint 0.054 0.087 0.172 0.072 0.062

(sin 6/A)max (A™) 0.602 0.431 0.410 0.595 0.625

R[F2 > 26(F?)], 0.036, 0.070, 1.08  0.061, 0.157,1.00  0.077, 0.209, 1.03 0.081, 0.149, 1.20 0.068, 0.146, 1.11

wR(F?), S

No. of reflections 6599 6484 2839 7414 8676

No. of parameters 424 1171 587 537 556

No. of restraints 0 1 0 0 5

Apmax, Apmin 1.36, —0.60 0.58, —0.65 0.61,—-0.59 0.46,—0.43 0.30, —0.35

(eA”)

Fonte: Chris Hebert, Instituto Superior Técnico, Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal, 2022.
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