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RESUMO

Leishmaniose e esporotricose, resultantes de parasitas e fungos, impactam milhdes em
nacoes vulneraveis. A falta de vacinas eficazes e opgdes de tratamento limitadas destaca a
urgéncia de pesquisas para desenvolver novas terapias. Motivados por esses desafios, nesse
trabalho foram reportadas as sintese de doze complexos metalicos hibridos de Cu(Il),
[Cu(phen)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3)-3H20 (3), [Cu(diona)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3) - 5H20
(4), [Cu(dppz)(CTZ)(NO3)(H20)](NO3) - 2H20  (5), [Cu(phen)(KTZ)2(H20)(NO3)](NO3) -
2H,O - C4H10O  (6), [Cu(diona)(KTZ)(H2O)(NO3)](NO3) -  4HO  (7),
[Cu(dppz)(KTZ)(H20)(NO3)](NO3) - 2H20 (8) [Cu(phen)(ITZ)2(H20)(NO3)](NO3) - 2,2H>0
(9), [Cu(diona)(ITZ)(NO3)(H20)](NO3) - 5H20 (10), [Cu(dppz)(ITZ)(NO3)](NO3) (11),
{[Cu(phen)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 - 3H20 (12), {[Cu(diona)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 -
3H20 (13), {[Cu(dppz)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 + 3CH30H - 2H>O (14) dois hibridos de
Ag(l), [Ag(CTZ)(KTZ)]NOs - 2CH3CN - H20 (15) e [Ag(ITZ)(KTZ)]NOs - 1,4H20 (16) e o
complexo [Cu(PPh3),(ITZ);]NOs - 5SH>O (17). Todos os compostos foram caracterizados,
quando possivel, por meio das espectroscopias nas regioes do infravermelho (IV) e ultravioleta-
visivel (UV-Vis), massas (ESI-MS), ressonancia paramagnética eletronica (EPR), ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e '°C, e analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio
(CHN), indicando que todos os complexos de Cu(I) e Cu(Il) apresentam geometria octaédrica,
enquanto os dois hibridos de Ag(I) apresentam geometria linear. Todos os complexos de Cu(II)
demonstraram ser estaveis em solucdo de DMSO em um intervalo minimo de 24h, com a
excecao notavel do composto 4. Os estudos de interagdo com o DNA revelaram que todos os
complexos de Cu(Il) interagem com o DNA por intercalagdo, sendo capazes de clivar o DNA
em uma relacdo dose-dependente, delineando-o como alvo potencial desses compostos. Os
hibridos de Cu(Il) 4, 5, 8 ¢ 14 exibiram valores de ICso de 0,01401 uM, 0,0342 uM,0,01401 uM
e 0,01955 uM respectivamente em amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, apresentando
indices de seletividade superiores aos ligantes de origem e foram capazes de causar mudangas
morfoldgicas no parasita como arredondamento do corpo celular de acordo com as
microscopias eletronicas. Adicionalmente, os complexos 10, 11, 16 e 17 destacaram-se pela
excelente atividade frente aos fungos Candida (C.) albicans, Candida (C.) auris, Cryptococcus
(C.) neoformans, Aspergillus (A.) fumigatus e Sporothrix (S.) brasiliensis apresentando valores
de MIC menores que 0,5 uM, que foram inferiores as dos antifingicos convencionais. Ademais,
os complexos 16 e 17 sobressaem com os melhores valores de MIC, candidatando-se como
promissores agentes antifingicos.

Palavras-chave: Doencas Negligenciadas, Leishmaniose, fungos, hibridos metalicos, DNA.



ASTRATTO

La leishmaniosi e la sporotrichosi, derivanti da parassiti e funghi, colpiscono milioni di
persone nelle nazioni vulnerabili. La mancanza di vaccini efficaci e le limitate opzioni
terapeutiche evidenziano l'urgenza della ricerca di sviluppare nuove terapie. Motivati da queste
sfide, in questo lavoro abbiamo riportato la sintesi di dodici complessi ibridi di Cu(Il),
[Cu(phen)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3)-3H20 (3), [Cu(diona)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3) - 5H20
(4), [Cu(dppz)(CTZ)(NO3)(H20)](NO3) - 2H20  (5), [Cu(phen)(KTZ)2(H20)(NO3)](NO3) -
2H,O - C4Hi00  (6), [Cu(diona)(KTZ)(H20)(NO3)](NO3) - 4H,O  (7),
[Cu(dppz)(KTZ)(H20)(NO3)](NO3) - 2H20 (8) [Cu(phen)(ITZ)2(H20)(NO3)](NO3) - 2,2H,0
(9), [Cu(diona)(ITZ)(NO3)(H20)](NO3) - 5H20 (10), [Cu(dppz)(ITZ)(NO3)](NO3) (11),
{[Cu(phen)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 - 3H20 (12), {[Cu(diona)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 -
3H20 (13), {[Cu(dppz)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 - 3CH30H - 2H>0O (14) due ibridi di Ag(l),
[Ag(CTZ)(KTZ)]NO; - 2CH3CN - H20 (15) e [Ag(ITZ)YKTZ)INOs3 - 1,4H>0 (16) e il
complesso [Cu(PPh3)2(ITZ);]NOs - 5H>O (17). Tutti i composti sono stati caratterizzati,
quando possibile, mediante spettroscopia nelle regioni infrarosse (IR) e ultravioletto-visibile
(UV-Vis), masse (ESI-MS), risonanza paramagnetica elettronica (EPR), risonanza magnetica
nucleare (NMR) di 'H e 3C e analisi elementare di carbonio, idrogeno e azoto (CHN),
indicando che tutti 1 complessi Cu(I) e Cu(Il) hanno geometria ottaedrica. mentre i due ibridi
Ag(I) hanno geometria lineare. Tutti i complessi di Cu (II) hanno dimostrato di essere stabili in
soluzione di DMSO ad un intervallo minimo di 24 ore, con la notevole eccezione del composto
4. Gli studi sull'interazione del DNA hanno rivelato che tutti 1 complessi di Cu(Il) interagiscono
con il DNA per intercalazione, essendo in grado di scindere il DNA in una relazione dose-
dipendente, delineandolo come un potenziale bersaglio di questi composti. Gli ibridi di Cu(II)
4,5, 8 e 14 hanno mostrato valori di ICso rispettivamente di 0,01401 uM, 0,0342 u M, 0,01401
uM e 0,01955 puM in amastigoti di Leishmania (L.) amazonensis, presentavano indici di
selettivita superiori ai ligandi di origine e sono stati in grado di causare cambiamenti
morfologici nel parassita, come l'arrotondamento del corpo cellulare secondo la microscopia
elettronica. Inoltre, i complessi 10, 11, 16 e 17 si sono distinti per la loro eccellente attivita
contro 1 funghi Candida (C.) albicans, Candida (C.) auris, Cryptococcus (C.) neoformans,
Aspergillus (A.) fumigatus e Sporothrix (S.) brasiliensis con valori di MIC inferiori a 0,5 uM,
inferiori a quelli degli antimicotici convenzionali. Inoltre, i complessi 16 e 17 si distinguono

per 1 migliori valori di MIC, essendo candidati come promettenti agenti antimicotici.

Keywords: Malattie Neglette, Leishmaniosi, funghi, ibridi metallici, DNA.
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1. INTRODUCAO

Doencgas negligenciadas constituem um grupo de enfermidades que impactam
predominantemente populagdes em regides com baixo desenvolvimento socioecondomico,
recebendo escassa aten¢@o da industria farmacéutica e de pesquisas médicas. Essas condigdes
frequentemente se manifestam em areas tropicais e subtropicais, onde as condi¢gdes de vida e
saneamento sao precarias. Afetando bilhdes de individuos, essas doengas acarretam uma carga
expressiva de morbidade e mortalidade, no entanto, sdo frequentemente relegadas a segundo
plano no que se refere a investimentos em pesquisa, prevencao e tratamento (WHO, 2023).

Destacam-se a leishmaniose e a esporotricose, originadas por parasitas e fungos
respectivamente. A falta de aportes em pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos,
aliada a limitagdo no acesso a cuidados basicos de saude, contribui para a perpetuacao dessas

condi¢des em comunidades vulneraveis (Ong et al., 2018; WHO, 2023).

1.1. LEISHMANIOSE

A leishmaniose ¢ uma doenca infecciosa que pode ser causada por varias espécies de
protozodrios intracelulares pertencentes ao género Leishmania (Akhoundi et al., 2016). Essa
antropozoonose ¢ endémica em paises em vulnerabilidade socioecondmica presentes em
continentes como Asia, Africa, América Latina e regides mediterraneas e por isso é considerada
uma doencga negligenciada, sendo a doenga parasitaria mais letal, atrds somente da malaria (Ong
et al., 2018).

Atualmente, existem mais de 21 espécies de Leishmania diferentes responsaveis pelas
varias manifestagdes clinicas de leishmaniose em humanos, das quais podemos destacar
Leishmania (Leishmania) mexicana, L. (L.) donovani, L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica e L.
(L.) major; enquanto o subgénero Viannia ¢ composto pelos complexos L. (Viannia)
braziliensis e L. (V.) guyanensis (Real et al., 2013). A transmissdo pode ser feita por cerca de
166 espécies de insetos comprovados ou relatados como possiveis vetores para o parasito
(Akhoundi et al., 2016), dos quais os flebotomineos dos géneros Lutzomyia € Phebotomus se
destacam por serem os principais transmissores, podendo utilizar como hospedeiros mamiferos
os canideos selvagens das espécies Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) e Speothos venaticus
(cachorro vinagre), os gambds Didelphis marsupialis e D. albiventris, o cachorro doméstico e

principalmente os humanos (Alvar ef al., 2012; Paiva-Cavalcanti et al., 2015).
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A leishmaniose apresenta diversas manifestagdes clinicas de elevada complexidade,
dividindo-se principalmente em duas categorias nosologicas: leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose tegumentar, conhecida como leishmaniose tegumentar americana (LTA) no
continente americano (Pace et al., 2015). A LTA, por sua vez, subdivide-se em leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutanea difusa.

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, ¢ uma das formas mais
graves da doenca. A taxa de letalidade ¢ elevada, com aproximadamente 95% dos ndo tratados
vindo ao 6bito devido a enfermidade. Mesmo entre os pacientes em tratamento, cerca de 10%
ndo resistem, resultando em uma alta taxa de mortalidade. As espécies L. donovoni e L.
infantum sdo as principais causadoras da LV. Os sintomas clinicos incluem febre progressiva,
perda de peso, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia. Complicacdes mais
severas, como imunossupressao, infecgdes bacterianas secundarias e anemia, estdo associadas
a sinais de alto risco de mortalidade, como ictericia, debilidade e coinfec¢do com HIV (Pace et
al., 2014).

A leishmaniose cutdnea (LC) ¢ mais comum no Brasil, manifestando-se como lesdes
cutaneas ulceradas, principalmente em areas expostas do corpo, como bragos ou rosto, podendo
cicatrizar espontaneamente, mas deixando marcas permanentes. Estima-se anualmente de
600.000 a 1 milhao de novos casos em todo o mundo, causados principalmente por espécies
como L. major, L. braziliensis, L. mexicana, € ocasionalmente, L. amazonesis (OPAS et al.,
2023).

Na leishmaniose mucocutanea (LMC), o parasito tem tropismo pela mucosa oral e nasal,
sendo caracterizada por acdo mutilante que, além da dor extrema, pode gerar disturbios
psicolégicos, incluindo depressdo, devido ao estigma social associado a doenca (Pace et al.,
2014). Espécies como L. amazonensis, L. braziliensis e L. major estdo envolvidas na

disseminagdo da LMC. (OPAS et al., 2023).

1.1.1. Ciclo de vida do parasita

O parasita do género Leishmania ¢ dimoérfico e possui um ciclo bioldgico heteroxeno
no qual dois hospedeiros sao necessarios para se completar o ciclo, que envolve um hospedeiro
invertebrado e um vertebrado (Figura 1). O hospedeiro invertebrado ¢ infectado pelas formas
promastigotas flageladas do parasita, enquanto as formas amastigotas intracelulares podem
infectar células do sistema imunologico, como macrofagos dos hospedeiros vertebrados

(Docampo & Moreno et al., 2011). Além disso, o principal mecanismo de transmissdo do
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parasito entre os hospedeiros ocorre quando o inseto vetor se alimenta do sangue do hospedeiro
vertebrado, como seres humanos, caes, roedores e marsupiais (Burza; Croft; Boelaert, 2018).
No hospedeiro, as formas promastigotas do parasita invadem células de macrofagos e
diferenciam-se nas formas amastigotas intracelulares que diferem pela perda de seu flagelo
além de apresentar corpo celular em formato ovoide, ndo atuando como estrutura especializada

em mobilidade (Coelho et al., 2016).

Figura 1 - Ciclo de reproducao do protozoario Leishmania spp. Alternando em suas fases

amastigotas e promastigotas.
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1.1.2. Epidemiologia

Conforme dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS), as diversas manifestagcdes
clinicas da Leishmaniose estdo registradas em mais de 98 nacdes (Alvar ef al., 2012).

No caso da leishmaniose cutanea (LC), a estimativa global de incidéncia varia de 0,6 a
1 milhdao de casos. A leishmaniose mucocutanea apresenta uma estimativa anual de cerca de
35.000 casos, concentrando-se principalmente em nagdes como Brasil, Peru, Etiopia e Bolivia
(OMS et al., 2021).

Nesse contexto, essas informacdes sublinham a urgéncia e a importdncia de se
aprofundar no estudo dessa condi¢do, considerando que entre 20.000 e 30.000 individuos
perdem a vida devido a essa enfermidade, e cerca de 1 bilhdo de pessoas residem em locais com

potencial risco de infec¢do. Conforme os dados compilados pela Organizagdo Mundial da
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Satde (OMS), a leishmaniose figura como a segunda doencga parasitidria com maior taxa de

mortalidade (Alvar et al., 2012).
1.1.3. Tratamento quimioterapido

Atualmente, a quimioterapia para leishmanioses ¢ categorizada em primeira linha de
tratamento e drogas de segunda linha. Na primeira linha, destacam-se os antimoniais
pentavalentes como o pentostam e glucantime, variando de acordo com o continente e pais. Por
outro lado, a anfotericina B, a pentamidina e a miltefosina s3o consideradas farmacos de
segunda escolha, indicados para casos de resisténcia ao primeiro grupo (OPAS et al., 2023)

(Figura 2).

Figura 2 - Estruturas moleculares do pentostam, pentamidina, anfotericina B e miltefosina.
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Os antimoniais pentavalentes continuam sendo a abordagem terapéutica principal para
leishmanioses em varios paises, apesar da variagdo de eficidcia conforme a forma clinica e a
espécie causadora (Tiuman et al., 2011). Contudo, seu uso pode acarretar efeitos adversos
graves, incluindo desconforto abdominal, arritmias cardiacas, encefalites e anorexia, refletindo
a consideravel toxicidade. A longa duragdo e a administra¢do intravenosa dificultam o acesso e
aumentam a interrup¢do do tratamento, favorecendo o surgimento de parasitas resistentes
(Sundar et al., 2001; Frézard et al., 2009).

Estudos apontam que esses medicamentos tém multiplos alvos bioquimicos, como

enzimas glicoliticas, fosforilagdo de ADP e B-oxidagdo de acidos graxos (Sigh et al., 2023).
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Embora sejam considerados de primeira escolha para leishmanioses hd quase um século,
persistem lacunas no entendimento de seus mecanismos de agdo (Santos et al., 2008). Os
antimoniais pentavalentes, estibogluconato de sodio (Pentostan®) e antimoniato de meglumina
(Glucantime®), tém sido a principal op¢ao terapéutica, mas sua eficacia ¢ limitada em regides
de Bihar, India, ¢ Nepal, onde hd aumento de resisténcia. Isso destaca a urgéncia de explorar
novas vias metabdlicas e regimes terapéuticos (Rijal ef al., 2003; Sundar; Chakravarty et al.,
2015).

Embora o mecanismo de agdo desses farmacos ainda ndo esteja completamente
definido, ha indicios de que o Sb(IIl) seja mais potente que o Sb(V) em amastigotas e
promastigotas de pelo menos trés espécies de Leishmania. Sugere-se que a atividade desses
compostos esteja relacionada a reducdo intramacrofagica do Sb(V) para o Sb(Ill) (Rath ef al.,
2003). Apesar de seu sucesso global, esses compostos tém efeitos colaterais graves, incluindo
cardiotoxicidade, insuficiéncia renal reversivel, pancreatite, anemia e leucopenia. Além disso,
ha o risco de resisténcia ao antimoénio pelo parasita, especialmente nas formas visceral e
mucocutanea da leishmaniose (ONG ef al.,, 2019).

A anfotericina B ¢ considerada tratamento de segunda linha para leishmanioses. Este
farmaco tem afinidade pelo ergosterol presente nas membranas de tripanossomatideos e fungos,
sendo usado também para micoses sistémicas. Para reduzir toxicidade, desenvolveu-se a
anfotericina B lipossomal, mais eficaz, mas de producdo onerosa e limitada distribuicdo em
areas carentes. Além disso, ¢ instavel em altas temperaturas (Laniado-labori; Cabrales-Vargas
et al., 2009; Hendrickx et al., 2017). Apesar da eficacia, a administracdo intravenosa da
anfotericina B ¢ nefrotoxica, causando danos aos tubulos renais e acimulo de sal de Ca(Il)
(Croft et al, 2003; Coombs et al., 2003).

A miltefosina, inicialmente desenvolvida para tratamento de céancer, foi o primeiro
farmaco oral utilizado contra leishmanioses na fndia em 2002 (Sundar et al., 2002; Costa Filho
et al., 2008). Estudos clinicos de fase III e IV, com doses de 50-100 mg/dia, mostraram mais
de 90% de cura, estabelecendo-a como medicamento de primeira escolha por anos. No entanto,
resisténcia rapida ao tratamento, devido ao uso indiscriminado e sua longa meia-vida de
aproximadamente 152 horas (Sundar ef al., 2012; Boelaert et al., 2018), reduziu sua frequéncia
de uso. Assim como outros tratamentos, a miltefosina causa efeitos colaterais gastrointestinais,
hepatotoxicidade e é contraindicada em gestantes devido a suas caracteristicas teratogénicas
(oliveira et al., 2011; Dorlo et al., 2012). A miltefosina inibe a biossintese de fosfolipideos e

esterdis na membrana celular, causando danos severos aos parasitos, como perda da
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permeabilidade seletiva da membrana plasmatica e comprometimento dos mecanismos de
sinalizagdo, levando a morte celular por apoptose (Godinho et al., 2012).

A pentamidina ¢ um medicamento de segunda escolha para leishmanioses, sendo sua
selecdo baseada no quadro clinico. Seus mecanismos de agdo, embora ndo completamente
elucidados, indicam a¢do na mitocondria, resultando na diminui¢do do potencial de membrana
mitocondrial (Olliaro et al., 2015). Apesar de seu uso no tratamento, a pentamidina apresenta
eficacia limitada e efeitos adversos, incluindo diabetes, miocardite e alta toxicidade renal
(Sundar; Chakravarty; Menezes, 2015).

Diante dos desafios no tratamento das leishmanioses, incluindo a resisténcia do parasita
a farmacos de primeira e segunda linha, juntamente com os impactantes efeitos colaterais
observados nos pacientes, a pesquisa tem se voltado para alternativas sintéticas de combate a
essa enfermidade, considerando a inexisténcia de uma vacina eficaz (Navarro, et al., 2021).
Nesse contexto, destacam-se os derivados azdlicos (Figura 3) comercializados como

antifingicos que vem apresentando interessantes resultados frente a leishmaniose.
Figura 3 - Estrutura molecular de firmacos antifingicos.
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Os protozodarios pertencentes ao género Leishmania constituem organismos eucaridticos
unicelulares cuja membrana plasmatica trilaminar ¢ composta por proteinas, lipideos e
carboidratos, sendo andloga a de outros organismos (DE Souza et al., 2010). Os esterdis
desempenham papel crucial na manutencdo da estrutura e fun¢do da membrana, enquanto os
lipideos apresentam distribuicdo variada nesta. A familia Trypanosomatidae, englobando

géneros como Leishmania e Trypanosoma, além de fungos, requer a presenca de ergosterol e
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outros esterois 24-metilados, ausentes nas células de mamiferos. Embora o colesterol, principal
esterol nas células de mamiferos, compartilhe semelhangas estruturais com o ergosterol,
existem diferencas significativas entre ambos.

Derivados azoélicos sdo descritos como uma classe de compostos que inibem a enzima
C14-a demetilase (CYP51A1), a qual € muito importante e esta presente no ciclo da biossintese
de esterdis, tais como o ergosterol, que faz parte da constituicdo da membrana do parasita do
género Leishmania e alguns fungos, como o Sporothrix schenckii, e do colesterol (presente em
humanos) (Lepesheva; Waterman, 2011). Tal enzima converte o lanosterol (intermediario na
biossintese do ergoesterol) a outros intermedidrios presentes no ciclo de biossintese do
ergosterol, essencial para a sobrevivéncia do parasita ou fungo. Tal fato tem sido utilizado como
ponto chave no desenvolvimento de farmacos com potencial leishmanicida e fungicida (Ong et
al., 2019).

O clotrimazol (CTZ) e o cetoconazol (KTZ) sdao derivados imidazoélicos sintéticos
inicialmente empregados no tratamento de micoses sist€émicas. Enfrentaram desafios quando
administrados por via oral devido a rapida metabolizagdo hepatica, resultando em
hepatotoxicidade e reducdo da eficacia, além de causarem efeitos colaterais como nauseas,
alteragdes neuroldgicas e complicacdes gastrointestinais (Crowley et al., 2014; Blum ef al.,
2009). Ambos atuam como inibidores classicos reversiveis da biossintese de ergosterol,
inibindo a enzima lanosterol-C14-a-demetilase (CYP51), impedindo a conversdo do lanosterol
em zimosterol e, assim, a formacao final do ergosterol (Rodrigues et al., 2002; Macedo-Silva
et al., 2013). O KTZ foi amplamente utilizado em estudos, inclusive em pesquisas sobre a
quimioterapia para leishmanioses (Souza, Rodrigues et al., 2009). A abordagem terapéutica
combinada surge como uma ferramenta essencial para mitigar a toxicidade e os efeitos
adversos. Diversas combinagdes envolvendo o KTZ por via oral em conjunto com antimoniais
intralesionais foram testadas no tratamento de leishmaniose cutanea localizada, embora tenham
sido associadas a efeitos colaterais hepaticos e hormonais (Mcgwire; Satoskar, 2014).

O fluconazol (FLZ) e o itraconazol (ITZ) sdo compostos pertencentes a classe dos
triazois e sdo utilizados como farmacos antifingicos. Seu mecanismo de a¢ao envolve a inibi¢ao
da enzima lanosterol 14-a-demetilase, um intermediario crucial na biossintese do ergosterol
presente na membrana celular de fungos e tripanossomatideos (Ishida et al., 2011). A aplicagao
desses compostos em tripanossomatideos tem sido investigada devido a sua baixa toxicidade.
Além do papel consolidado no tratamento de diversas infecg¢des fingicas, o I'TZ tem sido objeto
de estudo para avaliar sua eficdcia em tripanossomatideos, destacando-se por sua baixa

toxicidade em comparag¢ao com outros agentes antifingicos. Essa propriedade faz do I'TZ uma
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alternativa promissora para futuros desenvolvimentos terapéuticos no ambito das doengas

parasitarias (Emad et al., 2011; Sklavos et al., 2010).

1.2. ESPOROTRICOSE

A esporotricose, uma condi¢ao causada pelo fungo termodimoérfico Sporothrix spp.
representa uma doenga cosmopolita presente em areas tropicais e subtropicais. Destacando-se como
a micose subcutanea mais prevalente na América Latina, experimentou um aumento significativo
nas ultimas duas décadas em paises como Brasil, India, México e Estados Unidos (Orofino-Costa
et al., 2017; Rasamoelina et al., 2017). Em 2007, uma proposta de reclassificagdo do agente
Sporothrix schenckii, baseada em andlises fenotipicas e genotipicas, identificou a espécie
Sporothrix brasiliensis como responsavel pela esporotricose no Brasil (Marimon ef al., 2007).

No estado do Rio de Janeiro, especialmente, a esporotricose humana tem sido associada a
transmissao por mordidas e arranhdes de gatos infectados, resultando em um consideravel nimero
de casos relatados desde 2015. A incidéncia total de casos suspeitos alcangou cerca de 4722, com
319 casos confirmados no primeiro semestre de 2018, apresentando uma taxa de confirmacao de
68,7% (Almeida et al., 2018). Além do Rio de Janeiro, os estados do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
lideram as estatisticas de transmissao da doenga, afetando predominantemente homens adultos
envolvidos em atividades que os expdem ao agente etiologico, como trabalhadores rurais
(Chakrabarti et al., 2014).

Essa espécie de fungo adota duas formas em seu ciclo de vida: micelial, presente na
natureza, ¢ levedura, que assume uma forma parasitdria ao infectar humanos e animais. A
transmissao ocorre por meio de traumas causados por espinhos, palha, lascas de madeira, contato
com vegetais em decomposi¢ao, arranhaduras ou mordeduras de animais infectados, sendo os gatos
os principais transmissores (Brasil, 2018).

Para o tratamento da esporotricose humana, o I'TZ, o iodeto de potassio € o complexo
lipidico de anfotericina B sdo as opgdes disponiveis. O Sistema Unico de Satide (SUS) no Brasil
oferece gratuitamente o I'TZ e o complexo lipidico de anfotericina B. O tratamento pode variar de
trés a seis meses, ou at¢ um ano, dependendo do paciente (Rasamoelina ef al., 2017). Apesar dos
tratamentos existentes, os farmacos utilizados apresentam efeitos colaterais significativos, € em
casos isolados, alguns pacientes tém mostrado baixa sensibilidade ao ITZ (Kauffman et al., 2007).
Portanto, hd uma busca urgente por agentes antifingicos mais eficazes contra esse agente

etiologico.
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1.3. COMPLEXOS METALICOS EM MEDICINA

Os complexos metalicos tém desfrutado de ampla aplicagdo no diagnostico e tratamento de
diversas doengas, impulsionados por suas propriedades medicinais. Esses compostos inorganicos
oferecem uma gama diversificada de aplicagdes na area médica, incluindo o tratamento de
enfermidades como cancer e artrite (Lazarevi¢ ef al., 2017). Um exemplo notavel ¢ a cisplatina
(Figura 4a), um farmaco bem-sucedido no combate ao cancer, embora apresente varios efeitos
colaterais. Como resposta a essas limita¢des, foram desenvolvidos complexos metalicos derivados
da cisplatina, conhecidos como farmacos de segunda e terceira geracoes (Figuras 4b e 4c¢), que
demonstraram ser mais eficazes e menos toxicos. Essas inovacdes foram subsequentemente

aprovadas para uso clinico (Sigel et al., 2018).

Figura 4 - Estruturas moleculares da cisplatina (a), e dos derivados de segunda (b) e terceira

geragdo (c).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Com os notaveis sucessos da cisplatina e suas geragdes no tratamento de diversos tipos de
cancer, o interesse na pesquisa € desenvolvimento de outros metalofdrmacos, envolvendo diferentes
metais de transi¢do, tem crescido significativamente. Na Figura S encontram-se as estruturas
moleculares de diversos complexos metalicos com variadas propriedades biologicas. Complexos
de Ru(Il) como TLD-1433, e Ru(Ill) como NAMI-A, KP1019, assim como o titanoceno, um
complexo de Ti(IV), sdo exemplos de compostos de coordenagdo que avangaram para testes
clinicos como candidatos a drogas antitumorais, embora ainda ndo tenham sido comercializados

como farmacos anticancerigenos. A auranofina, originalmente empregada no tratamento da artrite
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reumatoide, revelou atividade anticancer e esta atualmente em fase de testes clinicos (Meléndez,
2002; Wee; Dyson, 2006; Cini, et al., 2017, Yeo et al., 2018). Além disso, ¢ importante ressaltar
que a Ferroquina avangou para a fase clinica de desenvolvimento como um possivel agente
antimalarico. ¢ 0 BMOV tem demonstrado promissoras propriedades no controle da diabetes em
estudos pré-clinicos, o que justifica seu avango para possiveis ensaios clinicos visando a
confirmagdo de sua eficdcia e seguranga como uma terapia para essa doenca metabolica. E por
ultimo, sabe-se que o complexo de Pd(II) TOOLAD soluble® foi aprovado para o tratamento do
cancer de prostata no México, e atualmente esta em fase clinica II e III nos Estados Unidos. Essas
descobertas evidenciam a diversidade de aplicagdes terapéuticas que podem ser exploradas a partir

de complexos metalicos, destacando sua importancia na pesquisa de novos farmacos (Boros, 2020).

Figura 5 - Estruturas moleculares de complexos metalicos em fase clinica.
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Embora as pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novas terapias para as doengas
mencionadas estejam avancadas, ¢ evidente que o uso de metalofirmacos como agentes
antiparasitarios e antifingicos permanece pouco explorado, destacando a necessidade premente de
alternativas ndo toxicas e eficazes contra parasitas e fungos (Navarro et al., 2021).

A inibicdo da biossintese do ergosterol ¢ um alvo crucial no desenvolvimento de
leishmanicidas e antifingicos, como KTZ, CTZ, ITZ ¢ FLZ. Com base no sinergismo metal-
farmaco, Sanchez-Delgado e colaboradores (1997) pioneiramente desenvolveram uma série de
compostos contendo metais de transi¢do, como ruténio, cobre, ouro, platina e rodio coordenados
por KTZ e CTZ (Sanchez-delgado ef al., 1998).

O primeiro complexo metalico do tipo M-CTZ relatado foi o [Ru(CTZ),Cl,] (Figura 6), o
qual € o primeiro registro de um complexo de Ru(Il) branco, o que intrigou os autores. No geral, os
complexos de Ru(Il) apresentam coloragdo escura como marrom e violeta além de adotarem
geometria octaédrica. Porém esse composto de Ru(Il), além de apresentar coloragdo branca, adotou
a geometria tetraédrica como a mais estavel, apresentando configuracdo de 14 elétrons e muito
estavel. Esse novo composto apresentou excepcional atividade antiparasitaria, que, a0 comparar
com o CTZ livre, demonstrou inibir o crescimento da forma epimastigota do Trypanossoma cruzi
em 100% a uma concentragdo de 10 uM. Os valores de ICso foram calculados como 0,1 pM e 1 uM
para [Ru(CTZ).Clz] e CTZ, respectivamente, corroborando que, apos a coordenagdo, o complexo
metalico contendo CTZ exibiu atividade superior ao ligante livre. Subsequentemente, foi relatada
a sintese de novos complexos metalicos contendo o CTZ coordenado a diferentes metais de
transi¢do como o rodio, cobre, platina, ouro e ésmio que demonstraram promissores atividades

antiparasitarias (Ong et al., 2019; Navarro et al., 2021).

Figura 6 - Estrutura molecular do complexo metalico Ru(CTZ),Cl.
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Considerando os promissores resultados obtidos para os complexos derivados do CTZ uma
série subsequente de compostos de Ru(Il) e Ru(Ill) coordenados por KTZ e CTZ foi sintetizada
por Navarro e colaboradores (2000) (Figura 7).

Figura 7 - Estruturas moleculares dos complexos metalicos Ru(KTZ)Cl> e
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Esses complexos metalicos foram avaliados a uma concentragdo de 1 pM nas células
epimastigotas do 7. cruzi, revelando porcentagens de inibicdo no crescimento dessa forma do
parasita superiores as do KTZ livre (20,3%) (Navarro et al., 2000) destacando o aumento da
atividade antiparasitéria do ligante apds a coordenagao, evidenciando o efeito sinérgico. Com base
nos interessantes resultados obtidos para os complexos de Ru(Il) e Ru(Ill) supramencionados,
foram realizadas as sinteses de novos complexos metalicos contendo o KTZ e o CTZ empregando
diferentes metais de transi¢do como o cobre € o ouro, 0s quais demonstraram promissores
resultados, sendo capazes de inibir de forma significativa a proliferacdo dos parasitas causadores da
leishmaniose, sendo mais ativos que os ligantes azolicos livres (Navarro et al., 2021).

Diante dos resultados promissores alcangados com complexos metdlicos que incorporam
ligantes azolicos, Navarro e colaboradores (2019) sintetizaram dois novos complexos de zinco(II)
contendo o ITZ (Figura 8) que ¢ um potente agente antifiingico usado para o tratamento da
esporotricose. Esses complexos demonstraram atividade excepcional frente a doengas parasitarias
como leishmaniose, doenga de Chagas, toxoplasmose e fingicas como a esporotricose, exibindo
valores de ICsp em concentragdes nano molares. Além disso, destacam-se pela baixa toxicidade e

excelentes indices de seletividade (de Azevedo-Franga, et al.,2019).



bacteriostatica residual,

Figura 8 - Estruturas moleculares dos complexos de Zn(II)-ITZ com atividades
antiparasitaria e antifingica.
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1.3.1. Complexos de prata

A prata tem sido empregada na medicina hd muitos anos, encontrando-se em cateteres,

Figura 9 - Estruturas moleculares do nitrato de Ag(I) e da sulfadiazina de Ag(]).

()
\ ,N\rN\
0 ‘0 |
Il N~
’Nt H,N
0 O 2

Nitrato de prata(l) Sulfadiazina de prata(l)

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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implantes cardiacos, proteses Osseas, suturas, agulhas cirurgicas, odontologia e tecidos
cirargicos, entre outros. No que diz respeito as suas propriedades antimicrobianas e
antiflingicas, os compostos de prata sdo conhecidos ha séculos, pois os primeiros manuscritos
sobre sua utilizacdo descrevem sua aplicagdo na medicina e na purificagdo da agua. Essas
propriedades sao atribuidas ao ion Ag(I), que exerce agdo bactericida imediata e acdo
precipitando proteinas e agindo diretamente na membrana
citoplasmatica desses organismos. Como exemplo, podemos mencionar o uso do nitrato de
prata(I) e da sulfadiazina de prata(I) no tratamento de varias infec¢des (Figura 9) (Lansdown,

2006; Banti, Hadjikakou, 2013; Souza, et al., 2013).



43

Recentemente, foram sintetizados dois complexos de Ag(I) contendo o Benznidazol
(BZN) como ligante nitro-imidazolico: o complexo [Ag(BZN);]NO3 e o complexo
[Ag(BZN)2(PPh3)2]NO3 (Figura 10). Ambos os compostos foram avaliados frente ao
Trypanosoma cruzi, agente etioldogico da doenca de Chagas, revelando-se pelo menos cinco
vezes mais eficazes que o BZN, farmaco utilizado rotineiramente no tratamento dessa
patologia. Esses resultados evidenciam as vantagens do efeito sinérgico ao coordenar um

farmaco organico a um ion metalico (de Souza, et al. 2023).

Figura 10 - Estruturas moleculares dos complexos de Ag(I)-BZN com atividade frente a
Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

De modo similar, Navarro e colaboradores (2023) sintetizaram dois complexos de Ag(]),
0 [Ag(CTZ):INO3 e o [Ag(KTZ)]NO3 que apresentaram  promissoras atividades

antiproliferativas frente a células cancerigenas.

Figura 11 - Estruturas moleculares dos complexos de Ag-BZN com atividade frente a
Trypanosoma cruzi.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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As informagdes fornecidas desempenham um papel crucial no estimulo a pesquisa e
desenvolvimento de novos compostos de coordenagao baseados no ion Ag(I). A literatura cientifica
sustenta a versatilidade dos complexos de Ag(I), indicando um vasto espectro de aplicagdes
potenciais desses compostos no campo medicinal. A explora¢do dessas propriedades abre portas
para a concep¢do e sintese de compostos mais especializados e eficazes, potencialmente
apresentando propriedades farmacologicas aprimoradas. Essa abordagem mais aprofundada pode
levar a avangos significativos na criagdo de agentes terapéuticos mais eficazes e especificos,

fundamentados na rica quimica de coordenacao do ion Ag(I).

1.3.2. Complexos de cobre

O cobre tem sido muito explorado na tentativa de se obter alternativas no tratamento de
doencas parasitarias. Esse metal, assim como o zinco, ¢ considerado-endégeno, ou seja, ja esta em
diversas biomoléculas, como proteinas no corpo humano e ¢ essencial para a manutengdo da vida,
além de ser um metal mais barato ¢ menos toxico (Baran et al., 2005; Gissot et al., 2017,
Mokhtaruddin et al., 2017; Navarro et al., 2001, 2003, 2005, 2008).

O cobre apresenta-se nos estados de oxidagao Cu(0), Cu(I) e Cu(Il), sendo que os estados
Cu(I) e Cu(Il) sao encontrados em sistemas bioldgicos. A pesquisa tem se voltado para os ions Cu(I)
e Cu(ll), investigando variacdes em sua distribuicdo eletronica e suas distintas atividades
biomédicas (Melnik, Kabesova ef al., 2000). Reconhecido como um componente biologicamente
ativo, o cobre desempenha um papel crucial em organismos que habitam ambientes ricos em
oxigénio (Reedijuk ef al., 1987). Essencial para diversas enzimas e proteinas, a presenga ou
auséncia de cobre pode estar associada a diferentes condigdes patologicas, como a doenga de
Wilson, doenga de Menkes e neurodegeneracao (Tisato, 2010).

No ambito do tratamento de infecgdes causadas por diversos microrganismos, incluindo
tripanossomatideos e fungos, pesquisadores tém desenvolvido complexos metalicos contendo
cobre. Essa abordagem ¢ motivada pelo amplo espectro de atividade do cobre em processos
essenciais para o metabolismo celular (Navarro et al., 2003). Como exemplo, um recente
trabalho demonstrou que os inibidores da biossintese do ergosterol como o CTZ ¢ KTZ
coordenados aos ions de Cu(Il) (Figura 12) apresentaram excelentes atividades frente a
espécies de fungos, demonstrando serem grandes aliados ao combate a infecgdes fingicas (de

Azevedo-Francga et al., 2021).
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Figura 12 - Estruturas moleculares dos complexos de Cu(Il)-KTZ testados em esporotricose.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Resultados notéveis foram alcangados por meio de complexos fosfinicos de Cu(I)
[Cu(KTZ)2(PPh3)2](NO3) e [Cu(CTZ)2(PPh3);]J(NO3) (Figura 13). Esses complexos
apresentaram atividades anti-Sporothrix altamente promissoras, evidenciando indices de
seletividade excepcionais. Comparativamente, mostraram-se mais ativos e seletivos em

comparagdo com os ligantes imidazdlicos isolados (Gagini ef al., 2018).

Figura 13 - Estruturas moleculares dos complexos de Cu(l)-PPhs testados em esporotricose.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Em uma abordagem mais contemporanea, um estudo recente revelou que a coordenacao
do FLZ a ions de Cu(Il) resultou na formag¢ao de polimeros de coordenacao com a capacidade
notavel de inibir o crescimento de parasitas responsaveis pela doenca de Chagas. Este efeito
inibitério ndo ¢ observado quando o FLZ ndo esta coordenado (de Azevedo-Franga et al.,
2022). Essas descobertas ressaltam a importancia da coordenagao especifica de farmacos a ions
metalicos na potencializa¢ao de propriedades terapéuticas, abrindo perspectivas significativas

para o desenvolvimento de agentes mais eficazes no tratamento de doengas especificas.
1.4.  ODNA

O 4cido desoxirribonucleico (DNA) ¢ uma macromolécula em configuracdo de dupla
hélice, constituida por unidades repetitivas compostas por uma base nitrogenada, um grupo
fosfato ¢ uma molécula de 2'-desoxi-D-ribose (Figura 14). Essa estrutura oferece amplas

oportunidades para interagdes com diversas substancias, incluindo varios complexos metalicos.

Figura 14 - Modelo da estrutura do DNA
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Essas interagdes podem se manifestar de maneira covalente, ocorrendo a ligagdo do metal
as bases nitrogenadas ou ao grupo fosfato, e de maneira ndo-covalente, por meio de interagdes
eletrostaticas entre o complexo e o fosfato, intercalacdo entre os pares de bases do DNA, ou ainda
por meio de interacdes hidrofobicas (Figura 15) (Barra; Netto, 2015; Kellett ef al., 2019).

A cadeia de agticar-fosfato, de natureza anidnica, ¢ hidrofilica e permanece em contato com

o meio intracelular aquoso, enquanto as bases nitrogenadas, de carater mais hidrofobico e plano,
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orientam-se para o interior. Essa orientagdo propicia a formacao de duas cavidades, conhecidas
como sulcos maior e menor. O DNA, por sua vez, atua como um repositorio de informagdes
genéticas na cé€lula, transmitindo dados cruciais sobre a sintese e funcionamento de proteinas
essenciais para a sobrevivéncia do organismo (Kellett et al., 2019).

Observa-se, conforme ilustrado na figura anterior, que o DNA exibe uma Estrutura
molecular complexa, permitindo diversas formas de interacdo com complexos metalicos. Essas
interagdes, em sua esséncia, podem ser categorizadas como reversiveis, irreversiveis ou ambas. Em
muitos casos, as interagdes irreversiveis implicam ligagdes covalentes, como exemplificado pela
cisplatina, que, no meio intracelular, sofre hidrdlise, perdendo cloretos e permitindo a ligacdo direta
do centro metélico ao DNA (Figura 15a) (Kelland, 2007). Por outro lado, as interagdes reversiveis
englobam intercalacdo (Figura 15b), onde uma molécula aromaética se insere entre pares de bases
do DNA. Além disso, essas interagoes podem se dar por meio de forgas eletrostaticas entre o
complexo carregado positivamente e os grupos fosfato carregados negativamente, ou por interagao
por inser¢do, na qual o complexo metalico desloca e substitui uma regido do DNA (Figura 15¢)

(Kellett et al., 2019).

Figura 15 - a) cisplatina ligada covalentemente ao DNA, (b) intercalagdo do A-

[Ru(phen)2(dppz)]** e (c) inser¢do e intercalagdo do A-a-[Rh{(R,R)-Mextrien}phi]** com o
DNA

Fonte: adaptado de (Kellett et al., 2019).

Dessa forma, a investigagao das interagdes entre complexos metéalicos e o DNA torna-
se de suma importancia para compreender os diversos tipos de ligagdo que esses
metalofarmacos podem estabelecer com essa macromolécula. Para tal anélise, empregam-se
diversas técnicas espectroscopicas e analiticas, destacando-se titulagdes espectrofotométricas,
como UV-vis e fluorescéncia, capazes de evidenciar interagdes reversiveis com o DNA. Além

disso, medidas de viscosidade revelam aumento na viscosidade do DNA na presenca de
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intercaladores, enquanto a determinacdo de interagdes covalentes pode ser realizada por
absor¢ao atomica, permitindo a detec¢do do metal ligado covalentemente ao DNA. Ensaios de
mobilidade eletroforética com DNA plasmidial possibilitam a deteccdo de interagdes

covalentes ¢ intercalativas, entre outras técnicas (Barra; Netto, 2015).

1.4.1. Ligantes planos

Como foi discutido anteriormente, a o grande nimero de possibilidades de interagdes
com o DNA torna atrativo o desenvolvimento de alternativas sintéticas que atuem diretamente
nele, como uma ferramenta poderosa de complexos metalicos como potenciais agentes
bioldgicos. Com isso, o emprego de ligantes organicos conhecidos por interagirem com o DNA
tem se expandido.

A 1,10-fenantrolina (phen) (Figura 16a) ¢ uma substancia que exibe efeitos bioldgicos,
incluindo atividades imunomoduladoras, antifingicas e antiparasitarias (Amoscato ef al., 1989;
Mccann et al., 2004; Lima et al., 2021). As propriedades antiparasitarias, particularmente contra
Leishmania, representam um aspecto relevante a ser explorado, uma vez que este composto
demonstra inibir atividades enzimaticas, metalopeptidases extracelulares e atividades de
enzimas de superficie, como a glicoproteina GP63 (Soares et al., 2017). Esta ultima
desempenha um papel crucial no desenvolvimento da leishmaniose, servindo como um
mecanismo de reconhecimento entre hospedeiro e parasita (André et al. 2022, Santos et al.,
2008).

A 1,10-fenantrolina-5,6-diona (diona) (Figura 16b), um derivado da phen, ¢ uma
molécula versatil com propriedades quindnicas essenciais para sua atividade redox (Calucci et
al., 2006). Além disso, ¢ capaz de atuar como quelante de ions metalicos, influenciar a
homeostase, podendo resultar na morte celular de alguns microorganismos (Calderazzo et al.,
2002). Ela tem utilizada combinada a metais de transi¢do como cobalto, cobre, ruténio, 6smio
e prata, demonstrando efeitos antiparasitarios (Subhan et al., 2014; Tay et al., 2015; Ghosh et
al., 2006; Oliveira, et al., 2023; Lima et al., 2021).

Um derivado da 1,10-fenantrolina-5,6-diona, obtido pela condensacao alddlica de seus
grupos carbonilicos com o-fenildiamina, ¢ conhecido como dipiridofenazina (dppz) (Figura
16¢), apresentando caracteristicas intrigantes. Complexos de cobre ou ruténio contendo esses
ligantes exibem atividades no material genético (DNA), causando efeitos hidroliticos (Stoeffler
et al., 1995). Observou-se que esses compostos se intercalam de maneira ndo especifica no

DNA, ligando-se a regides ricas em bases nitrogenadas adenina e timina (Holmlin et al., 1998),
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destacando seus efeitos significativos na quimioterapia para leishmanioses e células

cancerigenas (Navarro et al., 2003; Roy et al., 2021).

Figura 16 - Estruturas moleculares dos ligantes planos phen, diona e dppz.

a) phen b) diona c) dppz

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Em estudo conduzido por Navarro e colaboradores (2003), foram sintetizados
complexos metalicos contendo dppz, coordenados ao Cu(l) [Cu(dppz):]BFs e Au(Ill)
[Au(dppz)2]Cl3 (Figura 17). Esses complexos metalicos demonstraram forte interacdo com o
DNA por intercalagdo, conforme confirmado por ensaios hidrodindmicos de viscosidade, e de
mobilidade eletroforéticas, os quais confirmaram que esses complexos metalicos interagem
com o DNA por intercalagdo, o que justifica os excelentes efeitos antiproliferativos frente a

espécie Leishmania mexicana em concentragdes nano molares.

Figura 17 - Estruturas moleculares de complexos metalicos com ligantes planos.
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1.5. HIBRIDOS METALICOS

O proposito deste trabalho € explorar uma abordagem distinta daquelas previamente
empregadas em pesquisas anteriores relacionadas a coordenagdo de ligantes azolicos a metais de
transigdo, impulsionada pelo efeito sinérgico, destacando os hibridos metélicos. Essa categoria de
compostos tem ganhado destaque no ambito da quimica inorganica medicinal e consiste em

complexos metélicos que englobam mais de um farmacoforo. Um exemplo ilustrativo € a
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trioxaferroquina (Figura 18), que demonstrou atividade contra o parasita P. falciparum, o agente
causador da malaria, que, adicionalmente, ¢ resistente a cloroquina (Bellot et al. 2010). Contudo, ¢

relevante salientar que os farmacoforos encontram-se interligados por meio de ligagdes covalentes.

Figura 18 - Estrutura molecular da trioxaferroquina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Por outro lado, em uma pesquisa recente conduzida por Navarro e sua equipe (2022), foi
sintetizado um composto hibrido de ouro(I) que incorpora simultaneamente os ligantes primaquina
e amodiaquina (Figura 19). Entretanto, ¢ importante observar que, neste caso, esses ligantes estao
conectados através do atomo metalico. Esse complexo metalico hibrido demonstrou notavel
eficacia antimalarica, revelando-se efetivo em todas as fases de desenvolvimento do parasita devido

a presenga de ligantes que atuam em diferentes estagios do ciclo parasitario.

Figura 19 - Estrutura molecular do complexo de ouro(I) contendo Primaquina e

Amodiaquina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A expectativa decorrente dessa abordagem ¢ a obteng@o de complexos metalicos hibridos

capazes de direcionar diferentes alvos, proporcionando uma atividade mais robusta em comparacao
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com os ligantes isolados e seus respectivos complexos metalicos. O foco reside na busca por
sinergias entre os ligantes, visando potencializar a eficacia dos compostos resultantes em relacao as
atividades anti-Leishmania e antifungica. Este enfoque detalhado visa ndo apenas ampliar o
conhecimento na area, mas também oferecer contribui¢des significativas para o desenvolvimento
de agentes terapéuticos mais eficientes.

Adicionalmente, serdo conduzidas analises para investigar os potenciais mecanismos de
acdo desses compostos, através da avaliagdo de suas interagdes com diversas biomoléculas,

associadas a sua avaliagdo como agentes antineoplasicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho propde a sintese e a caracterizacao de complexos metalicos hibridos
de Cu(II) e Ag(I) coordenados por ligantes azolicos KTZ, CTZ, FLZ ¢ I'TZ ¢ os ligantes planos
phen, diona e dppz, o estudo de suas interagdes com o DNA e a avaliagdo biologica como anti-

leishmania e antifingicos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar complexos metalicos hibridos de Cu(II) utilizando como ligantes os derivados
azodlicos como CTZ, KTZ, ITZ ¢ FLZ, e ligantes planos como phen, diona e dppz e
caracteriza-los utilizando espectroscopia no infravermelho (IV), espectroscopia no
UV/vis., condutimetria, analise elementar e ressonancia paramagnética eletronica (EPR)
e espectrometria de massas;

e Sintetizar complexos metalicos hibridos de Ag(I) utilizando como ligantes os derivados
azolicos como CTZ, KTZ, ITZ e caracterizd-los utilizando espectroscopia no
infravermelho (IV), espectroscopia no UV/vis., condutimetria, analise elementar e
ressonancia magnética nuclear (RMN);

¢ Sintetizar um novo complexo de Cu(I) utilizando como ligantes o ITZ e a trifenilfosfina
e caracteriza-lo utilizando espectroscopia no infravermelho (IV), espectroscopia no
UV/vis., condutimetria, andlise elementar e ressonancia magnética nuclear (RMN);

e Avaliar o potencial leishmanicida dos compostos obtidos em colaboragdo com
pesquisadores da area.

e Examinar as possiveis interacoes desses compostos com o DNA, através dos
experimentos de titulagdo espectrofotométrica, viscosidade, eletroforese e titulagcdes
espetrofluorimétricas.

e Avaliar o potencial fungicida de todos os compostos obtidos em colaboracdo com

pesquisadores da area.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. ATMOSFERA INERTE

As sinteses dos complexos metélicos hibridos de prata(I) e do complexo de cobre(I)
foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio, por meio de técnicas padrao da linha de Schlenk,

enquanto os hibridos de cobre(II) foram sintetizados sob atmosfera ambiente.

3.2. SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes utilizados nas sinteses, diclorometano, acetonitrila ¢ metanol, foram
previamente destilados. Nos experimentos de RMN foram utilizados o dimetilsulféxido
(DMSO-ds) deuterado.

Os reagentes itraconazol (ITZ), fluconazol (FLZ) e cetoconazol (KTZ) foram obtidos
da Caléndula farmacéutica enquanto o clotrimazol (CTZ) foi obtido da MP Biomed. O nitrato
de prata(I) utilizado ¢ da marca Sigma-Aldrich. Todos os reagentes foram utilizados sem
purificacdo prévia. O nitrato de cobre trihidratado utilizado foi adquirido da VETEC (Rio de
Janeiro, Brasil). As sinteses dos complexos de Cu(Il) contendo ITZ foram realizadas em

refluxo enquanto todas as demais foram realizadas a temperatura ambiente.
3.3. INSTRUMENTACAO
3.3.1. Analise Elementar

A determinacao dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) dos complexos
metalicos hibridos de Cu(I), Cu(Il) e de Ag(I) foi realizada por meio de um analisador CHNS-
O modelo Flash 2000 da marca Thermoscientific, com fluxo de gases nitrogénio/oxigénio a 140
mL/min, temperatura do forno a 900°C e tempo de analise de doze minutos na UFJF.

3.3.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e 1*C dos ligantes e dos complexos

de Ag(I) e Cu(I) foram obtidos em um espectrometro Bruker Ascend 400, sendo os compostos
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solubilizados em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) com frequéncia de 400 MHz no
Departamento de Quimica da UFRGS.

3.3.3. Espectroscopia de Ressoniancia Paramagnética Eletronica (EPR)

Os espectros de EPR de todos os compostos de Cu(Il) foram obtidos em um
espectrometro Bruker Elexsys E500 equipado com uma cavidade SHQ (v = 9.43 GHz). As
amostras foram pesadas (5-8 mg), macerados ¢ medidas a temperatura ambiente (300 K).
Medidas a baixa temperatura foram obtidos em um Oxford Instruments ESR900 continuous-
flow helium cryostat. As amostras liquidas foram preparadas congelando uma solugdo 0,5mM
do composto em DMF/EtOH (5:1) sob N> garantindo assim a formacdo da matriz de vidro.
Todos os espectros de EPR foram simulados usando o Easyspin (versdo 6.0.0 dev 26) (STOLL,
SCHWEIGER, 2006). Todos os experimentos foram realizados na Universidade de Florenga,

Italia.

3.3.4. Espectroscopia de absorcio na regiao do Infravermelho (IV)

Para a obteng¢do dos espectros de absorcao na regido do infravermelho foi utilizado um
espectrofotometro Alpha Bruker FTIR através de um acessorio de refletincia total atenuada
(ATR) Eco ATR com cristal de ZnSe, na regido de 4000-400 cm!, resolugio espectral de 4 cm™

! com 128 varreduras.

3.3.5. Espectroscopia de absorcao na regiao do UV-visivel (UV-vis)

Para a obtengdo dos espectros de absor¢do nas regides do ultravioleta e visivel, foi
utilizado um espectrofotometro Shimadzu UV-1800 com largura de banda espectral de 1 nm,

cubetas de quartzo com caminho dptico de 1 cm e regido de varredura 1100-200 nm.

3.3.6. Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdo dos compostos foram obtidos em um espectrofluorimetro
Varian Cary Eclipse no Departamento de Quimica da UFMG. As anélises foram realizadas em
cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho Optico, Aexcitacio = 526 nm e fendas de excitacao e

emissao de 601 nm.
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3.3.7. Espectrometria de massas

Os espectros de massas de alta resolugao dos complexos de Cu(Il) e Cu(I) foram obtidos
pela Dra. Sandra Scapin no Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (INMETRO), onde trabalhou-se com o método de injeg¢do direta no espectrometro

Synapt G1 (Waters, UK) e os espectros foram adquiridos na faixa de 50-2000 m/z.

3.3.8. Condutimetria

As medidas de condutividade de cada composto foram realizadas através do
condutivimetro MS Tecnopon NI-CVM, utilizando dimetilsulféxido como solvente. As

concentracoes das amostras foram 1mM.

3.4. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS METALICOS HIBRIDOS

3.4.1. Hibridos de Cu(Il)

Para a sintese dos complexos metalicos [Cu(phen)(NO3)][(NO3) (1) e
[Cu(diona)(NO3)](NO3) (2) seguiu-se metodologia reportada (Zheng, Sun, Lin, 2003).
Uma vez obtidos os complexos metélicos precursores, deu-se a inicio a sintese dos

complexos Cu(PL)(L) (3-14) (PL = phen, diona ou dppz; L = CTZ, KTZ, ITZ ou FLZ).

3.4.1.1. [Cu(phen)(CTZ):(H:0)(NO3)](NO3)-3H:0 (3):

Solubilizaram-se (99 mg, 0,29 mmol) do complexo 1 em 15 mL de metanol. Em seguida,
(200 mg, 0,58 mmol) de CTZ foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados a
solucao do complexo 1. Imediatamente houve mudanga de coloragao e a reacao foi mantida sob
agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apos o tempo de reagdo, evaporou-se o solvente
até um quarto de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a formacgao
de precipitado, que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas e solventes
menos volateis e seco a vacuo. Sélido azul. Rendimento: 84%. Analise elementar (%) calculada

para CssHsoCl2NgO10Cu: %C 59,51, %N 9,92, H 3,89. Obtida: %C 59,41, %N 9,76, H 3,64. IV
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[em! (atribui¢do)]: 3056 v(C—H), 1585 v(C=N), 1491 v(C=C), 1312, 846 v(NO3). ESI-MS (m/z)
exp. (calc.): [Cu(phen)(CTZ)(NO3)]" = 649,07 (649,09). A (Scm?mol™): 69,50.

3.4.1.2. [Cu(diona)(CTZ),(H:0)(NO3)](NO3) - SH:0 (4):

Solubilizaram-se (50 mg, 0,12 mmol) do complexo 2 em 15 mL de metanol. Em seguida,
(88 mg, 0,24 mmol) de CTZ foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados a solugao
do complexo 2. Observou-se mudanga de coloracao e a reacao foi mantida sob agitagcdo por 2
horas a temperatura ambiente. Apds o tempo de reagdo, evaporou-se o solvente até um quarto
de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a formagao de precipitado,
que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas e solventes menos volateis
e seco a vacuo. Solido verde. Rendimento: 62%. Andlise elementar (%) calculada para
Cs6Hs2NgO14Cl2Cu: %C 57,90, %N 9,53, H 4,25. Obtida: %C 57,25, %N 9,80, H 4,02. IV [cm’
! (atribui¢do)]: 3066 v(C—H anel aromético), 1702 v(C=0), 1579 v(C=N), 14832 v(C=C), 1316, 824
v(NO3). [A (Sem?mol™t): 69,53.

3.4.13. [Cu(dppz)(CTZ)(H:0)(NO3)](NOs) - 2H:0 (5):

Solubilizaram-se (100 mg, 0,107 mmol) do complexo Ca em 15 mL de metanol. Em
seguida, (30 mg, 0,107 mmol) de dppz foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados
a solucao do complexo 2. Observou-se mudanca de coloragdo e a reacdo foi mantida sob
agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apos o tempo de reagdo, evaporou-se o solvente
até um quarto de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a formacgao
de precipitado, que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas e solventes
menos volateis € seco a vacuo. S6lido marrom. Rendimento: 56%. Analise elementar (%)
calculada para Cs¢Hs¢NgO11Cl2Cu: %C 55,34, %N 12,91, H 3,11. Obtido: %C 54,72, %N 13,86,
H 3,28. IV [em! (atribui¢d0)]: 3059 V(C—H anel aromtico), 1581 V(C=N), 1496 v(C=C), 1321, 824
V(NO3). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [Cu(dppz)(CTZ)]" = 689,10 (689,13), [Cu(dppz)(NO3)]" =
407,00 (407,01). A (Scm*mol™): 59,32.

3.4.1.4. [Cu(phen)(KTZ):(H:0)(NO3)](NO3) - 2H:0 - C4H140 (6):

Solubilizaram-se (35,6 mg, 0,09 mmol) do complexo 1 em 15 mL de metanol. Em

seguida, (102 mg, 0,19 mmol) de KTZ foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados
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a solu¢ao do complexo 1. Imediatamente houve mudanga de coloracdo e a reacdo foi mantida
sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o tempo de reacdo, evaporou-se o
solvente até um quarto de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a
formacao de precipitado, que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas e
solventes menos volateis e seco a vacuo. Solido verde claro. Rendimento: 94%. Andlise
elementar (%) calculada para CegHg2ClaN12019Cu: %C 51,80, %N 10,66, H 4,44. Obtida: %C
52,17, %N 10,12, H 4,15. IV [em™! (atribui¢do)]: 3404 v(OH), 3129 v(C-H), 2889-2820 v(C—
H), 1623 v(C=0), 1586 v(C=N), 1512 v(C=C), 1329, 826 v(NOs). ESI-MS (m/z) exp. (calc.):
[Cu(phen)(KTZ)(NO3)]"=835,15 (835,13), A (Scm’mol™!): 68,20.

3.4.1.5. [Cu(diona)(KTZ):(H>O)(NO3)](NO3) - 4H>0 (7):

Solubilizaram-se (36 mg, 0,079 mmol) do complexo 2 em 15 mL de metanol. Em
seguida, (100 mg, 0,18 mmol) de KTZ foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados
a solugdo do complexo 2. Imediatamente houve mudanga de coloragdo e a reagao foi mantida
sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o tempo de reacdo, evaporou-se o
solvente até um quarto de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a
formacgao de precipitado, que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas e
solventes menos volateis e seco a vacuo. Sélido verde escuro. Rendimento: 63%. Analise
elementar (%) calculada para CesHs2N12026Cu: %C 49, 58, %N 10,84, H 4,64. Obtida: %C
49,58, %N 11,23, H 4,02. IV [em™ (atribuigdo)]: 3066 v(C-H), 1629 v(C=0), 1583 v(C=N),
1509 v(C=C), 1321, 814 v(NO3). A (Scm’mol™): 68,18.

3.4.1.6. [Cu(dppz)(KTZ)(H:0)(NO3)](NO3) - 2H.0 (8):

Solubilizaram-se (105 mg, 0,085 mmol) do complexo Cb em 15 mL de metanol. Em
seguida, (25 mg, 0,085 mmol) de dppz foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados
a solugao do complexo Cb. Imediatamente houve mudanca de coloracdo e a reagdo foi mantida
sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apos o tempo de reacdo, evaporou-se o
solvente até¢ um quarto de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a
formacao de precipitado, que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas e
solventes menos volateis e seco a vacuo. Solido marrom escuro. Rendimento: 58%. Andlise
elementar (%) calculado para Ce4H78N12024Cu: %C 50,96, %N 13,50, H 4,05. Obtido: %C 50,
45, %N 14,06, H 3,32. IV [ecm™! (atribui¢do)]: 3393 v (OH), 3126-3087 v(C-H), 1618 v(C=0),
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1584 w(C=N), 1506 v(C=C), 1321, 818 Vv(NOs). ESI-MS (m/%) exp. (calc.):
[Cu(dppz)(KTZ)(NO3)]" =937,19, [Cu(dppz)(KTZ)]" = 875,18 (875,17), A (Scm’mol™!): 58,32.

3.4.1.7. [Cu(phen)(ITZ):(H:0)(NO3)](NO3)- 2,2H:0 (9):

Solubilizaram-se (50 mg, 0,14 mmol) do complexo 1 em 15 mL de metanol. Em seguida,
(200 mg, 0,28 mmol) de ITZ foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados a solugao
do complexo 1.A reagao foi mantida sob refluxo e imediatamente houve mudanca de coloragao.
Ap6s 2 horas sob agitacdo, evaporou-se o solvente até um quarto de seu volume e adicionou-se
éter dietilico. Observou-se de imediato a formagdo de precipitado, que foi filtrado e lavado com
éter dietilico para remover impurezas e solventes menos volateis e seco a vacuo. Solido azul
claro. Rendimento: 48%. Andlise elementar (%) calculada para Cs2HooCIl2N20017Cu: %C 53,56,
%N 15,24, H 4,57. Obtida: %C 53,07, %N 15,91, H4,79. (130 mg, R %). IV [em™! (atribui¢io)]:
3050-2825 v(C-H), 1693 v(C=0), 1583 v(C=N), 1509 v(C=C), 1224, 819 v(NO3). ESI-MS
(m/z) exp. (calc.): [Cu(phen)(ITZ)(NO3)]" = 1009,23 (1009,23), [Cu(phen)(ITZ)]" = 947,25
(947,24). A (Scm*mol™): 66,30.

3.4.18. [Cu(diona)(ITZ)(H:0)(NO3)](NOs) - SH:0 (10):

Solubilizaram-se (28 mg, 0,14 mmol) do complexo 2 em 15 mL de metanol. Em seguida,
(105,6 mg, 0,29 mmol) de ITZ foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados a
solucao do complexo 2. A reagdo foi mantida sob refluxo quando houve mudanca de coloragao
imediatamente. Apds 2 horas sob agita¢do, evaporou-se o solvente até um quarto de seu volume
e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a formagdo de precipitado, que foi
filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas e solventes menos volateis e seco a
vacuo. Solido verde escuro. Rendimento: 61%. Analise elementar (%) calculada para
C47H64C12N12027Cu: %C 45,26, %N 13,48, H 4,17. Obtida: %C 44,59, %N 12,89, H 3,57. IV
[em™! (atribui¢do)]: 3120-2825 v(C-H), 1696 v(C=0), 1585 v(C=N), 1512 v(C=C), 1225, 826
Vv(NO3). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [Cu(diona)(ITZ)(NOs3) + MeOH]" = 1041,30 (1041,23),
[Cu(diona)(ITZ) + MeOH]" = 1009,30 (1009,24). A (Scm*mol™): 69,53.

3.4.1.9. [Cu(dppz)(ITZ)(NO3)](NO3) (11):
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Solubilizaram-se (79,0 mg, 0,048 mmol) do complexo Cc em 15 mL de metanol. Em
seguida, (14,0 mg, 0,048 mmol) de dppz foram solubilizados em 20 mL de metanol e
adicionados a solugdo do complexo Ce. A reagdo foi mantida sob refluxo quando houve
mudanga de coloragdo imediatamente. Apo6s 2 horas sob agitacdo, evaporou-se o solvente até
um quarto de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a formagao de
precipitado, que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas ¢ solventes
menos volateis e seco a vacuo. S6lido marrom. Rendimento: 65%. Andlise elementar (%)
calculada para C47Hs52C12N12021Cu: %C 54,34 %N 16,74, H 4,61. Obtida: %C 54,79, %N 16,74,
H 34,25. IV [em™! (atribuigdo)]: 3123-2827 v(C-H), 1693 v(C=0), 1583 v(C=N), 1508 v(C=C),
1222, 8 v(NO3). A (Sem?mol™): 40,16.

3.4.1.10. [Cu(phen)(FLZ)(H:0)(NO3)]2(NO3): - 3H20 (12):

Solubilizaram-se (100 mg, 0,27 mmol) do complexo 1 em 15 mL de metanol. Em
seguida, (83,4 mg, 0,27 mmol) de FLZ foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados
a solucao do complexo 1. A coloragao da reagdo foi de azul para azul escuro ¢ a reagdo foi
mantida sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o tempo de reacdo, evaporou-
se o solvente at¢ um quarto de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de
imediato a formacgao de precipitado, que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover
impurezas e solventes menos volateis e seco a vacuo. Solido azul claro. Rendimento: 79%.
Andlise elementar (%) calculada para CsoHsoF4N20019Cu: %C 41,76, %N 19,49, H 3,48.
Obtida: %C 42,07, %N 18,73, H2,93. IV [ecm™! (atribui¢do)]: 3135 v(C-H), 1616 v(C=N), 1531
v(C=0C), 1282, 848 v(NO3). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): {[Cu(phen)(FLZ)(NO3)]> + MeOH]" =
1009,3044 (1009,24). [Cu(phen)(FLZ)] + MeOH - H]" = 672,0137 (672,07). A (Scm?mol™):
129,08.

3.4.1.11. [Cu(diona)(FLZ)(H>0)(NO3)]2(NO3)2 -3H>0 (13):

Solubilizaram-se (45 mg, 0,11 mmol) do complexo 2 em 15 mL de metanol. Em seguida,
(37 mg, 0,11 mmol) de FLZ foram solubilizados em 20 mL de metanol e adicionados a solugao
do complexo 2. A coloragdo da reagdo foi de azul para azul escuro e a rea¢ao foi mantida sob
agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apos o tempo de reagdo, evaporou-se o solvente
até um quarto de seu volume e adicionou-se éter dietilico. Observou-se de imediato a formagao

de precipitado, que foi filtrado e lavado com éter dietilico para remover impurezas e solventes
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menos volateis e seco a vacuo. Solido azul claro. Rendimento: 65%. Analise elementar (%)
calculada para CsoH4gF4N20032Cuz-5H20: %C 39,15, %N 18,27, H 3,26. Obtido: %C 38,76,
%N 18,82, H 2,78. IV [em™! (atribui¢do)]: 3129 v(C-H), 1619 v(C=0), 1601 v(C=N), 1535
v(C=C), 1279, 848 v(NO3). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [Cu(phen)(FLZ)(NO3)] + H]" = 642,14
(642,07). A (Scm’mol™): 100,32.

3.4.1.12. {[Cu(dppz)(FLZ)(H:0)(NO3)](NO3)}2 - 3CH;0H - 2H 0 (14):

Solubilizaram-se (322 mg, 0,326 mmol) do complexo Cd em 15 mL de metanol. Em
seguida, (91,0 mg, 0,326 mmol) de dppz foram solubilizados em 20 mL de metanol e
adicionados a solucao do complexo Cd. A coloragao da reagao foi de azul para azul escuro e a
reacdo foi mantida sob agita¢do por 2 horas a temperatura ambiente. Apds o tempo de reacao,
Observou-se a formacdo de um solido cinza que foi filtrado ¢ lavado com metanol e éter
dietilico para remover impurezas e solventes menos volateis e seco a vacuo. Solido cinza.
Rendimento: 73%. Analise elementar (%) calculada para Cs3HsgF4N20034Cuz: %C 45,38 %N
19,55, H 3,72. Obtida: %C 44,99, %N 18,78, H 3,09. IV [cm™! (Atribuicdo)]: 3456 v(OH), 3107
v(C-H), 1613 v(C=N), 1499 v(C=C), 1281, 819 v(NO3). A (Scm’*mol™): 121,30.

3.4.2.Hibridos de Ag(I)

Os hibridos de prata foram sintetizados em acetonitrila a 25°C sob atmosfera ambiente.
O sal de prata AgNO3 foi solubilizado em acetonitrila e em seguida, solubilizou-se 0 KTZ em
10 mL de acetonitrila e adicionou-se ao balao contendo o AgNO3. Manteve-se sob agitacao por
2h em atmosfera ambiente. Solubilizou-se entdo o CTZ (15) ou o ITZ (16) em 20 mL de
acetonitrila e adicionou-se a mistura reacional. Tanto o AgNOs3 quanto os ligantes foram
utilizados mantendo uma estequiometria equimolar. Manteve-se sob agitacdo por 1h. Durante
toda a reacdo, as solu¢des permaneceram incolores e transparentes, ndo apresentando formacgao
de precipitado. Apos o tempo de reacdo, reduziu-se o solvente até um quarto de seu volume e
adicionou-se éter dietilico. Observou-se que um sélido branco foi precipitado, o qual foi filtrado
e lavado com éter dietilico para remover resquicios de acetonitrila e 4gua de hidratacdo, e seco

a vacuo.
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3.4.2.1. [Ag(KTZ)(CTZ)]NO; - 2CH;CN - H>0 (15):

Solido branco. (31,99 mg, 0,19 mmol) de AgNOs (64,8 mg, 0,19 mmol) de CTZ ¢ (100
mg, 0,19 mmol) de KTZ. Rendimento: 89%. Analise elementar (%) calculado para
Cs2Hs3CIsNgOgAg: %C 54,44, %N 10,99, H 4,62. Obtido: %C 54,03, %N 11,08, H 4,62. IV
[cm™ (atribuigdo)]: 3126-3080 V(C—H anel aromitico), 28802815 v(C-H), 1631 v(C=0), 1585
v(C=N), 1508 v(C=C), 1222 v(NOs). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 2,02 (s, 3H,
Hz3), 2,94 (dt, J = 28 Hz, 4Hz, 4H, Has, H30), 3,53 (m, 4H, Hie, Ha9), 3,64 (m, 3H, Ha1, H3r,
Hig), 3,89 (m, 1H, His), 4,36 (m, 1H, His), 4,65 (m, Hs), 6,81 (d, J= 8 Hz, 2H, Ha1, H»s), 6,88
(d, J =8 Hz, 2H, Ha», H24), 6,94 (d, J = 8 Hz, IH, Hq), 7,06 (s, 1H, Hs), 7,06-7,09 (m, 5H, Hy,
Hx, Hm, Hp, Hy), 7,17 (s, 1H, He), 7,25 (s, 1H, Hs) 7.42-7,61 (m, 12H, Hs, H;, Hi, Ha, Ho, Hg, Hs,
H7, He, H, Hi), 7,71 (d, J=4 Hz, 1H, Hio), 7,84 (s, 1H, Hy), 7,88 (s, 1H, H2). RMN de 3C (125
MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 0 ppm (atribui¢do): 168,21 (C32), 152,03 (Cs4), 145,53 (Cao), 140,51
(C2s), 139,83 - 122,25 (C, Cs, C7, Cs, Co, Cio, Ci1, Ci2,Ce, Cq, Ch, Ci, Cj, C, Ci, Cm, Cn, Co, Cp,
Cq, Gy, Cs, Cy, Cy, Cy, Cy),117,88 - 115,13 (C21,Ca2, Ca23, Ca4), 107,38 (C13), 75,31 - 66,44 (Cis,
Ci6, Ci8), 50,96 - 45,61 (Cs, Cas, C29, C30, C31), 21,33 (C33). A (Scm?mol™): 32,54.

3.4.2.2. [Ag(KTZ)(ITZ)]NOs - 1,4H0 (16):

Soélido cinza claro. (32 mg, 0,19 mmol) de AgNOs3, (102 mg, 0,19 mmol) de KTZ e (134
mg, 0,19 mmol) de ITZ. Rendimento: 96%. Analise elementar (%) calculado para
Cs1HeoClaN13012Ag: %C 50,24, %N 12,74, H 4,81. Obtido: %C 50,79, %N 13,26, H 4,61. IV
[em™! (atribuigdo)]: 3124 v (C—H anel aromitico), 28252970 v(C-H), 1699 v(C=0), 1635 v(C=0),
1585 v(C=N), 1510 v(C=C), 1226, 825 v(NO3). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm):
0,80 (t, J =7,2 Hz, 3H, Has*), 1,28 (d, J = 6,8 Hz, 3H, Ha¢*), 1,67 (m, 2H, Has*), 2,02 (s, 3H,
Has3), 2,94 (dt, J = 27,6 Hz, 4,8 Hz, 4H, Has, H3o), 3,17 (m, 4H, Ha7, H31°), 3,31 (m, 4H, Hos,
Hso'), 3,54 (m, 4H, Hi¢, H29), 3,64 (m, 3H, H31a, H31v, Hisb), 3,76 (m, 3H, His>, Higa, Hisp’), 3,91
(m, 2H, Hig), 4,11 (m, 1H, Hi¢), 4,35 (m, 2H, His His’), 4,66 (m, He), 4,84 (m, 2H He’), 6,80
(d, J= 8,4 Hz, 2H, H22, H24), 6,86 (m, 4H, Ho1, Has, Ho2, Hos'), 6,96 (d, J = 9,2 Hz, 2H, Har,
Hazs), 6,99 (s, 1H, Ha), 7,10 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Hs3, H37’), 7,26 (s, 1H, Hs), 7,42 (dd, J = 8.4
Hz, 1,6 Hz, 1H, Hy'), 7,49 (m, 4H, H7, Hs H34" H3¢), 7,59 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H7), 7,67 (d, J =
2 Hz, 1H, Hio’), 7,71 (d, J = 1,6 Hz, 1H, Hio), 7,87 (s, 1H, Hz), 7,9 (s, 1H, Hz"), 8,32 (s, 1H,
Hay"), 8,45 (s, 1H, Hs). RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 168,21 (Cs2), 152,02 (Cao,
Coo’), 151,32-145,54 (Cas, Cz, Cs, Ca3, G322, C39°), 140,60 (Cz), 135,12 — 115,12 (C4, Cs, Cr12,
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Ca124, C2, Cs, Cro12r, Cor, Coze, Coge, Cos, C33037, Ca20), 107,38-107,15 (Ciz, Ci30), 74,75 - 66,50
(Ci5,Cis, Cis,Ci5, Cie, Ci1g°), 53,23 - 45,61 (Ce, C27, Cag, C30, C31, Ca7°, Cag’, C30r, C31, Ca3°), 27,93
(Cax), 21,33 (C33), 19,28 (Cas), 10,37 (Cs5). RMN de 5N {'H} (DMSO-ds), 8 (ppm): -61,50
— (1)65,9 (Nas, Nag', Nao'), -199,65 (N3-), -199,65 (N3, 237,37 (N1, Ny~ Nay), -318, 98 (Nao), -
348,08 (N3s- N3), -383,42 (Nao, N3). A (Sem’mol™): 35,54,

3.5. SINTESE E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO METALICO DE Cu(])

Para realizar a sintese do complexo 17 foi sintetizado o complexo precursor
[Cu(PPh3)2]NOs3 (Ce) de acordo com metodologia reportada (JARDINE et al., 1971).

Na sintese do complexo 17, o ITZ foi dissolvido em 25 mL de acetonitrila sob refluxo.
Em seguida, adicionou-se o complexo Ce previamente dissolvido em 10 mL de acetonitrila. A
reacdo foi mantida sob refluxo por 6 horas. Em seguida, deixou-se esfriar lentamente. Um
solido branco foi observado e foi centrifugado, lavado 3 vezes com acetonitrila e 3 vezes com

éter dietilico o qual foi seco a vacuo.

3.5.1. [Cu(ITZ)>(PPhs):J[NO; - SH:0 (17):

Soélido branco. (78 mg, 0,12 mmol) de [Cu(PPh3)2](NO3), (171 mg, 0,24 mmol) de ITZ.
Rendimento: 57%. Analise elementar (%) calculada para CiosH116C1aN17016P2Cu, C, 60,69; H,
4,04; N, 11,25. Encontrado: C, 60,92; H, 3,11; N, 11,28 %. ESI-MS (m/z): [Cu(PPh3)(I1TZ)2]"
=1735,51(1735,50) m/z, [Cu(PPh3)(ITZ)]" = 1031,27 (1031,26) m/z, [ITZ]" = 705,25 (705,24)
m/z . IV [em! (atribuicdo)]: v (C=0) 1701, v (C=N) 1586, v (C=C) 1452, RMN de 'H (500
MHz, DMSO-ds), & (ppm): 0,78 (t, J =7,4 Hz, 3H, Hass), 1,28 (d, J = 6,7 Hz, 3H, Ha¢), 1,68
(m, 2H, Has’), 3,16 (t,J =5 Hz, 4H, H>7, Ha1°), 3,31 (t, J= 5 Hz, 4H, Hos, H3¢°), 3,75- 3,92 (m,
4H, His’, Hig), 4,12 (m, 1H, Hi¢’), 4,36 (m, 1H, H43), 4,84 (m, 2H, H¢*), 6,84, (d, J=9 Hz, 2H,
Harv, Hos'), 6,95 (d, J =9 Hz, 2H, H22:, Ha4°), 7,09 (d, J=9 Hz, 2H, Hs3°, H37), 7,22 (6H, PPhs),
7,36 (8H, PPh3), 7,45-7,51 (5H, H7, Hg", Has’, H3e’, PPh3), 7,64 (d, J=2 Hz, 1H, Hio), 7,82 (s,
1H, Hy"), 8,33 (s, 1H, H42), 8,42 (s,1H, Hs'). RMN de °C (125 MHz, DMSO-d¢), § (ppm):
10,63 (Css), 19,22 (Cae), 27,91 (Caa), 48,27 (C28/Cs0), 49,55 (C27/Cs1), 51,75 (Ca3), 53,54 (Ce),
66,64 (Cis), 67,83 (Cig), 74,79 (Cis), 107,47 (C13), 115,16 (C21/Cas), 115,78 (C33/C37), 117,62
(C22/Ca4), 115,78 (C33/C37), 122,92 (C34/C36), 125,53 (Css), 127,05 (Cs), 128,92 (C6, Cppn3),
129,87 (C3), 130,58 (C2), 131,48 (C4), 132,50 (C42), 132,45 (Cppn3),132,24 (Cppn3), 134,51
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(C1),134,75 (Cio), 135,05 (C23), 145,63 (Ci2), 149,79 (Cs2), 151,31 (Cso), 151,95 (C20). RMN
de *°P {'H} (DMSO-ds), & (ppm): -3,58 (s, PPh3). A (Scm*mol™): 25,40

3.6. ESTUDOS DE INTERACAO COM DNA

Em todas as medidas utilizou-se DNA de timo de vitela (Calf-timus) e foram realizadas
em DMSO para as titulagdes espectrofotométricas e em tampao Tris-HCI 5 mM (pH 7.4), 50
mM NacCl. Calculou-se a razao entre as absorbancias em 260 e 280 e verificou-se que estava
entre 1,8-1,9, o que indica que o DNA estava suficientemente puro. A concentracio deste por
nucleotideo foi determinada por andlise espectrofotométrica utilizando o coeficiente de

absortividade molar 6600 mol ! dm® cm™! em 260 nm (Vegas, 2013).

3.6.1. Titulagdes espectrofotométricas

As titulagdes espectrofotométricas foram realizadas adicionando sucessivas aliquotas da
solugdo de DNA a cubeta de quartzo contendo o complexo diluido em tampao trisma HCI e
entdo foram obtidos os espectros de UV-Vis apods cada adig¢do. A absor¢ao do DNA foi subtraida
pela adicdo das mesmas quantidades deste ao branco. Construiu-se o grafico [DNA]/(ea — &r)
em funcdo de [DNA] onde [DNA] ¢ a concentracdo do DNA em pares de base e os coeficientes
de absorc¢do €., &r € &, correspondem a Abs/[M], o coeficiente de extingdo para o complexo
livre e o coeficiente de extingdo do complexo na sua forma totalmente associada ao DNA,
respectivamente. Os dados foram substituidos na Equag¢ao 1 com o coeficiente angular sendo
igual a 1/(ea — €f) e o coeficiente linear igual a 1/[Kb(ea —€r)]. Obteve-se entdo K, pela razao

entre o coeficiente angular e o coeficiente linear (Vegas, 2013).

Equacao 1: [DNA]/(ea — &) = [DNA]/(eb — &) + 1/[Ko(eb — €1)] (1)

3.6.2. Estudos de intercalacio com o DNA por medidas de fluorescéncia

Foram preparadas solug¢des estoques de concentragdes entre 1,48 e 3,04 mM em DMSO
dos compostos 3-14 para os estudos de competi¢dao contra o brometo de etidio, pelos sitios de
interacdo do DNA, por intercalagdo entre as bases nitrogenadas. Uma solu¢ao 50 uM de DNA
(tampao PBS pH = 7,4) foi colocada em contato com brometo de etidio (BE, 5 uM, agua)

durante uma hora a uma temperatura constante de 25 °C. Em seguida, os estudos foram
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realizados por meio da adi¢do gradual de 2pL da solugdo estoque a cubeta de quartzo (4 faces
polidas, com caminho Optico de 1,0 cm) contendo BE (5 uM) ¢ DNA (50 uM) a
aproximadamente 37 °C (Oliveira et al., 2020) de forma que propor¢ao final de DMSO nao
ultrapassasse 2%. A cada adigdo, deixou-se 5 min em repouso para alcangar o equilibrio. A
adi¢do das aliquotas de complexo foi acompanhada por espectroscopia de fluorescéncia, uma
vez que o brometo de etidio livre ndo tem a mesma intensidade de emissao que o complexo BE-
DNA, que tem Aexc €m 526 nm, emitindo em 601 nm. Observou-se a regido de 550- 750 nm.
Os valores das intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga de quantidades
progressivas de complexos foram utilizados no modelo de Stern-Volmer (Equacgao 2) para
supressao de fluorescéncia, utilizado para determinacao das constantes Ksv (constante de Stern-

Volmer).

Equacao 2: % =1+ K;.7[Q] =1+ K. [Q]

em que Fo e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia do aduto BE-CT-DNA em auséncia
e em presenca dos complexos, respectivamente; kg ¢ a constante de velocidade bimolecular de
supressio; To ¢ o tempo de vida de fluorescéncia médio do aduto BE-CT-DNA (23,0 x 107 s)
(Heller; Greenstock; 1994) em auséncia dos compostos em estudo; [Q] ¢ a concentragdo dos
compostos; e KSV ¢ a constante de Stern-Volmer, resultado do produto kq.70 (Lakowicz, 2006).

Utilizou-se uma equagdo simplificada (Icsel; Yilmaz, 2013; Singh; Srivastava; Patra,
2016) para determinacdo do Kapp (constante de ligacdo aparente), baseada no valor da

constante de ligacdo do brometo de etidio, Kgg:

Equacio 3: Kgp.[EB] = Kgp,. [Composto]

onde Kgg = 1,0x10” M, [EB] = 5 uM, Kapp € a constante de ligagdo aparente e [composto] é a
concentragdo de composto que suprime 50% da fluorescéncia do complexo BE-DNA. (Possato;

da Silva, 2020).
3.6.3. Estudos de viscosidade com o DNA
As medidas de viscosidade foram realizadas utilizando-se um viscosimetro Ostwald

imerso em banho-maria, mantido a 25°C. A concentragdo de DNA no tampao Tris-HCI foi

mantida constante em todas as amostras, porém a concentracao dos compostos foi incrementada



65

de 1 para 12 pM. O tempo de fluxo foi medido em triplicata com um crondmetro digital ¢ a

)3 versus a razio

média desses valores foi utilizada. Os dados foram apresentados como (1/1o
[complexo]/[DNA], onde n e no sdo a viscosidade especifica do DNA na presenga € na auséncia
do composto de interesse, respectivamente. Os valores de viscosidade especificos foram
calculados utilizando-se (t - t»)/tr, onde t € o tempo de fluxo observado e t, € o tempo de fluxo

do tampao (Navarro et al., 2009).

3.6.4. Eletroforese de DNA em gel de agarose

Ensaios de mobilidade eletroforética foram realizados para investigar o efeito dos
complexos metdlicos hibridos de Cu(ll) (3-14) na estrutura do DNA plasmidial.
Resumidamente, apos incubagcdo de DNA plasmidico (100 ng) com os compostos testados
durante 18 horas a 37°C, adicionou-se tampao de carga (0,01% azul de bromofenol, 50%
glicerol) a mistura para extinguir a reacdo. As amostras foram carregadas em gel de agarose a
1% e submetidas a eletroforese em tampao TAE 1X a uma voltagem constante de 100 mV por
45 minutos. Posteriormente, os géis foram corados em solucao de brometo de etidio (2,5 pg mL

1) por 45 min e registrados sob luz ultravioleta (Villarreal, et al.; 2017).

3.7.  ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA

3.7.1. Parasita: Leishmania amazonensis

A cepa de Leishmania amazonensis WHON/BR/75/JOSEFA foi utilizada neste estudo.
Os parasitos foram cultivados em meio Warren (Merck®) suplementado com 10% de soro
bovino selvagem (Cultlab®) a 25°C. Para a obtencdo de formas amastigotas intracelulares,
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com formas promastigotas

metaciclicas infecciosas de culturas em fase estacionaria.

3.7.2. Efeitos antiproliferativos sobre promastigotas e amastigotas intracelulares de L.

Amazonensis

O efeito antiproliferativo das formas promastigotas de L. amazonensis foi iniciado com
indculo inicial de 1,0x10° células/mL em meio de cultura Warren (Merck®) suplementado com

10% de soro fetal bovino (Cultlab®). Apds 24 h de cultivo, os compostos foram introduzidos e
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a densidade celular foi monitorada a cada 24 h com contagem em camera de Neubauer sob
microscopio Optico por 96 h para obtengao dos valores de ICso. Para os ensaios amastigotas
intracelulares, apds 24 h de interacao entre promastigotas metaciclicos e macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c (MOI 10:1), diferentes concentragdes de compostos foram
adicionadas ao meio de cultura, que foram trocadas diariamente durante 3 dias. Apos 48 h e 72

h de tratamento, as culturas foram processadas e contadas para obtencao dos valores de I1Cso.

3.7.3. Analise de viabilidade celular e citotoxicidade

Para avaliar a detec¢do celular de macréfagos RAW 264.7 tratados com diferentes
concentragcdes dos compostos, foi utilizado o ensaio CellTiter 96® Aqueous MTS Assay
(Promega, EUA). Os macréfagos foram cultivados em meio RPMI (Gibco®) com indculo
inicial de 3,0x10° células/mL. Apds 24 h de crescimento, os compostos foram introduzidos no
meio de cultura e, apos 48 h de tratamento, as predigdes celulares foram avaliadas utilizando
um leitor de microplacas SpectraMax na faixa de 490 nm para quantificar a ocorréncia do ensaio
MTS/PMS (Molecular Devices, EUA). Para o controle negativo, as células foram incluidas por
10 min em formaldeido 0,4% em PBS. Cada condicdo foi testada em triplicata em trés

experimentos independentes.

3.7.4. Determinacao de ICso, CCso e indices de seletividade (IS)

A concentragdo de compostos para inibir 50 % do crescimento parasitario (ICso) e reduzir
50 % da viabilidade celular) de macréfagos murinos RAW 264.7 foi determinada por andlise
de regressao linear utilizando o software GraphPad, versao 8.0. Os indices de seletividade (IS)
dos compostos foram determinados considerando a seguinte equagdo: CCso em macréfagos
murinos RAW 264.7 dividido por ICso em formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis

apos 48 e 72 h de tratamento.

3.7.5. Efeitos ultraestuturais e morfolégicos em formas promastigotas de L.
amazonensis através de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)e Varredura

(MEV)
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Apo6s 48 e 72 h de tratamento, as células foram coletadas, lavadas em tampao PBS,
fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5% (grau I) em tampao cacodilato de sodio 0.1 M pH
7.2 por 1 hora. Em seguida, as células foram pos-fixacdo em solucdo detetroxido de 6smio 1%
e ferrocianeto de potassiol,25% por 40 minutos no abrigo da luz. Posteriormente, as células
foram lavadas em tampao cacodilato de sddio 0,1 M e desidratadas em bateria crescente de
etanol para a MEV, e acetona para MET. Para MEV, as células em seguida foram secas pela
técnica do ponto critico, montadas em suporte ¢ metalizadas com ouro. J& para MET, apos
a desidratagdo a acetona foisubstituida por resina epoxi e posteriormente emblocadas
em formas plasticas onde foram polimerizadas em estufa a 60°C por 72 h. Em
seguida, as amostras foram ultraseccionadas com espessura de 60 nandmetros e coletados
em grades de cobre. Por fim, as amostras foram contrastadas utilizando acetato de uranila
5% e solugdo de citrato de chumbo 1%. Para ambas as técnicas as amostras foram observadas

em microscopio eletronico TESCAN VEGA 3 LMU.

3.8. AVALIACAO ANTIFUNGICA

3.8.1. Microorganismos

A atividade antifungica dos complexos foi avaliada contra os isolados de referéncia S.
brasiliensis ATCC MYA 4823, S. schenckii ATCC 32286 e S. globosa CBS 130104. Os
1solados foram inicialmente cultivados na forma micelial em agar Sabouraud (Kasvi, Brasil) a
25°C por 7 dias. Posteriormente, as amostras foram inoculadas em dgar infusdo cérebro-coracao
(BD Difco™, EUA) e cultivadas a 35°C em atmosfera de 5% de CO; por 7 dias, para conversao

para a fase de levedura. A fase de levedura parasita foi utilizada em todos os experimentos.

3.8.2. Preparo das solucdes estoque

Os complexos metalicos e ITZ (Sigma Chemical Co., EUA) foram dissolvidos em DMSO
para obteng¢ao de solucdes-estoque de 10 e 1 mM e mantidos a -20°C. Imediatamente antes dos
testes, as solugdes foram diluidas para obter solugdes de 16 uM em meio RPMI 1640
suplementado (RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose e tamponado a pH 7,2, com 4cido
propano sulfonico 0,165 M 3-(N-morfolina) (Sigma Chemical Co., EUA).
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3.8.3. Ensaio de suscetibilidade

As atividades antifiingicas dos complexos metélicos, ITZ e os sais foram avaliadas de
acordo com as concentracgdes inibitdrias minimas (MIC) e concentragdes fungicidas minimas
(MFC). Os valores de MIC foram determinados pela técnica de microdiluicdo em caldo,
adaptada para células de Sporothrix (EUCAST-AFST, 2020). Os ensaios de atividade foram
realizados em placas de microtitulagdo de 96 pogos contendo 200 uL/poco de meio com
farmacos variando de 0,008 a 4 uM, e 1x10° UFC/mL de leveduras. As amostras foram
incubadas a 35°C por 48h em atmosfera de 5% de CO». O crescimento fungico foi analisado
por inspecdao visual utilizando microscopio de luz invertida (Axiovert 100, ZEISS) e
quantificado por leituras espectrofotométricas a 492 nm (leitor de placas Emax Plus, Molecular
Devices). A MIC foi definida como a concentragdo que inibiu pelo menos 50% do crescimento
fingico, obtida pela seguinte equacgao: I = 100 - (A x 100/C), onde A foi a absorbancia dos
pogos tratados ¢ C foi a absorbancia dos pogos nao tratados. Os valores de MIC foram
determinados pela coleta de aliquotas de 50 uL. das amostras de MIC ao final da leitura visual
e plaqueamento em 4gar BHI sem drogas. As amostras foram incubadas a 35°C por 7 dias. A
menor concentragdo de compostos que nao produziram crescimento fingico foi definida como
MFC. Os resultados sdo representativos de dois experimentos independentes realizados em

duplicata.

3.8.4. Microscopia eletronica de varredura

As alteracdes morfologicas de S. brasiliensis apds exposi¢do aos complexos
[Cu(ITZ)2(NO3)](NO3) (Ce) e [Cu(ITZ)2(PPh3)2](NO3) (17) foram avaliadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Leveduras (1 x 10 5 UFC/ml) de S. brasiliensis ATCC MYA
4823 foram expostas a MIC, por 48 h. As células nao tratadas e tratadas foram lavadas em PBS
e fixadas em glutaraldeido 2,5% e formaldeido 4% em tampao cacodilato 0,1M, por 1 h. Em
seguida, as células foram lavadas em tampdo cacodilato, aderidas a laminulas de vidro
revestidas com poli-L-lisina e pds-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato 0,1
M contendo ferrocianeto de potéssio a 1,25% e CaCl, 5 mM por 30 min. As amostras foram
desidratadas em série de etanol graduado, secas com ponto critico em CO2, e revestido com
ouro. As imagens foram obtidas em microscopio eletronico de varredura FEI Quanta 250 (FEI,

Holanda). As imagens foram processadas no software Photoshop (Adobe, EUA).
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3.8.5. Ensaio de fluorimetria

Alteragdes nos teores de lipidios neutros, DNA e quitina foram avaliadas apos exposi¢ao
de leveduras de S. brasiliensis (1 x 10° UFC/mL) as concentragdes de MIC dos complexos
[Cu(ITZ)2(NO3)[(NO3) (Ce) e [Cu(ITZ)2(PPh3)2](NO3) (17), por 48 h. As amostras ndo tratadas
e tratadas foram lavadas em solucdo salina estéril, contadas, e 1 x107 células foram incubadas
por 30 min a temperatura ambiente no escuro com os seguintes fluorocromos: 20 uM SYTOX™
Blue (Thermo Fisher Scientific), 20 uM Nile red (Sigma-Aldrich) ou 25 ug/mL calcofluor white
(Sigma-Aldrich®®). As amostras foram lavadas em solugdo salina, fixadas em formaldeido a
2%, padronizadas novamente, ¢ 100 pulL/poco foram adicionados a uma microplaca de fundo
claro de 96 pocgos. As suspensoes de leveduras foram novamente padronizadas, ¢ 100 puL /pogo
foi adicionado a uma microplaca de fundo claro de 96 pocos do lado escuro. A intensidade da
fluorescéncia foi medida utilizando-se um leitor de microplacas Spectra-MAX 340 (Molecular
Devices), de acordo com os seguintes parametros: 480 nm (excitagcdo a 444 nm) para SYTOX™
Blue; 636 nm (excitacdo a 552 nm) para o vermelho do Nilo; e 432 nm (excitacao a 350 nm)
para calcofluor branco. Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes

realizados em triplicata.

3.8.6. Ensaio de citotoxicidade

Monocamadas de BalbC/3T3 clone A31 (fibroblasto de camundongos) e HepG2 foram
cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco com 4 mM de L-glutamina ajustado
para conter 1,5 g/L de bicarbonato de sodio e 4,5 g/L de glicose e suplementado com 5 mM de
HEPES e soro de bezerro até uma concentracao final de 10%. As células foram cultivadas a
uma densidade de 10* células/mL e expostas a varias concentra¢des do complexo 17 (variando
de 0,0005 a 50 uM) por 48 h a 37 °C e 5% de COa. As concentra¢des que provocaram 50% de
citotoxicidade (CCso) foram estimadas de acordo com o ensaio WST-1. O indice de seletividade

(IS) foi calculado de acordo com a férmula: IS = CCso/mediana da MIC
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS HIBRIDOS DE Cu(II)

Para a sintese dos complexos metalicos hibridos de Cu(Il) foram sintetizados os
complexos precursores de Cu(Il), [Cu(phen)(NO3)]NOs3 (1) e [Cu(diona)(NO3)]NO3 (2),
derivados dos ligantes phen e diona conforme metodologia reportada (Zheng; Sun; Lin; 2003)

(Esquema 1).

Esquema 1 - Sinteses dos complexos precursores 1 e 2 derivados dos ligantes phen e diona.

- NO,

CU(NO3)2.3H20

metanol/1h

NO,

Cu(NO;),.3H,0
—_—_—
metanol/24h

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Também foram sintetizados quatro complexos precursores de  Cu(Il)
[Cu(CTZ)2(NO3)INO3 (Ca), [Cu(KTZ)2(NO3)]NO3 (Cb), [Cu(ITZ)2(NO3)]NO3 (Ce) e
{[Cu(FLZ)(NO3)NOs]}m (Cd) derivados dos ligantes CTZ, KTZ, ITZ e FLZ que foram
sintetizados através da reagdo entre o Cu(NO3)2.3H20 e o ligante azélico em metanol conforme

descrito em dissertagdo de mestrado (de Azevedo Franca, 2019) (Esquema 2).
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Esquema 2 - Sinteses dos complexos precursores derivados dos ligantes azdlicos (A):
2CTZ/MeOH/24h, (B): 2KTZ/MeOH/24h, (C): 2ITZ/MeOH/24h e (D): FLZ/MeOH/30min.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Ap0s a sintese dos complexos de Cu(Il) precursores, seguiu-se a sintese de um total de
12 complexos metalicos hibridos de Cu(Il) contendo os ligantes planos phen, diona, dppz,
além dos ligantes imidazolicos CTZ, KTZ e os ligantes triazolicos ITZ e FLZ. As séries foram

categorizadas com base nos ligantes azolicos para facilitar a discussao de suas caracterizagoes.
4.1.1. Sintese e caracterizacio dos complexos hibridos de derivados do clotrimazol (CTZ)

Foram sintetizados trés complexos metalicos hibridos de Cu(Il), nomeadamente
[Cu(phen)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3)-3H20 (3) e [Cu(diona)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3)-5H20
(4) (Esquema 3a), obtidos pela reacdo entre o ligante CTZ e os complexos precursores de
Cu(ID) 1 e 2, e [Cu(dppz)(CTZ)(NO3)|NO3-3H20 (5) (Esquema 3b), obtido pela reagao entre
o ligante dppz e o complexo metélico (Ca) os quais foram detalhadamente caracterizados por

meio de técnicas espectroscopicas e analiticas adequadas.
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Esquema 3 - Sinteses de novos complexos metalicos hibridos [Cu(phen)(CTZ)2(NO3)](NO3)
(3) e [Cu(diona)(CTZ)2(NO3)](NO3) (4): (a) a partir da reagdo entre o ligante CTZ ¢ os
complexos metalicos precursores (1) e (2) respectivamente; ¢ do
[Cu(dppz)(CTZ)(NO3)](NO3).3H20 (5): (b) a partir da reag@o do ligante dppz com o

complexo metalico Ca.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Na sintese dos compostos 3 e 4, os complexos metalicos precursores 1 e 2 foram
inicialmente solubilizados em metanol, resultando em solu¢des de coloracdo azul e verde,
respectivamente. A adicdo de CTZ provocou uma alteragdo imediata na coloragdo, indicando

a formacao de um novo composto. Em contrapartida, o complexo 5 foi sintetizado a partir de
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uma solugdo metanolica azul contendo o complexo Ca, ao qual se adicionou uma solucao
metanolica contendo dppz dissolvido. A mistura reacional assumiu uma coloragdo marrom
escuro, sugerindo a formagao de um novo composto. Os compostos 3, 4 ¢ 5 foram precipitados
mediante a adicdo de éter dietilico apés a evaporagdo de um quarto do volume do solvente.
Posteriormente, esses precipitados foram filtrados e lavados com éter dietilico para remocao do
excesso de metanol e agua. Finalmente, foram submetidos a secagem a vacuo e, em seguida,
passaram pelo processo de caracterizagao.

Para se obter informagdes a respeito dos grupos funcionais caracteristicos do composto,
foram obtidos os espectros vibracionais na regido do infravermelho dos hibridos de Cu(Il) 3, 4

e 5 apresentados na Figura 20.

Figura 20 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho dos complexos metalicos

hibridos 3, 4 ¢ 5.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As bandas atribuidas aos estiramentos (vC-H) foram observadas na faixa entre 3056 e
3066 cm™!. Os estiramentos (vVC=N), atribuidos as bandas na faixa de 1579-1585 cm™', ndo

apresentaram deslocamentos significativos em comparagdo com o espectro do ligante CTZ
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(Apéndice A — Figura 59), comportamento observado em complexos semelhantes ja
sintetizados (de Azevedo-Franga, 2021). Além disso, na faixa entre 1432-1496 cm™!, foram
identificadas bandas caracteristicas de estiramento (vC=C). Também ¢ notével o surgimento de
uma banda centrada em 1702 cm™ no espectro do composto 4, ausente nos espectros dos
compostos 3 ¢ 5 que foi atribuida a banda de estiramento (vC=0) caracteristico do ligante
diona, evidenciando a presenca desse ligante na estrutura do complexo de Cu(II). Os espectros
também exibem bandas intensas na faixa de 1312-1321 cm’!, relacionadas aos grupos nitratos
como contra-ions, enquanto entre 824-846 cm’ (Nakamoto, 2009), bandas de menor
intensidade sugerem a presenca de nitratos coordenados ao ion Cu(II).

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos hibridos 3, 4 ¢ 5 foram obtidos em

DMSO. Na Figura 21 encontram-se as sobreposi¢des das curvas obtidas em DMSO.

Figura 21 - Espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos complexos metalicos hibridos 3, 4

e 5 em DMSO.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

O espectro eletronico do CTZ exibe uma banda bastante intensa na regido do vermelho

(260 nm), atribuida as transi¢cdes n-n*, frequentemente associadas a moléculas organicas que
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contém cromodforos especificos, como anéis aromaticos ou duplas ligagdes conjugadas. O
deslocamento batocromico observado para o complexo metalico hibridos 3, de 14 nm, confirma
que, de fato, o ligante CTZ se coordenou ao ion de Cu(Il), diminuindo a energia das transi¢des
eletronicas n-n*, causando um deslocamento para a regido do vermelho. Também foi observado
o aparecimento de um ombro em 294 nm que pode estar associado as transferéncias de carga
do ligante para o metal LMCT (do inglés, Ligant-to-Metal Charge Transfer), uma vez que o
ion de Cu(Il) esta deficiente em elétrons, podendo receber os elétrons do ligante. No espectro
do complexo metalico hibridos 4 e 5, os deslocamentos batocromicos da banda atribuida as
transicdes n-n* observados foram de 4 nm e 17 nm, respectivamente. Além disso, observou-se
o aparecimento de outra banda em 306 nm no espectro do composto 4, que foi atribuida as
transicdes m-n* dos grupos carbonilicos presentes no ligante diona. Por fim, o composto 5 exibe
duas bandas centradas em 361 nm e 377 nm, também atribuidas as transi¢ées m-m*
caracteristicas do ligante dppz, o que evidencia que o dppz encontra-se coordenado ao Cu(Il).
Além disso, observa-se a presenca de uma banda de baixa intensidade centrada em 673 nm, que
foi atribuida as transicdes eletronicas do tipo d-d (Apéndice B — Figuras 65-67) (Prisecaru,
2015), corroborando que os complexos de Cu(Il) apresentam coloragao.

Foram adquiridos os espectros de massa dos complexos metalicos hibridos de Cu(II)-
PL 3, 4 e 5. A titulo exemplificativo, na Figura 22, apresenta-se o espectro de massa de alta
resolugdo do composto 3. Embora ndo tenha sido identificado o pico relativo ao ion molecular,
destaca-se um pico significativo correspondente a um fragmento importante do complexo
metélico, centrado em 649,0707 (649,09) m/z. Esse fragmento, [Cu(phen)(CTZ)(NO3)]",
evidencia a presenca do phen e do CTZ, confirmando também a coordenacdo do nitrato ao
Cu(II). Esses resultados corroboram a formag¢ao do composto 3. Os espectros de massas de alta
resolugdo obtidos para os complexos metdlicos hibridos de Cu(Il) 4 e 5 estdo disponiveis no
Apéndice D — Figura 82. Nesses espectros, ndo se identificam os picos relacionados aos ions
moleculares, entretanto, observam-se fragmentos que indicam a presenca do CTZ, bem como
dos ligantes diona e dppz na estrutura dos complexos de Cu(Il). Essas observacdes sugerem a

formacao desses complexos metalicos hibridos.



Figura 22 - Espectro de massas de alta resolucdo do complexo metélico hibrido 3.
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Adicionalmente as analises discutidas nesta secdo, os resultados experimentais

referentes aos teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio (Tabela 1) para os trés novos

complexos metdlicos hibridos de Cu(Il) estdo em conformidade com os valores calculados para

as formulas moleculares propostas para esses compostos. Além disso, os valores de

condutividade molar obtidos sugerem que, de fato, os complexos metalicos hibridos sao

catidonicos em uma proporcao eletrolitica 1:1. De fato, nos espectros de massas, ¢ possivel

inferir que um dos grupos nitratos encontram-se dentro da esfera de coordenagdo, sugerindo

que o segundo nitrato atua como contraion. Alé disso, esta congruéncia sugere que os trés

complexos de Cu(Il) sdo hexacoordenados, podendo adotar geometria octaédrica distorcida

devido ao efeito Jahn-Teller, fendmeno comumente observado em complexos de Cu(Il), que

exibe uma configuragio eletronica d°.
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Tabela 1 - Dados analiticos dos complexos metalicos hibridos 3, 4 ¢ 5.

Analise Elementar Geary
Composto %C %N %H A Faixa
(%C) (%N (%H") (DMSO)**  (1:1)
CssHs0CIoNgO10Cu (3) 59,51 9,92 3,89 69,50 50-70
(59.,41) (9,76) (3,64)
Cs6He2NgO14C12Cu (4) 57,19 9,53 4,25 69,53
(57,25) (9,80) (4,02)
Cs6Hs56NgO11C12Cu (5) 55,34 12,91 3,11 59,32
(54,72) (13,86) (3,28)

*experimental (calculado); **ohm' cm?mol.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.1.2. Sintese e caracterizacdo dos complexos hibridos de derivados do Cetoconazol (KTZ)

De maneira andloga aos complexos metalicos hibridos obtidos na secdo 4.1.1, os
complexos metalicos hibridos de Cu(Il) [Cu(phen)(KTZ)2(H20)(NO3)]NO3-3H>O (6) e
Cu(diona)(KTZ)2(H20)(NO3)](NO3)-5H20 (7) (Esquema 4a) foram sintetizados pela rea¢do
entre o ligante KTZ e os complexos precursores 1 e 2. Em contrapartida, o complexo
[Cu(dppz)(KTZ)(H20)(NO3)](NO3)-3H20 (8) (Esquema 4b) foi obtido pela reagdo entre o
ligante dppz e o complexo Cb. Todas as sinteses foram realizadas em metanol sob atmosfera

ambiente.


https://chat.openai.com/c/NO3
https://chat.openai.com/c/NO3
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Esquema 4 - Sinteses de novos complexos [Cu(phen)(KTZ)2(H20)(NO3)]NO3-3H>O (6) e
Cu(diona)(KTZ)>(H20)(NO3)](NO3).5H20 (7): (a) a partir da reacao entre o ligante KTZ e
complexos metalicos precursores (1) e (2) respectivamente; e do [Cu(dppz)(KTZ)(H20)
(NO3)](NO3).3H20 (8): (b) a partir da reagdo entre o ligante dppz e o complexo metélico Cb.

Esquema A Esquema b

[Cu(KTZ),(NO3)(H20)INO4
Metanol/2h

[Cu(phen)(NO)INOs
Metanol/2h Y

) o
\ o &" NO,
oo O i

[Cu(phen)(NO3)INO3
Metanol/2h

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Durante as sinteses dos compostos 6 € 7, os precursores 1 e 2 foram primeiramente
dissolvidos em metanol, resultando em solugdes de tonalidades verde e verde musgo,
respectivamente. A introducdo de KTZ nessas solugdes ocasionou uma répida mudanca de

coloragdo, indicando a formacao dos hibridos de Cu(II). Por outro lado, o composto 8 foi obtido


https://chat.openai.com/c/NO3
https://chat.openai.com/c/NO3
https://chat.openai.com/c/NO3
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a partir da adi¢do de uma solucdo metandlica azul, contendo o complexo Cb, & uma solucao
metanodlica na qual o dppz foi previamente dissolvido. A reagdo resultante apresentou uma
coloragdo preta, sugerindo a formagdo de um novo produto. Os compostos 6, 7 ¢ 8 foram
precipitados pela adi¢do de éter dietilico apds reducao de um quarto do volume do solvente por
evaporagdo. Em seguida, os precipitados foram filtrados e lavados com éter dietilico para
eliminar residuos de metanol e dgua. Por fim, passaram por secagem a vacuo antes de serem
submetidos a caracterizagao.

Na Figura 23, encontram-se os espectros vibracionais na regido do infravermelho dos

complexos de Cu(Il) 6, 7 ¢ 8.

Figura 23 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho dos complexos metalicos

hibridos 6, 7 ¢ 8.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As bandas atribuidas aos estiramentos (vC-H) em torno de 3129-2887 cm™! s3o notaveis,
juntamente com bandas intensas centradas em 1618-1629 cm™, caracterizando o estiramento
(vC=0) de grupos carbonilicos, os quais no complexo 7 podem se sobrepor devido a presenca
tanto do ligante KTZ quanto do ligante diona. A analise também evidencia a presenca do KTZ
nos complexos metalicos hibridos 6, 7 ¢ 8. Observam-se pequenas bandas parcialmente

sobrepostas as bandas dos estiramentos (vC=0) entre 1583-1586 cm™' em todos os compostos,
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com deslocamentos leves associados a coordenacdo de ambos os ligantes ao ion de Cu(Il). A
confirmacao da presenca dos anéis aromaticos ¢ feita pelas bandas localizadas entre 1506-1512
cm’!, indicativas dos estiramentos (vC=C). Além disso, bandas intensas centradas entre 1321-
1329 cm! estdo relacionadas a presenca do ion nitrato nio coordenado, enquanto na faixa entre
814-826 cm’!, evidencia-se a presenca de nitratos coordenados ao ion de Cu(II).

Os espectros eletronicos dos complexos 6, 7 ¢ 8, obtidos em DMSO (Figura 24),
revelam bandas caracteristicas do ligante KTZ em todos os compostos. No espectro do
complexo metéalico hibrido 6, destaca-se uma banda centrada em 271 nm, associada as
transicdes m-n* relacionadas aos elétrons m do ligante phen, além de uma banda em 295 nm que
se sobrepde a banda em 271 nm e apresenta um deslocamento de 8 nm em relagdo a banda do
KTZ. O composto 7 exibe uma banda em 258 nm deslocada e outra em 298 nm, atribuidas as
mesmas transi¢oes eletronicas observadas para o composto 6. Entretanto, a banda centrada em
298 nm esta deslocada em 5 nm, evidenciando a coordenacdo. Em contraste, no espectro do
composto 8, sdo observadas 3 bandas: uma centrada em 279 nm e duas em 360 e 376 nm,
atribuidas ao ligante dppz. Isso confirma a presenca desse ligante na estrutura do novo
complexo metélico hibrido. No APENDICE B também sio observadas as bandas referentes as

transi¢des do tipo d-d (Prisecaru, 2015).

Figura 24 - Espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos complexos metalicos hibridos 6, 7

e 8 em DMSO.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Foram também obtidos os espectros de massas dos complexos metélicos hibridos 6, 7 e
8. A titulo de exemplificacdo, observa-se na Figura 25 o espectro de massas de alta resolugao
do complexo 6, no qual € possivel observar um pico importante inerente ao fragmento
[Cu(phen)(KTZ)(NO3)]" = 835,1497 (835,13) m/z que sugere a presenga dos ligantes phen e
KTZ na esfera de coordenacgdo. Além disso, ¢ possivel observar a presenga do ligante nitrato,
que corrobora que um grupo nitrato estd dentro da esfera de coordenagao como foi analisado
no espectro de I'V. A notavel presenca do ligante phen também pode ser confirmada ao observar
o pico correspondente ao [Cu(phen)(NO3)]" centrado em 304,9636 (304,99) m/z e o ion
molecular do ligante KTZ em 531,1066 (531,15) m/z, o que sugere a formacao do composto de
interesse. Por conseguinte, no espectro do compostos 8 (Apéndice D — Figura 83) também nao
foram observados os ions moleculares, mas os fragmentos que indicam fortemente a sua

formacao.

Figura 25 - Espectro de massas de alta resolucdo do complexo metélico hibrido 6.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Além das analises abordadas nesta se¢do, os resultados experimentais relativos aos
teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio (Tabela 2) para os trés novos complexos metélicos
hibridos de Cu(Il) estio em concordancia com os valores previamente calculados para as
formulas moleculares propostas desses compostos. A consisténcia observada sugere que os trés

complexos de Cu(Il) possuem uma estrutura hexacoordenada, e geometria octaédrica distorcida
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devido a influéncia do efeito Jahn-Teller. Os valores de condutividade molar também indicam
que esses complexos sdo catidnicos € encontram-se dentro da faixa no qual sdo considerados
eletrolitos do tipo 1:1, fato que corrobora aos espectros de massas que indicam que um dos
grupos nitratos encontra-se coordenado ao ion de Cu(Il), sugerindo que o outro nitrato atua

como contra-ion.

Tabela 2 - Dados analiticos dos complexos metalicos hibridos 6, 7 ¢ 8.

Analise Elementar Geary
Composto %C %N %H A Faixa
(%C")  (%N") (%H") (DMSO)** (1:1)
CesHg2ClsN12019Cu (6) 51,80 10,66 4,44 68,2 50-70
(52,17)  (10,12) (4,15)
Cs4HgoN12026Cu (7) 49,58 10,84 4,64 68,18
(49,58) (11,23) (4,02)
Cs4H78N12024Cu (8) 50,96 13,50 4,05 58,32

(50,45)  (14,06)  (3,32)

*experimental (calculado); **ohm™' cm?mol™.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

4.1.3. Sintese e caracterizacdo dos complexos hibridos de derivados do Itraconazol (ITZ)

Trés novos hibridos de Cu(Il) foram sintetizados contendo o I'TZ em suas estruturas, o
[Cu(phen)(ITZ)2(NO3)](NO3).4HO  (9), Cu(diona)(ITZ)(H20)(NO3)](NO3).5H.0  (10)
(Esquema S5a) através da reacdo entre o ITZ e os complexos metalicos precursores 1 e 2
respectivamente, € o [Cu(dppz)(ITZ)(H20)(NO3)](NO3).2H,O (11) (Esquema S5b) obtido
pela reacdo entre o ligante dppz e o complexo Ce. Nesse caso, todas as sinteses foram

realizadas em refluxo por 2h sob atmosfera ambiente.
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Esquema 5 - Sinteses de novos complexos de [Cu(phen)(ITZ)2(NO3)](NO3) (9) e
[Cu(diona)(ITZ)(NO3)](NO3) (10): (a) a partir da reacao entre o ligante ITZ e os complexos
metalicos (1) e (2) respectivamente; € do [Cu(dppz)(ITZ)(NO3)](NO3).3H,O (11): (b) a partir

da reacdo entre o ligante dppz ¢ o complexo Cec.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As sinteses foram conduzidas com a dissolu¢do total dos precursores 1 e 2 em metanol,
seguida pela adicdo do ITZ as solucdes resultantes, que exibiam coloragdao verde e verde
musgo, respectivamente. A reacao ocorreu sob refluxo, resultando em mudancas de coloragdo
para azul claro e marrom nos complexos metalicos hibridos 9 e 10, respectivamente, indicando
a formacgao dos hibridos de Cu(II). Por outro lado, o composto 11 foi sintetizado pela adi¢ao de
uma solu¢do metandlica do dppz a uma solugao metanoélica verde escuro, contendo o complexo
Cec. A reacao resultante apresentou uma coloragdo marrom escuro, sugerindo a formagao de um
novo produto. Os compostos 9, 10 e 11 foram precipitados pela adicao de éter dietilico apods a

evaporagdo de um quarto do volume total do solvente. Em seguida, os precipitados foram



&4

filtrados e lavados com éter dietilico para a remogao de residuos de metanol e 4gua. Finalmente,
os produtos foram submetidos a secagem a vacuo antes da caracterizagao.

Na Figura 26 se encontram os espectros vibracionais na regido do infravermelho dos
hibridos de Cu(I) 9, 10 e 11 nos quais podem ser observados os estiramentos (vC-H) em torno
de 3050-2972 cm™!. Bandas intensas centradas em 1693-1696 cm™ em todos os espectros foram
atribuidas ao estiramento (vC=0) caracteristico dos grupos carbonilicos presentes no ligante
ITZ, evidenciando a presenca desse ligante na estrutura dos complexos metalicos, € no caso do
complexo 7 também sugere a presenga do ligante diona na esfera de coordenacdo. Pequenas
bandas parcialmente sobrepostas as bandas dos estiramentos (vC=0) sdo observadas entre
1583-1585 cm™! associadas aos estiramentos (vC=N) porém nio se observam deslocamentos
significativos em relagdo aos ligantes. A presenca dos anéis aromdticos também ¢ confirmada
pelas bandas localizadas entre 1508-1512 cm™ relacionadas aos estiramentos (vC=C). Além
disso, bandas intensas centradas na faixa de 1222-1225 cm™ estdo relacionadas a presenca do
fon nitrato ndo coordenado, assim como na faixa de 816-826 cm™ referente a presenca de
nitratos coordenados ao ion de Cu(Il) (Nakamoto, 2009). O que concorda com os valores de
condutividade molar obtidos indicando a formag¢dao de compostos catidnicos na propor¢ao
eletrolitica 1:1 (GEARY, W.J., 1971), de forma semelhante ao complexo metalico precursor

[Cu(ITZ)2(H20)(NO3)](NO3) (Ce) (de Azevedo Franga, 2019).

Figura 26 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho dos complexos metalicos

hibridos 9, 10 e 11.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos hibridos de Cu(Il) 9, 10 e 11, obtidos
em DMSO (Figura 27), mostram para o complexo 9, uma banda em 271 nm atribuida as
transi¢des do tipo m- m* caracteristicas do ligante ITZ, que no espectro dos complexos 10 e 11
encontram-se em 288 nm e 273 nm respectivamente, e todas elas apresentam-se deslocadas em
8 nm, 25 nm e 10 nm, confirmando que o ligante ITZ coordenou-se ao ion de cobre(Il). Além
disso, observam-se duas bandas centradas em 361 nm e 378 nm no espectro do complexo 11,
que indicam a presenca do ligante dppz na estrutura do composto de coordenacao. Todos os
complexos metalicos hibridos de Cu(Il) apresentam coloracdo em solu¢do, o que condiz com o
fato de serem observadas bandas de baixa intensidade na regido do visivel que sdo atribuidas
as transicdes d-d (APENDICE B — Figura 70) conhecidas por serem proibidas por Laporte
(Prisecaru, 2015).

Figura 27 - Espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos complexos metalicos hibridos 9,

10 e 11 em DMSO.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Foram também obtidos os espectros de massas de alta resolu¢do dos complexos
metalicos hibridos 9, 10 e 11. A titulo de exemplificagdo, observa-se na Figura 28 o espectro
do complexo metalico hibridos 9, no qual € possivel observar picos referentes a fragmentos

importantes do complexo metalico como o fragmento [Cu(phen)(ITZ)(NOs3)]" = 1011,2333
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(1009,23) m/z além do fragmento [Cu(phen)(NO3)]" em 304,9636 (304,99) m/z que indicam a
presenca da phen e do ITZ na estrutura do composto. Além disso, ambos fragmentos sugerem
que um grupo nitrato atua como ligante auxiliar contido na esfera de coordenagdo. Tais
observagdes corroboram que o composto de interesse foi obtido. Ademais, o espectro do
composto 10 encontra-se no Apéndice D -Figura 84 onde sdo observados picos inerentes a

fragmentos do composto.

Figura 28 - Espectro de massas de alta resolu¢ao do complexo metalico hibrido 9.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

De forma analoga aos complexos metalicos hibridos discutidos nas sessdes anteriores,
os resultados experimentais relativos aos teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio (Tabela 3)
obtidos para os trés novos complexos metalicos hibridos de Cu(Il) derivados do ITZ estao em
acordancia com os valores previamente calculados para as férmulas moleculares propostas,
sugerindo que os trés complexos de Cu(Il) sdo hexacoordenados octaédricos distorcidos por
influéncia do efeito Jahn-Teller. Além disso, em solugdo sdo catidnicos como indicam os
valores de condutividade molar que se encontram em uma faixa na qual considera-se eletrdlito
1:1, o que ja foi evidenciado pelo espectro de massas que indica que um dos nitratos atua como

ligante auxiliar, o que sugere que o segundo nitrato balanceia a carga do complexo de cobre.
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Tabela 3 - Dados analiticos dos complexos metalicos hibridos 9, 10 e 11.

Analise Elementar Geary
Composto %C %N %H A Faixa
(%C) (%N’) (%H")  (DMSO)**  (1:1)
Cs2HooCl2N20O17Cu (9) 53,56 15,24 4,57 66,3 50-70
(53,07) (15,91) (4,79)
C47He4CN12027Cu (10) 45,26 13,48 4,17 69,53
(44,59) (12,89) (3,57)
C47H52CI2N12021Cu (11) 54,34 16,74 4,61 40,16

(54,79)  (1635)  (4,25)

*experimental (calculado); **ohm™' cm?mol.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

4.1.4. Sintese e caracterizacdo dos complexos hibridos de derivados do Fluconazol (FLZ)

Por ultimo, foram sintetizados 3 novos complexos metalicos hibridos derivados do FLZ,
sendo o  [Cu(phen)(FLZ)(H2O)(NO3)]2(NO3)2:3HO  (12),  Cu(diona)(FLZ)(H:20)
(NO3)]2(NO3)2:5H20 (13) (Esquema 6a) obtidos através da reagao entre o FLLZ e os complexos
metalicos precursores (1) e (2) respectivamente; e o complexo metalico hibrido
[Cu(dppz)(FLZ)(H20)(NO3)]2(NO3)2:2H>0 (14) (Esquema 6b) que foi sintetizado através da
reacdo entre o ligante dppz e o complexo {[Cu(FLZ)(H20) (NO3)](NO3)}n (Cd).
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Esquema 6 - Sinteses de novos complexos de [Cu(phen)(FLZ)(H20)(NO3)]2(NOs3)2 (12) e
[Cu(diona)(FLZ)(H20)(NO3)]2(NO3)2 (13): (a) a partir da reagao entre o ligante FLZ ¢ o
complexos metalicos precursores (1) e (2) respectivamente; ¢ do
[Cu(dppz)(FLZ)(H20)(NO3)]2(NO3)2.2H20 (14): (b) a partir da reacdo entre o ligante dppz e

o complexo Cd.

Esquema A
—‘ (NO3), —‘ (NO3),

&Kj N fN N /N e \ #
) o HO NN O/N
N \_N
0 N = _LCulphem)(NOZINO) (1) OH [Cu(diona)(NO,)IINO) () .
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N OHN\/ € MeoHzmta, i \ MeOH/2hit.a. N—O NN oHN N
/
7 < o NS
N-N N-N |
.

Esquema B

—‘ (NO3),

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As sinteses foram conduzidas inicialmente pela dissolucdo dos precursores 1 € 2 em
metanol, seguida pela adicao equimolar do FLZ as solugdes resultantes, as quais apresentavam
coloragdo verde e verde musgo, respectivamente. A reagdo prosseguiu em condi¢cdes ambientes,
ocasionando altera¢des de coloragdo para azul e azul claro nos complexos metélicos hibridos
12 e 13, respectivamente, indicando a formag¢do dos hibridos de Cu(Il). Por outro lado, o
composto 14 foi obtido através da adi¢do de uma solugdo metandlica do dppz a uma solugdo
metanodlica de coloragdo azul, contendo o complexo Cd. A reagdo subsequente gerou uma
coloracdo marrom, seguida do aparecimento de precipitado cinza, sugerindo a obtengdo de um
novo produto. Os compostos 12, 13 foram precipitados pela adi¢do de éter dietilico apds a
evaporacdo de um quarto do volume do solvente. Posteriormente, os precipitados foram
submetidos a filtragdo e lavagem com éter dietilico para eliminagdo de residuos de metanol e
agua. Por fim, os produtos foram submetidos a secagem a vacuo antes de serem caracterizados.

Nos espectros vibracionais na regido do infravermelho dos hibridos de Cu(Il) 12, 13 e

14 (Figura 29) foram observadas as bandas dos estiramentos (vC-H) em torno de 3107-3135
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cm™!. Na faixa entre 1613 ¢ 1619 cm™! observou-se uma banda pouco intensa que foi atribuida
aos estiramentos (VC=N), caracterizados por deslocamentos em comparagao com o ligante livre
FLZ. A presencga dos anéis aromaticos também ¢ confirmada pelas bandas localizadas entre
1499-1531 cm™ atrelados aos estiramentos (vC=C). E por fim, bandas intensas centradas na
faixa de 1279 a 1282 cm’! foram associadas a presen¢a do ion nitrato no coordenado como
observado para o polimero de coordenacdo {[Cu(FLZ):]J(NO3)2}» assim como na faixa de 819-
848 cm™! (Nakamoto, 2009) referente a presenca de nitratos coordenados ao ion de Cu(II). Esses
dados corroboram aos valores observados a complexos metalicos semelhantes os complexos de
Cu(Il) [Cu(CTZ)2(NO3)](NO3) (Ca), e [Cu(KTZ)2(NO3)](NOs) (Cb) (DE Azevedo-Franga et
al., 2020, 2021).

Figura 29 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho dos complexos metalicos

hibridos 12, 13 ¢ 14.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis dos hibridos 12, 13 e 14, obtidos em
DMSO (Figura 29), mostraram para o complexo 12, uma banda centrada em 274 nm atribuida
as transicdes do tipo m- ©* que ndo se apresentou deslocada em comparacido com o espectro do

FLZ, mas nos espectros dos complexos 13 e 14 apresentam-se em 267 nm e 278 nm
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respectivamente, deslocadas em 7 nm e 4 nm respectivamente, confirmando que o ligante FLZ
coordenou-se ao ion de Cu(Il). Além disso, observaram-se duas bandas centradas em 359 nm e
377 nm no espectro do complexo 14 também atribuidas as transi¢des n- n*, que indicam a
presenca do ligante dppz na estrutura do complexo. Conforme demonstrado na literatura
(Prisecaru, 2015), também podem ser observadas bandas de baixa intensidade inerentes as

transi¢des do tipo d-d (APENDICE B — Figuras 71-73).

Figura 30 - Espectros eletronicos na regiao do UV-Vis dos complexos metalicos hibridos 12,

13 ¢ 14 em DMSO.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Foram também obtidos os espectros de massas dos complexos metalicos hibridos 12, 13
e 14. A titulo de exemplificacdo, observa-se na Figura 31 o espectro de massas do complexo
12, no qual sdo observados picos referentes aos fragmentos [Cu(Phen)(FLZ)(NO3), + H]" em
672,0137 (672,07) m/z, além do ion molecular do ligante FLLZ centrado em 306,9769 (307,11)
m/z que propde a presen¢a do ligante plano phen e do FLZ na estrutura do complexo. Os
espectros dos compostos 13 e 14 encontram-se no Apéndice D. Os fragmentos também indicam
a presenga de um nitrato coordenado ao Cu(Il), sugerindo que o segundo nitrato encontra-se

fora na esfera de coordenacao, atuando como contra-ion.
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Figura 31 - Espectro de massas de alta resolucdo do complexo metélico hibrido 12.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Os resultados experimentais relativos aos teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio
(Tabela 4) obtidos para os trés novos complexos metalicos hibridos de Cu(Il) derivados do
FLZ estaio em concordancia com os valores previamente calculados para as formulas
moleculares propostas, sugerindo que os trés complexos metéalicos hibridos de Cu(Il)
apresentam estruturas diméricas de forma coerente ao fato de que o ligante FLZ possui dois
anéis imizadolicos possibilitando a coodenacdo por ambos os anéis e isso facilita a
polimerizacdo desse ligante. Além disso, os valores de condutividade molar indicam que os
dimeros sdo catidnicos, apresentando 2 nitratos como contra-ions. Outrossim, os ions de Cu(II)
sdo hexacoordenados octaédricos distorcidos por influéncia do efeito Jahn-Teller, uma vez que

o Cu(II) apresenta uma configuragio eletronica d’.
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Tabela 4 - Dados analiticos dos complexos metélicos hibridos 12, 13 e 14.

Analise Elementar Geary

Composto %C %N %H A Faixa
(%C)  (%N) (%H) (DMSO)** (1:1)
CsoHs0FaN20019Cuz (12) 41,76 19,49 3,48 129,08  50-70
(42,07) (18,73)  (2,93)
CsoHasF4N20032Cuz (13) 39,15 18,27 3,26 100,32
(38,76) (18,82) (2,78)
Cs3HssF4N20034Cuz (14) 45,38 19,55 3,72 121,3
(44,99) (18,78) (3,09)

*experimental (calculado); **ohm™ cm?mol™.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

4.1.5. Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

Para aprofundar a caracterizacdo de todos esses compostos de Cu(Il) paramagnéticos,
foram conduzidas medidas de EPR em amostras em p6 numeradas de 3 a 14. Todos os espectros
foram adquiridos na frequéncia da banda X (aproximadamente 9,4 GHz) e a temperatura
ambiente, conforme detalhado na se¢do experimental. Os espectros experimentais,
apresentados na Figura 32 junto com suas simulagdes, exibem a estrutura fina caracteristica do
ion Cu(II) (d°, S = 1/2), revelada pela anisotropia do tensor g, onde g, > g« = gy > ge, consistente
com um orbital magnético dx>-y?.

Cada um dos trés componentes ¢ influenciado pelo efeito do acoplamento hiperfino
entre o spin ndo pareado e os nucleos ativos de cobre (**Cu, I = 3/2, abundéancia natural =
69,17%; Cu, I = 3/2, n.d. = 30,83%), resultando em uma estrutura hiperfina resolvida. Esse
acoplamento ¢ mais evidente para as transi¢des g, situadas entre 260 e 330 mT. Para os
compostos 3, 4, 6, 7, 8, 10 e 11, trés dos quatro componentes (2ICu + 1 = 4) s@o claramente
resolvidos, enquanto o quarto componente apresenta uma distor¢do na regido das transigdes gx

e gy, para as quais ndo ha resolucdo de estrutura hiperfina.

Essa distor¢do pode ser atribuida a similaridade nos componentes do tensor de
acoplamento hiperfino (A) em relacdo ao tensor g, ou seja, A, > Ax = Ay. Uma observagao

ligeiramente distinta ¢ feita para as espécies 5, 9, 12, 13 e 14, que exibem uma estrutura



93

hiperfina pouco resolvida. Essa evidéncia ¢ consistente com uma estrutura dimérica para esses
trés complexos, podendo surgir devido a 1) efeitos de amplificagdo decorrentes de interacdes
intramoleculares dipolares entre os ions de cobre ou ii) uma contribuicdo mais fraca dos

componentes Az, atribuivel a um ambiente de coordenacdo octaédrica mais simétrico.

O quarto pico apresenta complicagdes adicionais devido a uma segunda banda larga
centrada em 320 mT, atribuida a convolu¢do dos componentes gx e gy. Neste caso, a estrutura
hiperfina ndo pode ser discernida devido aos efeitos de amplificacdo. Em geral, a tendéncia A,
> Ax = Ay parece ser consistente ao longo da série, em concordancia com observacdes

anteriores para compostos analogos.

Figura 32 - Espectros de EPR CW em banda X foram obtidos a T =300 K em amostras de p6

dos complexos metalicos hibridos 3-14. Simulagdes espectrais sao relatadas nos mesmos

graficos.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

A andlise direta dos valores de g, e A, entre os diversos complexos de Cu(Il) pode
proporcionar informagdes valiosas sobre a geometria de coordenagdo do centro spin-ativo.
Nesse sentido, foram empregadas simulagdes espectrais (Stoll, Schweiger, 2006) para uma
estimativa precisa dos parametros hamiltonianos de spin, visando obter informagdes mais
detalhadas sobre a geometria de coordenacdo. Um spin hamiltoniano na forma HS =—uBB-g-S
+ S-A- foi utilizado, sendo o primeiro termo associado a interagdo Zeeman e o segundo a

interacao de acoplamento hiperfino. Uma discreta distor¢ao obliqua (x # y) foi incorporada ao
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modelo para uma reproducdo mais precisa das formas das linhas espectrais. A Tabela 5
apresenta os melhores parametros de simulagdo para todos os compostos investigados. A
avaliacdo quantitativa desses parametros confirma as interpretagdes qualitativas dos espectros
mencionados anteriormente.

De forma intrigante, embora parametros hamiltonianos de spin muito semelhantes
caracterizem os complexos 3-14, desvios mais significativos sao observados no complexo 13.
Esse padrao ¢ congruente com uma geometria mais proxima de um octaedro regular (Bonomo;
Riggi; di Bilio, 1988) ou com uma alteragao de um atomo doador de nitrogénio de uma posi¢ao
equatorial para uma posi¢do axial. Vale ressaltar que a razdo g,/A, situa-se na faixa esperada
para sistemas mistos CuNxOy (Neuman, et al., 2012; Folli, et al., 2021; Gala, et al.2014; Tabbi,

2013) em todos os complexos, adicionando consisténcia as observagdes realizadas.

Tabela S - Parametros de melhor ajuste obtidos a partir de simulagdes de espectros CW de

banda X dos complexos metdlicos hibridos 3-14. A relagdo gz/Az obtida também ¢ relatada.

Compostos gx gy gz Ax Ay Az g:/Az
(MHz) (MHz) (MHz) (GHz')

3 2,065(2) 2,080(2) 2,265(1) 40(4)  55(4)  500(2) 4,53
4 2,065(2) 2,0732) 2270(1) 55(4)  65(4)  510(2) 4,45

5 2.09 2.1 2.27 110 120 510  0.00445
6 2,065(2) 2,0702) 2,265(1) 45(4)  50(4)  510(2) 4,44

7 2,067(2) 2,076(2) 2,265(1) 55(4)  65(4)  515(2) 4,40

8 2.075 2.07 2.265 40 40 500  0.00453
9 2.082 2.74 2.31 25 20 385 0.006
10 2.08 2.098 2.285 65 120 485 0.00471
11 2.08 2.085 2.275 55 65 465  0.00489
12 2,065(2) 2,0702) 2,260(1) 35(4)  45(4)  515(2) 4,39
13 2,085(2) 2,0902) 2,285(1) 90(4)  95(4)  380(2) 6,01
14 2.055 2.065 2.285 40 45 450  0.00508

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

A confirmagdo da presenca de quatro nucleos doadores de nitrogénio ¢ derivada dos
espectros de EPR obtidos em uma solu¢ao congelada contendo 0,5 mM do complexo 6 em

DMEF/EtOH 5:1 (Figura 33). Nesses espectros, evidencia-se uma estrutura super-hiperfina
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resultante da interagio de acoplamento com dois pares de 4tomos de '“N ndo equivalentes. A
simulacdo do espectro da solugdo congelada foi conduzida considerando um Hamiltoniano de
Spin na forma HS = — uBB-g- § + 8- A- I +, em que o ultimo termo descreve a interacao

hiperfina com os 4 ntcleos de '*N.

Dada a auséncia de experimentos especificos de EPR para caracterizar melhor essas
interagdes, como experimentos com “N-ENDOR ou HYSCORE (Scholl; Huettermann, et al.,
1992; Ritterskamp, 2017; Oryan, Akbari, 2016), a simulagdo espectral foi simplificada
assumindo simetria axial para o ion e contribui¢des hiperfinas isotropicas dos nucleos de “N.
As posi¢des simuladas das linhas correspondem bem as do espectro experimental, e as
constantes de acoplamento hiperfino resultantes para o '*N s3io comparaveis as relatadas na
literatura para complexos de Cu(Ill) contendo imidazol ¢ phen (Oryan; Akbari, 2016,
Godlewska et al., 2013; Blagosklonny, 2013; de Macedo-Silva et al., 2015). A semelhanga dos
parametros do Hamiltoniano de Spin obtidos na solucdo congelada com aqueles obtidos no
estado so6lido sugere que, na solubilizacdo, a geometria de coordenacdo ¢ pouco afetada
(Garribba, Micera, 2006). As pequenas discrepancias observadas indicam uma estrutura
octaédrica ligeiramente mais alongada explicada pelo efeito Jahn-Teller de alongamento, sem
alteragdes no numero ou modo de coordenacao, um resultado que € consistente com as

observagdes da espectroscopia UV-Vis (Apéndice B).

Figura 33 - Espectros experimentais e simulados de EPR CW em banda X obtidos em

solugdo congelada de 0,5 mM do complexo metalico hibrido 6 em DMF/EtOH 5:1.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Tabela 6 - Parametros de melhor ajuste obtidos a partir da simulagdo da medicao de EPR CW
em banda X em uma solugdo congelada de 0,5 mM do complexo metalico hibrido 6 em
DMEF/EtOH 5:1.
gx gy gz Ax Ay Az NAiso

(MHz) (MHz) (MHz) (MHz)

Cu 2.065(2) 2.065(2) 2.267(1) 40(2) 40(2) 538(2)

Ni, 41(1)
N2

N3, 39(1)
N4

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.1.6. Estudos de estabilidade em solucio de DMSO

A avaliagdo do comportamento dos doze complexos metalicos hibridos de Cu(Il) foi
conduzida minuciosamente em solu¢do de dimetilsulfoxido (DMSO), o solvente empregado
nos ensaios in vitro, sendo monitorada por meio de espectroscopia na regido de UV-Vis. Cada
composto foi submetido a obtengdo de espectros de absor¢cao em diferentes intervalos de tempo,
especificamente em t = 0 horas, 5 horas e 24 horas. A analise detalhada revelou que a maioria
dos compostos investigados nao apresentou alteracdes nos espectros ao longo desses periodos

como observado para o composto de coordenacgdo 8 (Figura 34).

Figura 34 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 8 na faixa de 250-800 nm

registrados em DMSO em t = Oh, 5h e 24h.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Essa observagdo sugere a estabilidade dos complexos estudados em DMSO durante o
intervalo de tempo examinado. A fim de proporcionar uma documentagao abrangente, todos os

espectros de UV-Vis adquiridos para cada complexo estao disponiveis no Apéndice B.

4.2. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS HIBRIDOS DE Ag(])

Ao longo dessa sessdo, serdo abordadas a sintese e caracterizagdo dos 2 hibridos de
Ag(I) contendo os ligantes CTZ, KTZ ¢ ITZ. Nesse caso, uma abordagem diferente foi
empregada. No caso dos dois hibridos de Ag(I), combinaram-se dois inibidores da biossintese

do ergosterol diferentes coordenados ao mesmo ion de Ag(1).

4.2.1. Complexo Hibrido 15

O hibrido de Ag(I) [Ag(CTZ)(KTZ)]NOjs (15) foi sintetizado de acordo com o Esquema
7 o qual mostra a complexacdo dos ligantes CTZ e KTZ ao sal AgNO; em acetonitrila ao

abrigo da luz por 2h.

Esquema 7 - Sintese do complexo metalico hibrido [Ag(CTZ)(KTZ)]NOs (15) pela
complexacdo do CTZ e do KTZ ao AgNO3 em acetonitrila por 2h.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Na sintese do complexo metalico hibridos 15, solubilizou-se 0 AgNO; em acetonitrila
destilada. Em seguida, uma quantidade equimolar de CTZ foi solubilizada em acetonitrila
destilada e em seguida adicionada a solucao de AgNOs. A reagdo foi mantida sob agitagdo por
lh e durante esse tempo, nenhuma mudanca visual foi observada. Apds 1h de agitacao,

solubilizou-se um equivalente de KTZ em acetonitrila destilada, que foi posteriormente
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adicionada a rea¢do. Manteve-se a agitagao por mais 1h e evaporou-se o solvente até um quarto
de seu volume. Um solido branco foi observado ao adicionar éter dietilico. Esse solido foi
filtrado e lavado com mais éter dietilico para que se removesse qualquer resquicio de
acetonitrila e outros solventes pouco volateis. Por fim, o s6lido foi seco a vacuo. Durante todo
o processo de sintese, a reagdo foi mantida ao abrigo da luz e sob atmosfera de nitrogénio.

Apos sintetizado e devidamente purificado, o hibrido 15 foi caracterizado pelas mesmas
as técnicas analiticas e espectroscopicas ja mencionadas na sessdo anterior, porém foi
empregado o uso da ressonancia magnética nuclear de 'H e '>C uma vez que a Ag(l) tem
configura¢do diamagnética.

Na Figura 35, encontram-se os espectros de absor¢do na regido do infravermelho dos
ligantes CTZ e KTZ tanto quanto o espectro do hibrido 15. Com base nesses espectros ¢
possivel observar que as bandas caracteristicas tanto do CTZ quanto do KTZ estdo presentes
no espectro do complexo metalico hibrido, como na regido de 3060-3026 cm™' referente aos
estiramentos (vC-H aromatico) e em 2815-2880 associadas aos estiramentos (vC-H alifatico).
Além disso, nota-se em 1631 cm™' uma banda intensa inerente ao estiramento (vC=0) que
corresponde aos grupamentos carbonilicos presentes no ligante KTZ, o que evidencia a sua
presenca na estrutura do hibrido 15. Em 1586 cm™! nota-se uma banda de baixa intensidade que
foi atribuida ao estiramento (vC=N) presente nos anéis imidazoélicos que em comparagdo com
o espectro dos ligantes CTZ e KTZ nao se observaram deslocamentos significativos. Em 1508
cm’! observa-se uma banda intensa inerente aos estiramentos (vC=C) de ambos os ligantes. A
presenca do grupo nitrato como contra-ion pode ser confirmada pela presenga de uma banda
em 1226 cm! caracteristica de ions nitrato (NO3") ndo coordenados (Nakamoto, 2009). A
presenca do ion nitrato como contra-ion, evidencia que o composto ¢ catidnico o que também
estd de acordo com o valor de condutividade molar obtido em DMSO para complexos cuja
proporcao eletrolitica ¢ 1:1. Esses dados corroboram aqueles obtidos para similares complexos
de prata(I) como o [Ag(CTZ):]NO3 e o [Ag(KTZ):]NOs sintetizados por Navarro e
colaboradores (2023) contendo os mesmos ligantes imidazolicos coordenados ao ion de Ag(I)

de forma linear, sugerindo também a mesma geometria para o hibrido 15.
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Figura 35 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho do complexo metélico hibrido

15 e dos CTZ ¢ KTZ.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Na Figura 36, encontram-se espectros eletronicos na regido do UV-Vis do composto
hibrido 15, e dos ligantes CTZ e KTZ obtidos em DMSO, nos quais ¢ possivel observar duas
bandas, a primeira centrada em 259 nm de alta intensidade e outra em 303 nm de menor
intensidade, que foram atribuidas as bandas do CTZ e KTZ respectivamente com base nos
espectros deles no mesmo solvente. Além disso, essas bandas estdo associadas as transi¢des do
tipo m- * que sdo relacionadas as transicdes eletronicas que ocorrem nas duplas liga¢des dos
ané€is aromaticos desses ligantes. Em relagdo aos ligantes, ndo se observam deslocamentos

significativos.
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Figura 36 - Espectros eletronicos na regido do UV-Vis do complexo metalico hibrido 15 em

DMSO.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

O complexo metalico hibrido 15 e os ligantes CTZ e KTZ foram solubilizados em
DMSO-ds e essas solugdes foram submetidas a espectroscopia de RMN de 'H e '3C. A Figura
37 mostra os espectros de 'H do composto 15 e dos ligantes CTZ e KTZ. Percebe-se que no
espectro do hibrido 15 foram observados todos os sinais caracteristicos dos ligantes CTZ e
KTZ. Para facilitar a elucidacdo, os hidrogénios do KTZ foram numerados seguindo os
numeros ordinais, enquanto os hidrogénios do CTZ foram numerados com letras e nesse caso,
os hidrogénios Hz2, H4 e Hs, correspondem a Hp, Ha € He.

Ao analisar minuciosamente o espectro do hibrido 15, verificou-se que os protons
imidazolicos para do CTZ e do KTZ apresentaram significativos deslocamentos quimicos uma
regido mais desblindada do espectro em relagao aos ligantes livres, sendo essa variagao de 0,47
ppm, 0,25 ppm e 0,24 ppm para o Hz, Hs e Ha respectivamente e 0,31 ppm, 0,20 ppm e 0,21
ppm para H, Hq e He respectivamente. Essa observacdo indica fortemente que ocorreu a
coordenagdo ao ion de Ag(l) tanto do KTZ quando do CTZ pelo atomo de nitrogénio
imizadolico Nj, fato que também ¢ observado para os complexos de [Ag(KTZ)]NOs e
[Ag(CTZ)2]NO3 reportados na literatura (Condé et al., 2023). Adicionalmente, as integrais

corroboram que um ligante CTZ e um KTZ estdo coordenados ao ion Ag(I).
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Figura 37 - Comparagio dos espectros de RMN de 'H dos ligantes CTZ, KTZ e do

complexo metalico hibrido 15.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Em relacdo aos espectros de RMN de *C dos ligantes CTZ, KTZ e do complexo

metalico hibridos de Ag(I) 15 atribuiram-se os mesmos sinais de ressonancia encontrados no

espectro do CTZ e KTZ (Figura 38), além disso, os carbonos vicinais ao nitrogénio N; sofrem

deslocamento para regido mais desblindada do espectro, confirmando a coordenagdo.
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Figura 38 - Espectros de RMN de !*C dos ligantes CTZ, KTZ e do complexo metilico
hibrido 15 em DMSO-ds.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Além disso, de acordo com os dados obtidos experimentalmente, observou-se que os
teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio estdo de acordo com a estrutura proposta para este
complexo metalico hibrido, cujos valores sdo menores que 1% em relagdo aos calculados. O
valor de condutividade molar indica que o composto ¢ cationico, no qual o nitrato atua como
contra-ion. Com isso, com base em todas as caracterizagdes ja discutidas ao longo dessa sessao,
foi possivel propor um complexo metalico hibrido de Ag(I) de geometria linear, comum aos
complexos de Ag(I) como os complexos diamagnéticos (d'%) [Ag(KTZ):INO; e
[Ag(CTZ)2]NOs (Condé et al., 2023).

4.2.2. Complexo Hibrido 16

De maneira similar, o hibrido [Ag(ITZ)(KTZ)]NOs3 (16) foi sintetizado como mostra o
Esquema 8, porém a obtengdao do composto da-se através da complexacao do ligante I'TZ ao

ion de Ag(I) ao invés do ligante CTZ.



103

Esquema 8 - Sintese do complexo metalico hibrido [Ag(ITZ)(KTZ)]NOs (16) pela
complexacdo do ITZ e do KTZ ao AgNO3 em acetonitrila por 2h.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Durante a sintese do complexo metéalico hibridos 16, primeiramente dissolveu-se
AgNO;s; em acetonitrila purificada. Em seguida, uma quantidade equimolar de KTZ foi
dissolvida na mesma acetonitrila e adicionada a solugdo de AgNOs. A mistura reacional foi
agitada por uma hora, sem observar quaisquer mudangas visiveis. Apos este periodo, adicionou-
se ITZ dissolvido em acetonitrila purificada a mistura, mantendo a agita¢do por mais uma hora.
O solvente foi entdo evaporado até reduzir para um quarto de seu volume inicial. Ao adicionar
éter dietilico, um precipitado branco se formou. Este precipitado foi filtrado e lavado com mais
éter dietilico para remover residuos de acetonitrila e outros solventes menos volateis. Por fim,
o solido obtido foi seco sob vacuo. Durante todo o processo de sintese, precaugdes foram
tomadas para evitar a exposi¢do a luz e a atmosfera de nitrogénio foi mantida.

Uma vez obtido o composto e devidamente purificado, o hibrido 16 foi caracterizado de
forma similar ao composto 15.

Na Figura 39 encontram-se os espectros de vibracionais na regido do
infravermelho obtidos para o hibrido 16 e os ligantes ITZ e KTZ. No espectro do hibrido 16,
as bandas na regido de 3124-2825 cm™! foram atribuidas aos estiramentos (vC-H), e observam-
se em 1699 e 1635 cm™! duas bandas intensas inerentes ao estiramento (vC=0) referentes aos
grupamentos carbonilicos caracteristicos dos ligantes ITZ e KTZ, indicando a presenca de
ambos na estrutura do hibrido 16. Em 1585 cm™! nota-se uma banda de baixa intensidade que
foi atribuida ao estiramento (vC=N) presente nos anéis imidazdlico e triazélico que em

comparagao com o espectro dos ligantes ITZ e KTZ nao se deslocaram significativamente.
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Uma banda intensa em 1510 cm™ foi atribuida aos estiramentos (vC=C) dos ligantes. A
presenca do ion nitrato pode ser confirmada pela presenca de uma banda em 1226 cm’!
caracteristica de ions nitrato (NOs37) ndo coordenado (Nakamoto, 2009), o que esta de acordo
com o valor de condutividade molar obtido para o hibrido 16, confirmando que o composto
também ¢€ catidnico na proporgao eletrolitica 1:1 como o observado também para os complexo
[Ag(ITZ)2]J(NO3) e [Ag(KTZ):](NOs3) que sdao dois complexos metalicos de Ag(l) lineares e

cationicos reportados na literatura (Stevanovic¢; 2021; Condé et al., 2023).

Figura 39 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho do complexo metélico hibrido

16 em comparacao com os ligantes ITZ e KTZ.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Os espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 16 e dos ligantes ITZ ¢ KTZ
obtidos em DMSO (Figura 40) mostram uma banda intensa larga em 261 nm com o
aparecimento de um ombro em torno de 306 nm. Essas bandas estdo associadas as bandas dos
ligantes ITZ ¢ KTZ respectivamente atribuidas ambas as transi¢des n-n* que, assim como o
complexo metalico hibridos 16, estdo atreladas a presenca de elétrons  provenientes de duplas
ligacdes dos anéis aromaticos presentes nos ligantes, o que evidencia a presenga deles na espera

de coordenacao do ion de Ag(l).
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Figura 40 - Espectros eletronicos na regido do UV-Vis do complexo metalico hibrido 16 e

dos ligantes ITZ ¢ KTZ em DMSO.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Ao analisar os espectros de RMN de 'H obtidos em DMSO-ds, (Figura 41) notou-se
todos os sinais correlacionados aos ligantes KTZ e ITZ. Para um melhor entendimento, os
hidrogénios do KTZ e ITZ foram numerados com nimeros ordinais, porém os hidrogénios do
ITZ representados como Hn’. Em sequéncia, verificaram-se significativos deslocamentos
quimicos dos protons imidazolicos H2, Ha e Hs para uma regido mais desblindada do espectro
em relagdo ao ligante livre, sendo essa variagao de 0,42 ppm, 0,26 ppm e 0,21 ppm
respectivamente e 0,11 ppm, 0,07 ppm para os hidrogénios triazdlicos H>* Hs> respectivamente.
O deslocamento dos sinais inerentes aos hidrogénios azolicos vicinais ao nitrogénio N1 indica
que tanto o KTZ quanto o ITZ se coordenaram ao ion de Ag(I), indicando fortemente a
formagdo do hibrido 16. Por conseguinte, a somatdria das integrais relativas aos sinais dos
prétons do KTZ e ITZ sugerem que, de forma anéloga ao hibrido 15, o composto 16 também

contém um ligante KTZ e um ligante ITZ coordenados ao Ag(I).
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Figura 41 - Espectros de RMN de 'H dos ligantes ITZ, KTZ ¢ do complexo metélico hibrido
16 na regido entre 6,6 ¢ 8,6 ppm.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O mapeamento HMBC de 'H-"N foi realizado com a finalidade de auxiliar na
elucidagdo dos prétons atribuidos para o composto metalico hibrido 16. A Figura 42 mostra os
espectros de 'H e '’N onde é possivel observar as correlagdes entre os hidrogénios do complexo
metéalico hibridos 16 e os atomos de nitrogénio. Notou-se entdo que os hidrogénios
imidazolicos Hz2, H4 € Hs do KTZ acoplam com os nitrogénios N e N3 ao comparar com 0s
espectros dos ligantes livres que se encontram no Apéndice C. Adicionalmente, percebeu-se
que os protons dos anéis triazdlicos do ITZ Hz' e Hs> acoplam com os nitrogénios Ni-, N3 € Ny,
Embora foram observados deslocamentos significativos dos sinais inerentes aos hidrogénios
azolicos nos espectros de RMN de 'H, ndo sio observaveis deslocamentos significativos dos

sinais dos nitrogénios ao comparar com os espectros dos ligantes.



Figura 42 - Mapa HMBC de 'H-'>N (400 MHz, DMSO-ds) do complexo metélico hibrido 16.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Na Figura 43 podem ser encontrados os espectros de RMN de '*C do hibrido 16, além
dos respectivos ligantes ITZ e KTZ. Apos analisar os espectros cuidadosamente, observou-se
todos os sinais de ressonancia dos ligantes KTZ e ITZ encontram-se também no espectro do
composto 16 os quais foram devidamente atribuidos, além de apresentarem deslocamentos
significativos dos carbonos Cz, Cs, Cs, C»' e Cs* para uma regido menos blindada do espectro,

indicando que houve a formag¢do do complexo metalico hibridos 16.
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Figura 43 - Espectros de RMN de '°C dos ligantes ITZ, KTZ e do complexo metélico
hibrido 16 em em DMSO-de.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A partir dos dados analiticos de teor de carbono, hidrogénio e oxigénio (CHN) que
foram obtidos para esses dois hibridos de Ag(I) (15 e 16) e os quais apresentam diferenca
inferior a 0,90% entre os valores calculados e os obtidos, verificou-se que eles convergem para
os valores teodricos e calculados para a férmula molecular sugerida (Tabela 7). Com isso,
proporam-se dois complexos metalicos hibridos nos quais, para o composto 15 temos uma
estrutura linear com os ligantes CTZ e KTZ coordenados ao ion Ag(I) enquanto para o
composto 16 os ligantes KTZ e ITZ estdo coordenados ao ion metalico. No que tange aos
valores apresentados para os hibridos 15 e 16 através da condutividade molar desses compostos,
eles também corroboram as estruturas sugeridas, confirmando a proposta de duas estruturas
catiOnicas nas quais o ion nitrato atua como contraion desses compostos de coordenagao, sendo
entdo eletrdlitos 1:1 como os complexos [Ag(CTZ):](NO3), [Ag(KTZ):]J(NO3) e
[Ag(ITZ);]J(NO3) mencionados nas sessdes anteriores que estdo reportados na literatura

(Stevanovic; 2021; Condé et al., 2023).
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Tabela 7 - Dados analiticos dos complexos metalicos hibridos 15 e 16.

Analise Elementar Geary

Composto %C %N %H A Faixa
(%C)  (%N) (%H) (DMSO)**  (l:1)
Cs2Hs3ClsNoOsAg (15) 54, 44 4,62 10,99 32,54 50-70
(54,03) (4,62) (11,08)
Cs1HeoClaN13011Ag (16) 50, 24 4,81 12,74 35,54
(50,79) (4,61) (13,26)

*experimental (calculado); **ohm™' cm? mol;

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

4.3. SINTESE E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO METALICO de Cu(l)

Para a sintese do complexo de Cu(I) foi sintetizado o complexo precursor de Cu(l),
[Cu(PPh3)2](NO3) (Ce) sintetizado a partir da reducdo do Cu(Il) numa reacdo entre a

trifenilfosfina (PPhs) e o nitrato de cobre(Il) trihidratado de acordo com o Esquema 9.

Esquema 9 - Sintese do complexo precursor [Cu(PPh3);]NO;3 (Ce).

2,0 0 Q"
2 Cu(N03)2 3H,0 Q @
@ metanol/1 h
Ce
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.3.1. [Cu(ITZ)2(PPhs):] - SH20

Na literatura, foram descritos trabalhos sobre a sintese de complexos fosfinicos de Cu(l),
nomeadamente [Cu(CTZ)2(PPh3)2]NO3; e [Cu(KTZ)2(PPh3)2]NOs3, que exibiram atividades
fungicidas promissoras (Gagini et al., 2018). Além disso, o complexo [Cu(BZN)2(PPh3)2]NOs
demonstrou atividade trypanosomicida (de Souza et al., 2022). Considerando que os complexos

fosfinicos contendo ligantes imidazélicos exibiram notaveis propriedades, este estudo inclui a


https://chat.openai.com/c/NO3
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sintese de [Cu(ITZ)>(PPh3);]NOs;-5H>,O (17). Esse complexo foi obtido por meio da

complexac¢do do I'TZ com o complexo [Cu(PPh3)2(NO3)], conforme indicado no Esquema 10.

Esquema 10 - Sintese do novo complexo [Cu(PPh3)2(ITZ)2]NO3 (17).

NN N ~NOs
~"% N
<,
‘\S\O
«Nn @Q N°N

N-N g
o __"N o Ce/Acetonitril @
2 o N e e/Acetonitrila - %
/dgj/\ O ONJ L Refluxo/6h/Ar N
NN’> @@

OJ\\O
N Q S
(e
17 \,\’QNONVN

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O espectro vibracional do complexo 17 (Figura 44) mostra frequéncias claramente
associadas aos grupos funcionais caracteristicos do ligante ITZ. As bandas na regidao de 3124-
2970 cm™! foram atribuidas aos estiramentos (vC-H aromatico) e em 2825 cm’! aos estiramentos
(vC-H alifatico). Além disso, observa-se em 1699 cm™ e uma banda intensa inerente ao
estiramento (vC=0) referente aos grupamentos carbonilicos que sdo caracteristicos do ligante
ITZ, que sugere a presenca dele na estrutura do complexo 17. Em 1585 cm™! nota-se uma banda
de baixa intensidade que foi atribuida ao estiramento (vC=N) presente nos anéis imidazolicos e
triazolicos que em comparacdo com o espectro do ligante ITZ nao se deslocaram
significativamente. Uma banda intensa em 1510 cm'! foi atribuida aos estiramentos (vC=C) dos
ligantes. J4 a presenga do grupo nitrato como contra-ion pode ser confirmada pela presenga de
uma banda em 1226 cm™ caracteristica de ions nitrato (NO3’) ndo coordenados (Nakamoto,
2009), o que estd em acordo com o valor de condutividade molar obtido para o complexo 17,
confirmando que o composto também ¢ catidnico na propor¢do eletrolitica 1:1 como o
observado também para complexos de Cu(I) contendo ligantes imidazolicos onde o composto
¢ um complexo de geometria tetraédrica e apresenta caracteristicas semelhantes (Vilarreal, et

al.; 2021).
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Figura 44 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho do complexo metélico 17 em

comparagao com o ligante ITZ.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Os espectros eletronicos do complexo 17 sdo essencialmente analogos ao do ligante
livre e sdo caracterizados por intensas bandas de absor¢do em 263 nm tipicas das transi¢coes m—
n* que foram atribuidas ao ligante ITZ e a trifenilfosfina (Figura 45). Embora ndo se
observaram diferencas nas bandas, pode-se inferir que tanto o I'TZ quanto a trifenilfosfina estao

presentes na estrutura do complexo.
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Figura 45 - Espectros eletronicos na regido do UV-Vis do complexo metalico 17 e do ITZ

em DMSO.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O espectro de RMN 'H do complexo 17 mostra os sinais caracteristicos do I1TZ
coordenado ao ion de Cu(I) pelo dtomo N; ndo substituido, um bom atomo doador nesta
molécula. As maiores variacdes (Ad) sdo sempre observadas para os protons localizados nas
proximidades do atomo de nitrogénio coordenado ao metal. E importante ressaltar que os
hidrogénios triazdlicos H> e Hs sdo deslocados para uma regido mais desblindada do espectro
em 0,03 e 0,02 ppm, respectivamente, em comparacao com a I'TZ livre. Além disso, a integral
relativa dos sinais para os protons fenilicos dos ligantes fosfinicos indica que a razao PPh3:ITZ

¢ de 2:2. (Figura 46).



Figura 46 - Espectros de RMN 'H do complexo metéalico 17 do ITZ, o complexo precursor
[Cu(PPh3)2]NOs3 sobrepostos obtidos em DMSO-g¢6 entre 6,0 ppm e 8,8 ppm.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Na Figura 47 encontram-se os espectros de RMN *'P{'H} do complexo metalico
hibrido 17 e do complexo de partida [Cu(PPh3)2]NOs. Ao analisar o espectro, observou-se um
sinal centrado em -3,58 ppm. Esse sinal foi atribuido ao 4tomo de fosforo presente nos dois
ligantes trifenilfosfina presente no composto. Ao compara-lo ao espectro do complexo de
partida [Cu(PPh3)2]NOs3, notou-se que esse sinal aparece deslocado em 0,31 ppm o que indica
a formagao do composto. Além disso, ndo sdo observados outros sinais no espectro, o que indica

que o complexo metélico hibrido 17 ndo apresenta tracos de 6xido de trifenilfosfina.



114

Figura 47 - Espectros de RMN de*'P{'H} em DMSO-4 do complexo 17 comparado com o
complexo [Cu(PPh3)2](NO3).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Na Figura 48 podem ser encontrados os espectros de RMN de '*C do complexo 17 além
dos espectros dos respectivos ligantes ITZ e PPhs. Apds analisar os espectros cuidadosamente,
observaram-se todos os sinais de ressonancia dos ligantes ITZ e PPhs os quais foram
devidamente atribuidos, além de apresentarem deslocamentos significativos dos carbonos C; e
Cs para uma regido menos blindada do espectro, indicando que houve a formagao do complexo

fosfinico 17.



Figura 48 - Espectros de RMN de '*C do ligantes ITZ e
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dos complexos [Cu(PPh3)2](NO3) e

do complexo metalico 17 em DMSO-de,
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Além disso, o espectro de ESI-MS do complexo 17 foi obtido para ajudar a elucidar sua

estrutura. Na Figura 49, embora ndo foi observado o pico do ion molecular, pode-se obter

informacdes importantes sobre a estrutura do complexo
fragmentos importantes do composto. Em 1735,51(1735
sdo observados os fragmentos [Cu(PPh3)(ITZ):]" ¢ [Cu

analisando os picos relacionados a

,50) m/z e 1031,2690 (1031,26) m/z

(PPh3)(ITZ)]" respectivamente, que

indicam fortemente a presenca de pelo menos um ligante fosfinico € um ITZ, indicando que o

composto pode ter sido obtido da forma esperada.

Figura 49 - Espectro de massas de alta resolucao por ESI-MS do complexo metélico 17.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Com base nos dados obtidos através das caracterizagdes apresentadas, sugere-se que o
complexo 17 ¢ um composto tetracoordenado, contendo dois ligantes PPhs e dois ligantes ITZ
coordenados ao ion de Cu(l) compativel com uma geometria tetraédrica, tipica de ions
metalicos com todos os orbitais d preenchidos. Além disso, os valores observados partir dos
valores de analise elementare (CHN) estdo de acordo com a férmula molecular proposta para o
complexo o qual apresenta valores de condutividade molar obtidos em DMSO na faixa de
eletrolito 1:1, e indicam que um ion nitrato estd fora da esfera de coordenacdo como nos
complexos [Cu(PPh3)2(CTZ)2]NO3, [Cu(PPh3)2(KTZ)2]NO3 e [Cu(PPh3)2(BZN)2]NOs (Gagini
et al.,2018; de Souza et al., 2022).

4.4. ESTUDOS DE INTERACAO COM DNA

Sabe-se que compostos como a 1,10-fenantrolina (phen), e a dipiridofenazina (dppz)
sdo moléculas organicas planas que possuem a capacidade de intercalarem com o DNA pelas
bases nitrogenadas através de interagdes de empacotamento m- m. Tal propriedade ja foi
demonstrada em trabalhos anteriores nos quais esses ligantes foram combinados a ions
metalicos como Ru(Il), Au(IIl), Ir(I1), Cu(I) e Cu(ll) (Haq ef al., 1995; Navarro et al., 2007;
Schafer, Sheldrick, 2007; Rajendiran et al., 2007; Jia, 2016). Dessa maneira, neste trabalho
foram realizados os estudos de interagcao dos hibridos de cobre(Il) contendo ligantes planos (3-
14), através de técnicas espectroscOpicas como titulagdes espectofotométricas e fluorescencia,

ensaios hidrodinanicos (viscosidade) e mobilidade eletroforética.

4.4.1. Titulacido espectrofotométricas

As titulagdes espectrofotométricas foram empregadas para investigar mudangas
espectrais quando solugdes contendo os complexos metalicos hibridos de Cu(Il) entram em
contato com o DNA. Entretanto, com essa técnica € possivel apenas avaliar possiveis interacoes
reversiveis entre essa biomolécula e os compostos aqui apresentados. Dessa forma, foi possivel
avaliar o comportamento dos hibridos [Cu(phen)(CTZ)>(H20)(NO3)](NO3):3H,0 (3),
[Cu(dppz)(CTZ)(NO3)(H20)](NO3) - 2H20  (5), [Cu(phen)(KTZ)2(H20)(NO3)](NO3) - 2H20

C4H100 (6), [Cu(dppz)(KTZ)(H20)(NO3)](NO3) - 2H0 t))
[Cu(phen)(ITZ):(H2O)(NO3)](NO3) - 2,2H2O0 (9), [Cu(dppz)(ITZ)(NO3)](NOs) (11),
{[Cu(phen)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 - 3H20 (12), {[Cu(dppz)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}> -
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3CH30H - 2H>0 (14)em presenga de DNA variando sua concentragdo, em tampao trisma HCI
em pH 7,4. A cada adigdo, foram obtidos os espectros de absor¢ao por UV-vis de 200 a 500

nm. Tais espectros se encontram na Figura 50.

Figura 50 - Espectros eletronicos das titulagdes espectrofotométricas dos complexos
metalicos hibridos 3, 5, 6, 8,9, 11 ¢ 14 com o CT-DNA. A concentragao do DNA variou de 0
a45 uM.
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Os espectros de absorcdo apresentados anteriormente mostram que para todos os
hibridos metalicos de Cu(Il), foi observado um efeito hipocromico, que define-se como a
diminui¢do da absorbancia com o acréscimo das concentragao de CT-DNA. Apos a realizagdo
do experimento, foi possivel calcular as constantes de interagao Ky que se encontram na Tabela

8 utilizando a Equacao 1.

Tabela 8 - Dados das titulagdes: Constantes de interagao Ky, comprimento de onda (nm),

Hipocromismo (%) e Batocromismo.

Complexo Kb A Hipocromismo Batocromismo
(10*mol ' L) (nm) (%) (nm)

3 3,22 272 33,95 0,4
5 8,4 274 37,28 1,4
6 2,25 272 16,90 1,2
8 2,09 274 38,21 1,8
9 11,1 270 27,2 1,2
11 5,85 275 32,76 1,6
12 - 271 4,79 0

14 2,21 360 29,71 3,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Com base nesses dados, observou-se que o hibrido 8 apresentou o maior efeito de
hipocromismo da banda centrada em 274 nm. Além disso, notou-se um ponto isosbéstico nos
espectros dos hibridos S, 8, 11 e 14 que sugere que 0 composto passa por uma espécie
intermedidria neste ponto, e tal fato pode evidenciar a presenga de uma interagdo reversivel
complexo-DNA. A fim de se obter um parametro mensuravel para definir a presenga ou
auséncia de interacdo reversivel entre os hibridos metalicos de Cu(Il) e o CT-DNA, as
constantes de interagdo (Kp) foram calculadas para cada hibrido metalico utilizando-se a
equagao 1 que encontra-se na sessdo experimental.

Todos os compostos analisados frente a técnica apresentaram valores de constantes de
interagio intrinseca K, superiores a 10* L.mol !, que so consistentes com interagdes moderadas
entre complexo metalico-DNA, comparavel com o que foi observado para o complexo
[Cu(dppz)2]" (Navarro, ef al.; 2003) o que pode estar relacionado com o fato de que todos os

hibridos de Cu(Il) possuem ligantes que atuam diretamente no DNA. Além disso, os hibridos
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5,9 e 11 apresentaram os maiores valores de constantes. As constantes K, calculadas mostram
a seguinte tendéncia 9>5>11>3>6> 14> 8.

No presente trabalho, nao foi possivel obter as constantes de interagdo intrinsecas K
dos complexos metalicos hibridos 4, 7, 10, 12 e 13 pois ndo foi possivel realizar o experimento
pela auséncia de uma banda que fosse adequada para ser monitorada.

De acordo com esses dados, € possivel sugerir que os hibridos metalicos de Cu(Il) aqui
apresentados interagem de forma reversivel com o DNA, porém nao se pode inferir de forma
definitiva qual ¢ o modo de interagdo deles com este biopolimero. Como foi anteriormente dito,
informagdes retiradas de titulagdes espectroscopicas fornecem dados importantes e essenciais
no que diz respeito a ocorréncia da interacdo de complexos metalicos com o DNA. Entretanto,
outras metodologias sdo necessarias para fornecer maiores evidéncias sobre os possiveis modos
de interacdo, como ensaios hidrodinamicos que permitem mensurar a viscosidade do DNA

assim como ensaios de mobilidade eletroforética que serdo discutidos a seguir.

4.3.2. Viscosidade

Os experimentos que permitem medir as variagdes de viscosidade relativa do DNA em
solucdo tém sido utilizados com sucesso e se trata de técnicas muito sensiveis as mudangas na
dupla hélice desta biomolécula. Além de ser uma técnica de baixo custo, por meio deste
experimento, ¢ possivel identificar, na maioria dos casos, interagdes do tipo intercalativas
devido ao alongamento deste biopolimero, assim como seu enrijecimento e abertura da dupla
hélice (Biebricher et al., 2015). Entretando em alguns casos, como a cisplatina, a viscosidade
do DNA diminui devido a ligacdes covalentes que causam o empacotamento da estrutura do
DNA. Interagdes pelos sulcos tendem a ndo alterar a viscosidade do DNA, porém em alguns
casos, interagdes eletrostaticas e interagdes pelos fosfatos podem diminuir a viscosidade do
DNA (Kellet et al., 2019).

As medidas de viscosidade foram realizadas em tampao Tris-HCl 5 mM (pH 7.2), 50
mM NaCl de maneira que se mantenham condi¢des fisioldgicas. Utilizou-se DNA de timo de
vitelo (CT-DNA), devido a sua semelhanga com o DNA humano, quando se considera a
propor¢ao dos pares de bases nitrogenadas e devido a sua estrutura enovelada, o que permite
observar com maior sensibilidade mudangas fisico-quimicas na solu¢ao de DNA.

Para os experimentos utilizou-se o composto [Cu(PPh3)2(dppz)](NO3) como composto

de referéncia, conhecido por ser um excelente intercalador (Reha et al., 2003). Foram
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preparadas solucdes estoque dos complexos metalicos
[Cu(phen)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3)-3H20 (3), [Cu(diona)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3) - 5H20
(4), [Cu(dppz)(CTZ)(NO3)(H20)](NO3) - 2H20  (5), [Cu(phen)(KTZ)2(H20)(NO3)](NO3) -
2H, O - CsHi00  (6), [Cu(diona)(KTZ)(H2O)(NO3)][(NO3) - 4HO  (7),
[Cu(dppz)(KTZ)(H20)(NO3)](NO3) - 2H20 (8) [Cu(phen)(ITZ)>(H20)(NO3)](NO3) - 2,2H>0
(9), [Cu(diona)(ITZ)(NO3)(H20)](NOs3) - 5H20 (10), [Cu(dppz)(ITZ)(NO3)](NO3) (11),
{[Cu(phen)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 - 3H20 (12), {[Cu(diona)(FLZ)(H2O)(NO3)](NO3)}> -
3H>0 (13), {[Cu(dppz)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 - 3CH30H - 2H,0 (14) em DMSO a uma
concentracio de 102M. O experimento foi realizado de forma que a concentracdo dos
complexos metalicos hibridos foi incrementada mantendo-se a concentracio do CT-DNA
constante.

Apos isso, avaliou-se o tempo de escoamento, pelo qual a solugdo leva para passar entre
os dois meniscos do viscosimetro pelo menos 5 vezes. Obtidos entdo os tempos de escoamento
ao incrementar-se a concentracdo do composto em questdo, construiu-se o grafico de

viscosidade relativa pela razdo das concentragdes do composto em estudo e o DNA (Grafico

1).

Grafico 1 - Efeito do aumento da concentracao dos complexos metalicos hibridos 5, 8, 11, 14

na viscosidade relativa do CT-DNA a 25 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Ao observar o grafico, percebe-se que a viscosidade relativa do CT-DNA aumentou
conforme incrementou-se a concentracdo dos hibridos 5, 8, 11 ¢ 14, como resultado do
alongamento da dupla hélice devido a intercalagdao desses complexos metélicos hibridos pelos
pares de base. O aumento da viscosidade do DNA causado pelos complexos metalicos hibridos
5, 8, 11 e 14 sugere que ocorre a intercalagdo desses compostos com esse biopolimero, o que
também foi observado para o composto de referéncia [Cu(PPhs)2(dppz)](NO3). O mesmo
experimento foi realizado para os demais complexos metalicos hibridos (Apéndice D), e foi
observado que a viscosidade relativa do DNA aumenta com o tempo, porém uma diminuigao
da viscosidade ¢ observada para concentra¢des mais altas, que pode estar associado a clivagem
do DNA causada pelos complexos metalicos hibridos de Cu(Il) (Kellett, e al. 2019). O mesmo
padrao tem sido reportado para outros complexos metalicos contendo ligantes planos como os
de Ru(Il), Au(IIl), Ir(Il), Cu(l) e Cu(Il) (Haq et al, 1995; Navarro et al., 2007; Schafer,
Sheldrick, 2007; Rajendiran et al., 2007; Jia, 2016). Estes resultados indicam que os complexos
metalicos hibridos aqui estudados 3-14 podem intercalar entre os pares de bases, o que esta

consistente com os resultados obtidos através das titulagdes espectofotométricas.

4.4.3. Eletroforese de DNA em gel de agarose

Continuando a investigacdo das interagdes entre os complexos metalicos de Cu(Il),
realizou-se o experimento de mobilidade eletroforética. Essa técnica consiste na separacao de
macromoléculas, principalmente acidos nucleicos e proteinas. Essas macromoléculas sdo
submetidas a um campo elétrico, na qual migram para um polo positivo ou negativo de acordo
com a sua carga. No caso de uma carga positiva, seguira para o polo negativo e se for negativa,
ird na direcao do polo positivo. O fluxo migratdrio € determinado pelo peso molecular, na qual
moléculas de menor peso migram mais rapido que as de maior peso, formando as bandas
caracteristicas que serao visualizadas posteriormente.

Partindo-se dessa premissa, sabe-se que o0 DNA apresenta uma estrutura tridimensional
volumosa e rica em heteroatomos que possibilitam uma variedade de interagcdes com outras
moléculas, como os complexos metalicos. Assim, como nas sessdes anteriores foram realizados
estudos preliminares com o intuito de investigar possiveis interacdes, utilizou-se o CT-DNA
pelo seu tamanho e semelhanca ao DNA humano possibilitando a observagao dessas interacdes
com os complexos metalicos hibridos. Entretanto, para o uso da eletroforese em gel de agarose

¢ necessario o emprego de um tipo de DNA mais adequado: o DNA de plasmideo. Neste caso
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foi utilizado o pBR322 que apresenta 2830kDaltons, o equivalente a 4361 pares de base e massa
molar média de 2,83 x 10° g/mol.

Visto que a migracdo do DNA plasmidial esta intrinseca ao tamanho e formato da
molécula, a sua andlise pode ser tutil pela variedade de conformagdes que ele pode assumir,
como a forma superenovelada (SC), circular aberta (OC), e linear (L), como representado na
Figura 49. A forma OC, por apresentar formato ndo compacto € mais volumoso, tem maior
resisténcia ao migrar pelo gel e consequentemente sua mobilidade relativa € mais lenta. A forma
L também tem baixa mobilidade por ser mais alongada, porém apresenta uma retengao um
pouco menor em relagdo a forma circular. O DNA ¢ mais compacto, como ¢ o caso da forma
SC, apresenta pouca reten¢do no gel tendo a maior mobilidade em relagdo as demais formas,

de modo que a tendencia geral de mobilidade eletroforética deve ser: SC> L > OC.

Figura 51 - Representacdo do DNA plasmidial em suas trés principais formas.

o

Circular aberto (OC) Superenovelado (SC)

Linear (L)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Com isso, a mobilidade eletroforética causada pelos complexos metalicos hibridos de
Cu(l)3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13 ¢ 14 foi avaliada.

Em um primeiro momento, com a finalidade de se encontrarem as concentragdes dtimas
para a realizacdo do experimento, foram testados os compostos S, 8, 11 e 14, contendo dppz
em suas estruturas, conhecidos como excelentes intercaladores de DNA (Navarro et. al, 2003).
Eles foram incubados a 25 umol.L™!, 100 umol.L! e 200 pmol.L' com DNA plasmidial circular
pBR322 (100 ng) por 18h a 37°C e sua mobilidade eletroforética do gel foi monitorada em uma
corrida a 100 mV por 45 min seguida de imagem. A cisplatina (CDDP), que ¢ um conhecido
clivador de DNA e um importante metalofArmaco contra doengas cancerigenas, foi utilizada

como controle positivo.
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Conforme mostrado na Figura 52, observou-se que o DNA teve sua mobilidade
eletroforética alterada pela presenca desses complexos metalicos hibridos de Cu(Il) ,
comparando com a amostra de DNA controle, sendo possivel observar que os compostos 5, 11
e 14 induziram a forma OC do DNA ji em concentragdes inferiores a 25 umol.L!, indicando
uma possivel interacdo por intercalagdo com o DNA do pBR322. Tais interagdes estdo de
acordo com o fato de que esses compostos possuem ligantes planos conhecidos intercaladores
de DNA, tal fato ja foi observado em trabalhos anteriores com ligantes similares (Navarro, et
al.; 2007, Villarreal, et al.; 2017). A partir de 100 umol.L! todos os compostos foram capazes
de clivar o DNA ao comparar com o mesmo efeito causado pela CDDP. De maneira
interessante, observou-se também que o composto 8 induziu a clivagem do DNA a partir de 25
u mol.L™!. Dessa forma, nota-se que os dados obtidos para estes compostos sdo semelhantes
aqueles obtidos para complexos de Cu(I) contendo ligantes polipiridinicos como phen e dppz
reportados em trabalhos anteriores, que também induzem a forma OC em concentragdes

moderadas e clivam o DNA a 25% da concentragdo do DNA (Villarreal, et al.; 2017).

Figura 52 - Gel de eletroforese do plasmideo pBR322 (DNA) e do plasmideo pBR322 apds
18h e 37°C de incubagdo com CDDP e os complexos metalicos hibridos 5, 8, 11 e 14 a: 1) 25
pmol.L!, 2) 100 umol.L!, 3) 200 pmol.L!.

DNA CDDP Hibrido 5 Hibrido 8 Hibrido 11 Hibrido 14

oc

SC

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Apbs observar que a partir da concentragio de 25 umol.L™! os complexos ji foram
capazes de induzir a forma circular aberta (OC) do DNA plasmidial ou até cliva-lo, para os
complexos metalicos hibridos 3, 4, 6, 7, 9, 10, 12 e 13 manteve-se essa concentragdo como
intermedidria, e variou-se as demais de forma que fossem incubados a uma concentragdo de 5
pumol. L' até 100 pmol.L!, mantendo-se as mesmas condi¢des do experimento anterior,

seguido da obten¢do da imagem como mostra a Figura 53.
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Figura 53 - Gel de eletroforese do plasmideo pBR322 (DNA) e do plasmideo pBR322 apds
18h e 37°C de incubagdo com CDDP e os complexos metalicos hibridos 3, 4, 6,7, 9, 10, 12 e
13 a: 1) 5 umol.L}, 2) 25 pmol.L!, 3) 100 umol.L! .

DNA CDDP Hibrido 3 Hibrido 6 Hibrido 9 Hibrido 12

DNA CDDP Hibrido 4 Hibrido 7 Hibrido 10 Hibrido 13

ocC
SC

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Nesse caso, observou-se que todos os compostos ja comecam a induzir a forma circular
do DNA em concentragdes de 5 pmol.L"'. Em 25 pmol.L™!, para os complexos metalicos
hibridos Cu(II)-Phen 3, 6, 9, e 12, observa-se uma presenca mais expressiva da forma OC do
plasmideo, o que s6 ¢ observado para os complexos Cu(II)-Phendiona 4, 7, 10 e 13 acima dessa
concentracao sugerindo que esses compostos nao apresentam uma intercalacao tao efetiva em
relagdo aos demais, o que pode estar atrelado a presenga dos grupos carbonilicos presente nos
ligantes planos desses complexos que podem fazer ligagcdes de hidrogénio e restringir sua
interagdo (Galdino, et al.; 2022). Entretanto, observa-se que o hibrido 6 clivou o DNA a 100
pumol. L,

Em resumo, estes resultados indicam que as atividades leishmanicidas e antifungicas
dos hibridos metalicos 3-14 podem estar atreladas ao fato de que eles interagem de forma

moderada a forte com o DNA.

4.4.4. Ensaios espectroscopicos de emissiao por fluorescéncia
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Com o intuito de confirmar que os complexos metalicos hibridos de Cu(Il) 3-14
interagem com o DNA através da intercalacdo, conduziu-se uma analise mais aprofundada,
explorando a capacidade desses compostos em deslocar o brometo de etidio (BE), uma sonda
fluorescente intercalativa, apds a formagao do complexo BE-DNA.

A fluorescéncia ¢ um fenomeno onde uma substancia absorve energia de uma fonte
externa, como luz ultravioleta ou visivel, e a emite em forma de luz de comprimento de onda
maior. Isso acontece em moléculas com certas propriedades eletronicas, como ligacdes duplas
conjugadas. Os elétrons da substancia absorvem energia da luz incidente, ficam excitados e
depois retornam ao seu estado original, liberando a energia absorvida como luz emitida. A luz
emitida geralmente tem um comprimento de onda maior que a luz absorvida, frequentemente
resultando em luz visivel ap6s absorc¢ao de luz ultravioleta. Esse fenomeno ¢ observado quando
o brometo de etidio (BE), que ¢ uma molécula plana rica em elétrons m conjugados, intercala-
se entre as bases nitrogenadas do DNA devido a sua grande afinidade com a estrutura helicoidal
(Icsel; Yilmaz; 2013; Singh; Srivastava; Patra; 2016; Li, et al.; 2019).

Como o DNA emite fluorescéncia apenas na presenca do BE, a presenga de outras
moléculas intercaladoras pode prejudicar essa fluorescéncia se forem capazes de deslocar o BE.
Caso essa molécula ndo emita fluorescéncia na presenca do DNA, ao deslocar o BE a emissdo
de fluorescéncia do DNA diminui (Kelly, at al.; 1985). A avaliagdo da mudanga na intensidade
de fluorescéncia associada ao aduto DNA-BE ¢ uma abordagem comum para analisar a
interagdo molécula-DNA (Loganathan, et al.; 2012; Ganeshpandian, et al.; 2013).

A fim de investigar a capacidade intercalativa dos complexos metélicos hibridos de
Cu(Il), foram conduzidos experimentos de ligacdo competitiva com BE, utilizando
espectroscopia de fluorescéncia e adicionando os compostos 3,4, 5, 6,7,8,9,10,11, 12,13 ¢
14 a solucdo previamente preparada de DNA-EB. No geral, todos os complexos exibiram uma
significativa diminui¢do na intensidade da fluorescéncia (Figura 54), evidenciando que esses
compostos foram eficazes em deslocar moléculas de EB das cavidades do CT-DNA, assim
como complexos similares, como o composto [Cu(dppz).DA](ClOs), (Nagaraj, et al., 2019) que

também causou a diminui¢do da emissdo de fluorescéncia do DNA.
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Figura 54 - Espectros de fluorescéncia dos complexos metélicos hibridos 3 -14 com a adi¢ao

de aliquotas de ctDNA, onde

Condigdes: tampao PBS pH = 7,4, A excitagdo = 526 nm.

200

— BE - ADN e 250
a BE AT —BE - ADN
150 4
2004
- -
8 El =
2 100 K 3 150
< Z Z
] 3 2
= = -
5 £ Z 100
= 50 = z
50+
0 T . T T T T T T T
550 600 650 00 750 550 600 650 700 750 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm) Comprimente de onda (nm)
.....
— BE - ADN
1504
o p =
H 3 4
E 'E 3 100
E 2 Z
s,
0+ T T T 0 - r T 0 T T T
550 600 650 700 750 550 600 650 700 750 550 600 650 700 750

‘Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda (nm)

200
— BE - ADN 200 200
— BE - ADN
150 1504 o
el = b
i m >
F : :
2 1004 £ 100 = 100
H H =
50+ = 50 = 50
] T T T 0 - - - 0+ T T T
550 600 650 700 750 550 Bl 650 700 750 530 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
— BE - ADN 200
1607 — BE - ADN
150
‘;: - -
s 4 i
5 = o
-1 Pt s
E < 1004 o
S
2 H =
50
o T T T 0 T T T + T T T
550 600 650 700 750 550 600 650 700 750 350 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Comprimento de onda (nm)

Apo6s a aquisicao dos espectros, procedeu-se ao calculo da constante de Stern-Volmer

(Ksv), da constante de velocidade bimolecular de supressao (kq) e da constante de ligacao

aparente (Kapp) utilizando as equagdes especificadas na secdo experimental. Os dados

referentes aos espectros emissivos dos novos complexos metalicos hibridos (3-14) foram

minuciosamente registrados e sdo apresentados em detalhes na Tabela 9, fornecendo uma

analise abrangente das propriedades espectroscopicas desses complexos metalicos. Esses
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parametros sdo fundamentais para compreender a dindmica e a eficdcia das interagdes entre os
complexos e as moléculas-alvo, contribuindo significativamente para a caracterizagdo dos

compostos ¢ a interpretagdo dos resultados obtidos.

Tabela 9 - Constante de Stern — Volmer (Ksy), constante de velocidade bimolecular de

supressao (Kg), constante de ligagdo aparente (Kapp).

Composto Al Ksv Kq Kapp
(%) (07 M'sT) M
[Cu(phen)(CTZ)2(NO3)]NOs (3) 62,01 4,48x10* 195x102 1,92x10°
[Cu(diona)(CTZ)2(NO3)]NOs (4) 5327 3,04x10* 132x102 1,53x10°
[Cu(dppz)(CTZ)(NO3)INO; (5) 5324 327x10* 142x102 1,57x10°
[Cu(phen)(KTZ)»(NOs3)]NOs (6) 52,08 239x10* 1,04x102 1,38x10°
[Cu(diona)(KTZ)2(NO3)]NOs (7) 43,43 2,04x10* 8,87 x 10" -
[Cu(dppz)(KTZ)(NO3)]NOs (8) 57,79 4,05x10* 1,76x 102 1,98x10°
[Cu(phen)(ITZ)2(NO3)]NOs (9) 28,77 2,32x10* 1,01 x 10" -
[Cu(diona)(ITZ)(NO3)](NO3) (10) 61,53 4,45x10* 1,93x102 1,99x 10°
[Cu(dppz)(ITZ)(NO3)]NO; (11) 49,99 3,37x10* 1,46x102 1,92x10°
[Cu(phen)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2 (12) 50,04 2.81x10* 122x102 1,47x10°
[Cu(diona)(FLZ)(NO3)]2(NOs)2 (13) 45,95 2,49x10* 1,08x 10" .
[Cu(dppz)(FLZ)(NO3)]2(NOs)2(14) 43,64 2,30x10* 1,00x 10" -

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Os complexos metalicos hibridos 3-14 ndo apresentam bandas de emissdo de
fluorescéncia em solu¢do ou na presenga de CT-DNA ou BE nas mesmas condigdes
experimentais (Aex = 526 nm). Os resultados demonstraram que todos os complexos metalicos
hibridos apresentam valores de constante de Ksv superiores a 10* M. Estes dados estdo de
acordo com os resultados experimentais de titulagdo acompanhada de espectros de absorcao
(sessdo de titulacdo espectroscopica). Loganathan e coautores (2017) relataram estudos
semelhantes com um complexo Cu-dppz [Cu(dppz).C1]Cl apresentando baixo Ksv (7,88 x10°
M) na presenca de ct-DNA-BE, sugerindo uma fraca interagdo intercalativa com o DNA. Os
resultados sugerem que, nos complexos 3-14, a substitui¢cao do ligante dppz pelos ligantes CTZ,
KTZ ou FLZ sdo responsaveis pelo aumento da capacidade de deslocamento da BE,

apresentando alta interagdo quando comparada a [Cu(dppz).CI]CL
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Observa-se que a ordem crescente da supressdo fluorescente dos complexos metalicos
hibridos de 3 a 14 ficou determinada conforme a sequéncia: 6 <12 <3<2<8<4<5<9<11
<10 <1 <7. A eficiéncia desse processo de extin¢ao fluorescente foi delineada utilizando as
constantes de supressao fluorescente, considerando os valores encontrados para a intensidade
de emissao relativa (Fo/F) versus a concentragdo dos complexos metalicos hibridos (Q)
(Lakowicz, 2006) (Apéndice F). Essa abordagem detalhada proporciona uma compreensao
aprofundada da dinamica dessas interacdes e da eficacia relativa dos compostos avaliados.

Os valores de Kapp de 7, 9, 13 e 14 ndo puderam ser determinados porque ndo atingem
50% de supressdo da fluorescéncia do aduto ct-DNA-EB, devido a precipitagdo do composto
em concentracdo superior a 32 pM nas condi¢des estudadas. Os valores de Kapp ficaram na faixa
de 10° M!, sendo maiores para o complexo 8 ¢ 10. Estes resultados sdo comparaveis aos
complexos de cobre contendo grupos dppz e derivados de fenantrolina modificados, com
valores variando de 10° a 107 (Mcgiven, et al.; 2018; Villarreal, et al.; 2017; Barret, et al.; 2020;
Ude, et al.; 2019). Os valores de Kapp serem inferiores a ordem de 107 mostram que, apesar de
deslocar o brometo de etidio, nenhum deles é um intercalador mais forte. De acordo com os
valores de Kapp € Ksv, os complexos 3-14 apresentam caracteristicas de intercaladores,
corroborando os resultados obtidos por espectroscopia UV e eletroforese.

Diante disso, os resultados obtidos mediante o uso desse conjunto de técnicas,
combinadas, foram importantes para racionalizar as excelentes atividades antiparasitarias e
antiflingicas apresentados pelos compostos de Cu(Il) em ensaios antiproliferativos, indicando

que o DNA ¢ um dos alvos primdarios desses compostos.

4.5. AVALIACAO ANTI-LEISHMANIA

A avaliagdo das atividades frente aos parasitas causadores da leishmaniose foi realizada
pela Profa. Dra. Julianny Cola Fernandes Rodrigues e seu grupo de pesquisa, no Nucleo
Multidisciplinar de Pesquisa em Biologia (NUMPEX-Bio0), da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), Campus Duque de Caxias, Rio de Janeiro.

4.5.1. Complexos metalicos hibridos de Cu(II)
Em estudos prévios, foram alcangados resultados promissores ao empregar os ligantes

imizadolicos e triazolicos CTZ, KTZ, ITZ e FLZ na sintese de diversos complexos metalicos

com propriedades antiparasitarias e antifungicas (de Azevedo Franca, 2019; de Azevedo-Franga
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2020, 2021, 2022). Com base nestas conclusdes, os complexos metalicos de Cu(Il) propostos
neste estudo foram elaborados, incorporando ndo apenas os ligantes anteriormente
mencionados, mas também moléculas planas, com o intuito de conferir aos novos compostos
um alvo bioldgico distinto, resultando assim em aprimoradas atividades bioldgicas.

Em um primeiro momento, foram avaliados os efeitos antiproliferativos induzidos pelos
compostos 3,4, 5, 6, 7, 8, 12, 13 ¢ 14) em trés experimentos independentes frente as formas
promastigotas da espécie L. amazonenses. Observou-se que os compostos foram capazes de
inibir o crescimento das formas promastigotas de forma acentuada, exceto o composto
fluconazol, conhecido por ndo apresentar atividade em formas promastigotas e o sal de cobre,

que apresentou um ICso superior a 15 uM (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores de 1Cso obtidos ap6s o tratamento das formas promastigotas de L.

amazonensis de 48 h .

COMPOSTOS ICso - 48 h Promastigota
Cu(NO3)2.3H0 >15 uM
Clotrimazol (CTZ) 2,706 uM
Cetoconazol (KTZ) 3,102 uM
Fluconazol (FLZ) >100 uM
Fenantrolina (PHEN) 9,121 uM
Fendiona (DIONA) 0,581 uM
Dipirofenazina (DPPZ) 0,807 uM
[Cu(phen)(NO3)](NO3) (1) 10,25 uM
[Cu(diona)(NO3)](NO3) (2) 0,821 uM
[Cu(phen)(CTZ)2(NO3)](NO3)(3) 0,925 uM
[Cu(diona)(CTZ)2(NO3)](NO3)(4) 0,327 uM
[Cu(dppz)(CTZ)2(NO3)](NO3)(5) 0,593 uM
[Cu(phen)(KTZ)2(NO3)](NOs)(6) 0,467 uM
[Cu(diona)(KTZ)>(NO3)](NOs3)(7) 0,381 uM
[Cu(dppz)(KTZ)2(NO3)](NOs3)(8) 0,675 uM
[Cu(phen)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2(12) 0,914 uM
[Cu(diona)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2(13) 0,638 uM
[Cu(dppz)(FLZ)(NO3)]2(NOs)2(14) 0,614 uM

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Com isso, esse estudo demonstrou que os complexos metalicos hibridos apresentaram
atividades anti-Leishmania superior quando comparados aos compostos de partida testados de
forma isolada, evidenciando o potencial terapéutico desses novos compostos em formas
promastigotas de L. amazonensis. Em seguida, foram realizados os estudos dos efeitos
antiproliferativos desses compostos em amastigotas intracelulares de L. amazonenses, e
avaliou-se a citotoxicidade deles utilizando macréfagos murinos RAW 264.7. Na Tabela 11
encontram-se os valores de ICso, de CCso e os indices de seletividade (SI) obtidos nos ensaios

de viabilidade celular com o MTS/PMS.

Tabela 11 - Valores de CCso, ICso € ST apds 48h e 72;, de tratamento em formas promastigotas

de L. amazonensis com os complexos metalicos hibridos Cu(II).

COMPOSTOS CCs*  ICso* IS ICso * IS

48h 48h 48 h 72h 72h

Cu(NO3)2.3H,0 59,9 20,421 2,93 13,63 4,39
Clotrimazol (CTZ) 22,1 1,459 15,14  0,8149 27,11
Cetoconazol (KTZ) 31,76 1,929 16,46 1,087 29,21

Fluconazol (FLZ) 417,5 76,01 5,49 56,48 7,39
Fenantrolina (PHEN) 70,56 3,975 17,75 2,1027 33,17
Fendiona (DIONA) 1 0,0151 66,22 0,00887 112,73
Dipirofenazina (DPPZ) 2,325 0,1130 20,57 0,09514 24,43
[Cu(phen)(NO3)](NOs) (1) 7,251 0,3416 21,22 0,18640 38,46
[Cu(diona)(NO3)](NOs)(2) 4,586 0,1218 37,65 0,03767 121,74

[Cu(phen)(CTZ)2(NO3)](NOs3)(3) 1,01  0,0534 18,93 0,04147 24,37
[Cu(diona)(CTZ)>(NO3)](NO3) (4) 1 0,0149 67,11 0,01401 71,37
[Cu(dppz)(CTZ)2(NO3)(NO3)(5) 2,03 04569 3,76 0,0342 50,29
[Cu(phen)(KTZ)2(NO3)](NO3)(6) 0,65 10,0462 14,06 0,02824 23,04
[Cu(diona)(KTZ)2(NO3)](NOs)(7) 0,974 11,5530 0,64 0,04256 23,52
[Cu(dppz)(KTZ)2(NO3)](NOs)(8) 0,447 0,0559 21,82 0,01401 86,51
[Cu(phen)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2(12) 1 0,1275 7,84  0,05416 18,46
[Cu(diona)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2(13) 0,987 00,0786 12,72 0,13870 7,2
[Cu(dppz)(FLZ)(NO3)]2(NOs)2(14) 1,089  0,0204 49,01  0,01955 51,15
* UM
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Com base nos dados obtidos, observou-se que os compostos 4, 5, 8 ¢ 14 apresentaram
os menores valores de ICso, além de exibirem os maiores valores de SI. Esses compostos sao
caracterizados pela presenga dos ligantes diona e dppz em sua estrutura. No entanto, ¢ relevante
destacar que, de maneira intrigante, o ligante diona isolado demonstrou um valor de ICso
consideravelmente baixo, acompanhado de um indice de seletividade bastante elevado, o qual
foi ainda mais aprimorado ao ser coordenado ao ion de Cu(II).

ApOs a determinagdo dos valores de ICso, CCso e dos indices de seletividade, constatou-
se que os complexos metalicos hibridos de Cu(II) exibiram baixos valores de ICso. Diante desse
contexto, os compostos que manifestaram os mais elevados indices de seletividade foram
escolhidos para os experimentos de microscopia eletronica de varredura, visando a observagao
detalhada da morfologia do corpo celular e da superficie celular com maior resolugdo. Para
atingir esse objetivo, diferentes concentragdes dos complexos metélicos hibridos e dos
materiais de partida foram empregadas no tratamento das formas promastigotas de L.
amazonensis, durante periodos de 48 e 72 horas. Essa abordagem permitird uma analise
detalhada das alteragdes morfoldgicas e estruturais causadas pelos compostos, contribuindo
para a compreensdo dos mecanismos de acao e potencializando a interpretacdo dos resultados
obtidos nos ensaios de citotoxicidade e seletividade. Apos a aplicagdo dos complexos metalicos
hibridos, foi possivel observar uma variedade de alteragdes morfologicas nas células

promastigotas tratadas em relagdo ao parasito nao tratado (Figura 55).

Figura 55 - Microscopia eletronica de varredura-transmissao em microscopia eletronica de

varredura. Células promastigotas de L. amazonensis com 48 h de crescimento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As alteragdes morfoldgicas incluiram protusdes de membrana, evidenciadas por setas
finas nas Figuras 56-C; ¢ (Apéndice F: 107-110). Além disso, observou-se um

arredondamento no corpo celular, indicado por uma cabega de seta nas Figuras S7A, B, C, D;
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57-A, B, C, D; (Apéndice F: 107-110). Notavelmente, houve também a indugdo da secre¢ao

de vesiculas extracelulares, evidenciada por duas cabecas de seta.

Figura 56 - Microscopia eletronica de varredura-transmissao em microscopia eletronica de
varredura com 48 h de tratamento. (A) Células tratadas com diona a 0,1 uM. (B) Células
tratadas com o complexo metalico Cu(diona)(CTZ)2(NO3)](NO3) (4) a 1 uM. (C) Células

tratadas com o complexo metalico Cu(diona)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2 (13) a 1 uM. (D) Células
tratadas com o complexo 2 a I uM. Analisando as imagens pode-se observar as seguintes

alteracdes: 1) Protusdes de membrana (seta fina); 2) Arredondamento no corpo celular
(cabeca de seta); 3) Depressdes no corpo celular (seta grossa); e, 4) Presenca de

vesiculas/microvesiculas extracelulares (duas cabegas de seta).

~D

Spm

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Essas observacdes detalhadas da morfologia celular fornecem entendimentos valiosos
sobre os efeitos dos complexos metalicos hibridos nas células promastigotas de L. amazonensis.

As protusdes de membrana, o arredondamento do corpo celular e a indug¢do de vesiculas
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extracelulares sdo indicadores potenciais de alteragdes nas fungdes celulares e processos
bioldgicos. A andlise morfoldégica complementa os dados de citotoxicidade e seletividade,
contribuindo para uma compreensao abrangente do impacto dos compostos no contexto

parasitario.

Figura 57 - Microscopia eletronica de varredura-transmissao em microscopia eletronica de
varredura com 72 h de tratamento. (A) Células tratadas com diona a 0,1 uM. (B) Células
tratadas com o complexo metalico [Cu(diona)(CTZ)2(NO3)]NO3 (4) a 1 uM. (C) Células

tratadas com o complexo metalico [Cu(diona)(FLZ)(NO3)] 2(NO3) 2 (13) a 1 uM. (D) Células
tratadas com o complexo 2 a 1 uM. Analisando as imagens pode-se observar as seguintes
alteracdes: 1) Protusdes de membrana (seta fina); 2) Arredondamento no corpo celular
(cabeca de seta); 3) Depressdes no corpo celular (seta grossa); e, 4) Presenca de

vesiculas/microvesiculas extracelulares (duas cabegas de seta).

Spum

PATI

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Posteriormente, realizou-se a microscopia eletronica de transmissdo-varredura em

microscopio eletronico de varredura (STEM-in-SEM) apos 48 e 72 horas de tratamento. Na
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Figura 58 podem-se observar o parasito na forma promastigota da L. amazonensis ndo tratado,

como controle.

Figura 58 - STEM-in-SEM de formas promastigotas de L. amazonensis controle com 48 h de

cultivo celular. BF- Bolsa flagelar; C- Cinetoplasto; F- Flagelo; M- Mitocondria; N- Nucleo.

™~ AT ST - 3

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Porém, apos serem tratados com os hibridos de Cu(Il) (Figura 59; Apéndice F:111-
118) revelaram-se efeitos notaveis na ultraestrutura desses parasitos: (a) Verificou-se a presenca
de corpos lipidicos distribuidos pelo citosol dos parasitos, possivelmente decorrente do
acimulo de intermediarios endogenos no mecanismo de biossintese de ergosterol, devido a
inibi¢do dessa biossintese (Macedo-Silva et al., 2015). (b) Foram observados perfis de reticulo
endoplasmatico associados a glicossomos, nucleo, mitocondria e corpos lipidicos, além da
formagdo de vacuolos autofagicos. Essa associagdo sugere a degradagdo de corpos lipidicos e
organelas com perda de fung¢do, evidenciando a tentativa do parasito de manter a homeostase e
reduzir o estresse causado pelo tratamento. Esse processo, comumente observado em situagdes
de privacdo de nutrientes, presenga de toxinas e estresse oxidativo, pode ter uma dupla fungao,
atuando como mecanismo de citoprote¢ao ou, quando em excesso ou desregulado, induzindo a
morte celular. (c¢) Observou-se inchago mitocondrial, indicativo de disfun¢do mitocondrial
causada por estresse oxidativo ou perda do potencial de membrana mitocondrial [A¥Ym]. (d)
Verificou-se a fragmentacao da cromatina nuclear, um fendmeno associado a morte celular por

apoptose em organismos multicelulares e unicelulares (Rodrigues et al., 2008)
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Figura 59 - STEM-in-SEM com 48 horas de tratamento. (A, B) Células tratadas com diona a
0,05 uM e 0,1 uM, respectivamente. (C, D) Células tratadas com os complexo metalico
[Cu(diona)(CTZ)2(NO3)](NO3) (4) 2 0,5 uM e 1 uM, respectivamente. (E, F) Células tratadas
com [Cu(diona)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2 (13) a 0,5 uM e 1 uM, respectivamente. Analisando as
microscopias, pode-se observar algumas organelas e efeitos em formas promastigotas de L.
amazonensis, como: presenca de corpos lipidicos (*), protusdes de membrana (seta fina),
induzidos pela presenca de corpos lipidicos, perfis de reticulo endoplasmatico (cabega de

seta), presenga de vactolos (V), inchaco mitocondrial, ma compactacao do material genético e

alteragdo no cinetoplasto (C). Além disso, pode-se observar, também, a presen¢a da bolsa

flagelar alterada (BF) e flagelo (F).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Todos os hibridos de Cu(Il) apresentados neste trabalho foram enviados para testes

biologicos para que fossem avaliadas as suas atividades frente ao parasita causador da
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leishmaniose. Entretanto, ainda ndo foram realizadas as avaliagdes bioldgicas dos complexos
metalicos hibridos 9, 10 e 11 frente a esse parasita.

Com base em todas as observagdes realizadas, ¢ possivel inferir que os complexos
metalicos manifestam uma notdvel atividade biologica, estabelecendo-se como uma
contribuicdo significativa nos estudos voltados para a quimioterapia das leishmanioses. Vale
destacar que a leishmania depende da presenca de metais para manter um equilibrio nutricional
adequado. Quando os ligantes bioativos estdo coordenados ao metal, a leishmania realiza a
absor¢ao simultanea dos complexos metalicos, um processo que difere da absorcao quando os
compostos sao utilizados de forma isolada. Assim, a leishmania demonstra uma maior absor¢ao
do complexo na busca pelo metal, resultando em efeitos potencializados comparados aos azois
e ao proprio metal em suas formas livres. Essa compreensao reforga a relevancia dos complexos
metalicos como agentes terapéuticos promissores para o tratamento das leishmanioses.
Notavelmente, o tratamento com os complexos metalicos hibridos 4, 7 e 2 revelou um aumento
significativo desse mecanismo de morte celular em comparagao com os demais compostos apos

72 horas.

4.6. AVALIACAO ANTIFUNGICA

A avaliagdo das atividades antifiingicas foi realizada pela Profa. Dra. S6nia Rozental e
seu grupo de pesquisa, no Laboratorio de Biologia Celular de Fungos, Centro de Pesquisa em
Medicina de Precisdo, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio

de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil.

4.6.1. Complexos metalicos hibridos de Cu(II)

Todos os complexos metalicos hibridos de Cu(Il) foram avaliados quanto as suas
atividades antifiingicas in vitro e foram determinadas contra isolados de referéncia de Candida
(C.) albicans, Candida (C.) auris, Cryptococcus (C.) neoformans, Aspergillus (A.) fumigatus e
Sporothrix (S.) brasiliensis, comparando com os resultados frente aos azo6is (provenientes da
Sigma e aqueles utilizados para sintese dos complexos metéalicos) e dos sais metalicos.
Inicialmente, foi avaliada a capacidade dos compostos em inibir o crescimento dos fungos

utilizando a concentragdo de 1 1 uM (Tabela 12).
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Tabela 12 - Capacidade inibitéria de complexos metalicos hibridos 3-14 contra fungos de

importancia médica, comparada aos antifungicos e aos metais sozinhos a 1.

Compostos % Inibicao [1 uM]

C. C. C. A. S.

albicans auris neoformans fumigatus brasiliensis

Anfotericina B*(AMB) 97 47 96 96 86
CTZ * 95 43 97 63 81
Fluconazol*(FLZ) 89 1 20 0 20
Itraconazol*(ITZ) 95 95 93 96 78
Cetoconazol*(KTZ) 96 95 93 0 82
Voriconazol*(VRZ) 96 68 96 100 74
[Cu(phen)(NO3)]NOs(1) 0 7 21 0 4
[Cu(diona)(NO3)](NO3)(2) 0 1 31 0 17
[Cu(phen)(CTZ)2(NO3)]NOs (3) 93 42 91 98 88
[Cu(diona)(CTZ)>(NO3)]NOs (4) 89 93 86 0 89
[Cu(dppz)(CTZ)(NO3)]NOs3 (5) 96 0 89 41 72
[Cu(phen)(KTZ)2(NO3)]NO; (6) 95 97 87 43 87
[Cu(diona)(KTZ)2(NO3)]NOs (7) 100 28 94 89 90
[Cu(dppz)(KTZ)(NO3)]NOs (8) 96 89 92 0 78
[Cu(phen)(ITZ)>(NO3)]NOs3 (9) 94 96 93 71 77
[Cu(diona)(ITZ)(NO3)](NO3) (10) 95 95 94 89 81
[Cu(dppz)(ITZ)(NO3)]NO3 (11) 94 95 94 99 80
[Cu(phen)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2 (12) 25 6 30 0 2
[Cu(diona)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2 (13) 96 4 70 0 6
[Cu(dppz)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2(14) 92 6 37 2 76
Cu(NO3)2.3 H.0 5 1 33 0 0
diona 0 5 20 0 45
dppz 1 8 19 6 50
phen 0 6 9 0 3
Clotrimazol** (CTZ) 93 36 98 67 78
Fluconazol** (FLZ) 80 6 27 2 7
Itraconazol** (ITZ) 95 92 95 94 80

Cetoconazol** (KTZ) 94 95 97 0 81
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*Proveniente da Sigma-Aldrich® . **Provenientes da Caléndula Farmacéutia. Média de 2
experimentos independentes realizados em duplicata (n=4). Isolados de referéncia utilizados nos testes:
C. albicans 5314, C. auris CBS 12766, C. neoformans H99, A. fumigatus ATCC 46645 e S. brasiliensis
ATCC MYA 4823.

Posteriormente, a concentragdo inibitéria minima (MIC) dos compostos capazes de
inibir o crescimento das espécies C. albicans, C. auris, C. neoformans, A. fumigatus € S.
brasiliensis foi determinada pelo ensaio de microdiluicdo em caldo, utilizando concentragdes

que variaram de 0.002 a I pM (Documento E.DEF 7.3.2., EUCAST-AFST, 2020) (Tabela 13).

Tabela 13 - Atividade antiflingica dos complexos metalicos hibridos 3-14 contra fungos de

importancia médica.

Compostos Concentracio inibitéria minima (uM)
C. C. C. A. S.
albicans auris neoformans fumigatus brasiliensis

Fluconazol* (FLZ) 1 >1 1 >1 1
Cetoconazol** (CTZ) 0,03 0,25 0,25 1 >1
Itraconazol** (ITZ) 0,25 0,5 0,25 1 0,25
Voriconazol* (VRZ) 0,03 1 0,125 1 0,5
[Cu(phen)(ITZ)>(NO3)]NOs3 (9) 0,25 0,5 0,25 1 0,5
[Cu(diona)(ITZ)(NO3)INOs (10) 0,06 0,5 0,06 1 0,5
[Cu(dppz)(ITZ)(NO3)](NO3).(11) 0,06 0,5 0,06 1 0,5

*Proveniente da Sigma-Aldrich® . **Antifungico utilizado para producdo do complexo. Resultados
representativos de 2 experimentos independentes realizados em duplicata. Concentragdo inibitoria
minima, correspondeu a menor concentracdo capaz de inibir a partir de 50% do crescimento das

leveduras, em comparacao ao fungo nao tratado.

A partir dos resultados obtidos, destaca-se que, entre todos os hibridos de Cu(Il)
analisados, os complexos 9, 10 e 11 apresentaram valores MIC promissores em relagdo as
cepas dos fungos C. albicans, C. auris, C. neoformans e S. brasiliensis. Notavelmente, os
complexos 10 e 11 demonstraram ser aproximadamente 17 vezes mais eficazes que o FLZ e 5
vezes mais eficazes que o ITZ contra a espécie de fungo C. albicans. Além disso, esses
complexos exibiram valores de MIC 5 vezes menor em relacdo ao do ITZ no caso de S.

brasiliensis, que € o farmaco utilizado no tratamento dessa micose. Esses resultados indicam
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que os complexos 10 e 11 se destacam como agentes antiflingicos promissores, reforcando sua

potencial aplicagdo terapéutica diante dessas cepas fungicas especificas.

4.6.2. Complexos metalicos hibridos de Ag(I)

De maneira analoga, os dois hibridos de Ag(I) foram minuciosamente avaliados quanto
as suas atividades antifingicas in vitro em relagdo as mesmas espécies mencionadas
anteriormente. Esses resultados foram comparados com as respostas obtidas para os azois,
provenientes tanto da Sigma quanto os utilizados na sintese dos complexos metalicos, bem
como o sal de Ag(]).

A capacidade inibitoria dos hibridos de Ag(I) em relag@o ao crescimento dos fungos foi
investigada utilizando uma concentragdo de 1 uM, cujos resultados estdo detalhados de forma
abrangente na Tabela 14. Essa analise permitira uma compreensao mais detalhada da eficacia
dos hibridos de Ag(I) em comparacdo com os azois e o sal de prata(I), oferecendo ideias cruciais

sobre o potencial desses compostos como agentes antifingicos.

Tabela 14 - Capacidade inibitoria de complexos metalicos hibridos de Ag(I) contra fungos de

importancia médica, comparada aos antifungicos e ao sal de prata.

Compostos % Inibi¢do [1 uM]

C. C. C. A. S.

albicans auris neoformans fumigatus brasiliensis
Anfotericina B*(AMB) 97 47 96 96 86
Clotrimazol*(CTZ) 95 43 97 63 81
Fluconazol*(FLZ) 89 1 20 0 20
Itraconazol*(ITZ) 95 95 93 96 78
Cetoconazol*(KTZ) 96 95 93 0 82
Voriconazol*(VRZ) 96 68 96 100 74
[Ag(CTZ)(KTZ)|(NO3) (15) 96 95 98 100 95
[Ag(ITZ)(KTZ)](NO3) (16) 95 96 100 100 99
AgNO3 3 1 37 16 81
Clotrimazol** (CTZ) 93 36 98 67 78
Fluconazol** (FLZ) 80 6 27 2 7

Itraconazol** (ITZ) 95 92 95 94 80



140

Cetoconazol** (KTZ) 94 95 97 0 81

*Proveniente da Sigma-Aldrich® . **Proveniente da Caléndula Farmacéutica. Média de 2
experimentos independentes realizados em duplicata (n=4). Isolados de referéncia utilizados nos testes:
C. albicans 5314, C. auris CBS 12766, C. neoformans H99, A. fumigatus ATCC 46645 e S. brasiliensis
ATCC MYA 4823.

Com base nos dados apresentados na tabela, ¢ notavel que ambos os complexos 15 ¢ 16
foram capazes de inibir o crescimento de todas as espécies de fungos testadas em pelo menos
95%. Esses resultados promissores para os complexos de Ag(I) motivaram a determinagdo da
MIC dos compostos, a qual foi realizada por meio do ensaio de microdilui¢do em caldo. Nesse
procedimento, foram utilizadas concentragdes que variaram de 0,002 a 1 pM, conforme
estabelecido pelo Documento E.DEF 7.3.2., EUCAST-AFST, 2020 (Tabela 15).

Essa abordagem detalhada permite uma andlise mais aprofundada da eficacia dos
complexos de Ag(l) em termos de MIC, proporcionando percepgdes valiosas sobre a
concentragdo necessdria para inibir o crescimento das espécies fungicas testadas. Essa
informacgdo ¢ crucial para avaliar a aplicabilidade pratica desses complexos como agentes

antifungicos e fornece dados relevantes para futuras investigacdes e desenvolvimentos na area.

Tabela 15 - Atividade antifingica de azois complexados a metais contra fungos de

importancia médica.

Compostos Concentracio inibitéria minima (uM)
C. C. C. A. S.
albicans  auris  neoformans fumigatus brasiliensis

Fluconazol* (FLZ) 1 >1 1 >1 1
Cetoconazol** (KTZ) 0,03 0,25 0,25 1 >1
Itraconazol** (ITZ) 0,25 0,5 0,25 1 0,25
Voriconazol* (VRZ) 0,03 1 0,125 1 0,5
[Ag(CTZ)KTZ)INOs (15) 0,03 0,25 0,06 1 0,25
[Ag(ITZ)(KTZ)INO3 (16) 0,03 0,125 0,03 0,5 0,25

*Proveniente da Sigma-Aldrich® . **Antifungico utilizado para produg¢do do complexo. Resultados
representativos de 2 experimentos independentes realizados em duplicata. Concentragdo inibitoria
minima, correspondeu a menor concentragdo capaz de inibir a partir de 50% do crescimento das

leveduras, em comparacdo ao fungo néo tratado.

Esses valores revelam que os hibridos 15 e 16 apresentaram MIC menores ou inferiores
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aos obtidos para os antifingicos testados, destacando-se o composto 16 que apresentou os

menores valores de MIC para todas as espécies de fungos testadas.

4.6.3. Complexo de Cu(l)

A avaliacdo da atividade antifingica do complexo 17 in vitro contra os fungos
responsaveis pela esporotricose, especificamente as espécies S. brasiliensis, S. schenckii e S.
globosa, foi conduzida com base nos valores de MIC e MFC. Esses resultados foram
comparados com aqueles obtidos para o ITZ e sais de cobre, conforme apresentado na Tabela
16.

Esse complexo demonstrou ser capaz de inibir o crescimento das cepas de S. brasiliensis
e S. schenckii em concentragdes inferiores as do ITZ. Essa abordagem detalhada permite uma
compreensdo mais precisa da eficacia do complexo 17 em relagdo aos agentes antiflingicos de
referéncia A analise dos valores de MIC e MFC fornece informagdes cruciais sobre a
concentragdo necessaria para inibir e eliminar o crescimento dessas cepas flngicas,

contribuindo para uma avaliacdo abrangente do potencial antifiungico do complexo 17.

Tabela 16 - Atividade antifingica do ITZ, seus complexos metdlicos e os sais de cobre.

Atividade antifiingica (uM)

Compostos S. brasiliensis S. schenckii S. globosa

MIC MFC MIC MFC MIC MFC
ITZ 0,25 >4 0,5 >4 0,06 1
[Cu(PPh3)2(ITZ)]NO3(17) 0,015 >4 0,06 >4 0,06 2
Cu(NO3):2 >4 >4 >4 >4 >4 >4
[Cu(PPh3)2]NO3 >4 >4 >4 >4 >4 >4

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Ao analisar minuciosamente os resultados, destaca-se que o [Cu(PPh3),(ITZ):]NO3
(17), apresentou valores significativos de MIC e MFC. Em comparacdo com o ITZ utilizado
como farmaco de referéncia, o complexo metalico 17 revelou um MIC 17 vezes menor em S.
brasiliensis e 8 vezes menor em S. schenckii.

As cepas de S. brasiliensis foram submetidas a tratamento com o complexo 17 (na

concentracdo de 0,015 uM) por um periodo de 48 horas. As analises foram conduzidas por
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microscopia eletronica de varredura (SEM) e fluorimetria (Figura 60). As imagens de SEM
revelaram que o tratamento com o complexo (17) (Figura 60) induziu a filamentagdo das
células de S. brasiliensis e provocaram alteragdes superficiais na parede celular. Utilizando
corantes especificos como Nile red, SYTOX™ Blue e Calcofluor White, investigou-se o
acumulo de lipidios neutros, DNA e o conteudo de quitina na parede celular. Notou-se que o
complexo 17 promoveu o acimulo de DNA e a reducdo dos niveis de quitina. A diminui¢ao do
contedo genético pode estar relacionada a filamentagdo fingica ou a interrup¢ao do ciclo
celular, enquanto a redugdo nos niveis de quitina pode estar associada as mudangas observadas
nos aspectos da parede celular observados por SEM. Essas observacdes detalhadas fornecem
uma compreensdo mais completa dos efeitos dos compostos no nivel celular e molecular,

contribuindo para a avalia¢do abrangente de sua a¢ao antifingica.

Figura 60 - Efeitos em cepas de Sporothrix brasiliensis ap0s exposi¢ao ao
[Cu(PPh3)2(ITZ):2]NO3 (17) (A) Imagens de microscopia eletronica de varredura das cepas
tratadas por 48h em concentracdes de 0,015 uM do complexo [Cu(PPh3)2(ITZ)2]NO3 (17)

(Aiii) Mostram a indu¢do da filamentacdo e mudancas na estrutura da parede celular. As
cepas analisadas por fluorimetria exibiram acimulo de lipidios neutros (B) e DNA (C), assim
como a diminui¢do na presenca de quitina (D). Barras: 5 um. *, P<0,05; **, P<0,01; ****
P<0,0001 by one-way ANOVA test.

Complexo 17 Nao tratado

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Também foram avaliados a mutagenicidade e citotoxicidade dos dois complexos
metalicos (Tabela 17) com a finalidade de estimar a seletividade pelas células de fungos.

Ambos ndo mostraram atividade de mutagenicidade até 5 uM enquanto apresentou efeitos
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citotoxicos frente as células de mamiferos em concentragdes superiores aquelas encontradas
para os que demonstraram eficécia antifingica. De acordo com os indices de seletividade (CCso/
MIC médio), eles foram pelo menos 100 vezes mais seletivos frente as células de Sporothrix

em relacdo as linhagens de célula BALB/3T3 ou HepG2 (Tabela 17).

Tabela 17 - Seletividade do complexo metalico [Cu(PPh3)2(ITZ)2]NOs3 (17) frente as células

de fungos.
Efeito
Efeito citotoxico
antifungico
Efeito
mutagenicidade BALB/3T3 HepG2
MICmédio
Compostos CCso SI CCso SI
[Cu(PPh3)2(ITZ)2]NO3

a7 0,06 >5 16,2 270 6,4 107

Resultados expressos em pM. MICnedio, Média dos valores obtidos de MIC para S. brasiliensis, S. schenckii, e S.
globosa. CCs, a concentragdo que representa 50% da citotoxicidade. SI, indice de selertividade calculado pela
razdo entre CCsp € MICmgdia.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi apresentado e discutido a sintese de 12 novos hibridos de Cu(Il),

nomeados [Cu(phen)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3)-:3H.0 3),
[Cu(diona)(CTZ)2(H20)(NO3)](NO3) - SH20 (4), [Cu(dppz)(CTZ)(NO3)(H20)](NOs) - 2H20
(5), [Cu(phen)(KTZ)2(H20)(NO3)](NO3) . 2H,0 . C4H100 (6),

[Cu(diona)(KTZ)2(H20)(NO3)](NOs3) - 4H20 (7), [Cu(dppz)(KTZ)(H20)(NO3)](NO3) - 2H>0
(8) [Cu(phen)(ITZ)2(H20)(NO3)](NO3) - 2H20 (9), [Cu(diona)(ITZ)(NO3)(H20)](NO3) - SH20
(10), [Cu(dppz)(ITZ)(NO3)](NO3) (11), {[Cu(phen)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 - 3H20 (12),
{[Cu(diona)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 - 3H20 (13), {[Cu(dppz)(FLZ)(H20)(NO3)](NO3)}2 -
3CH30H - 2H>0 (14) os quais foram caracterizados pelas espectroscopias vibracional na regido
do infravermelho (IV) e de absor¢ao por UV-Vis (UV), andlise elementar, condutividade molar,
espectrometria de massas (ESI-MS) e de ressondncia paramagnética eletronica (EPR). Com
base nas caracterizagcdes mencionadas, observou-se que os complexos metalicos hibridos de
Cu(II) apresentam geometrias octaédricas, levemente distorcidas uma vez que o ion de Cu(II)
apresenta configuracio d’ podendo apresentar efeito Jahn-Teller. De maneira intrigante, o
hibrido 7 contém apenas um ligante ITZ coordenado ao ion de Cu(Il), assim como todos os
hibridos 5, 8, e 11, o que pode estar relacionado a um impedimento estereoquimico causado
pelo ligante ITZ por ser muito volumoso.

Foram sintetizados e caracterizados dois hibridos de Ag(l) contendo ligantes azélicos
CTZ, KTZ e ITZ, sendo celes [Ag(KTZ)(CTZ)][NO3 . 2CH3CN.HO (15) e
[Ag(KTZ)(ITZ)]NOs - 1,4H>O (16) pelas técnicas pelas espectroscopias vibracional na regido
do infravermelho (IV) e de absor¢do por UV-Vis (UV), anélise elementar, condutividade molar,
de ressonancia magnética nuclear (RMN). Conforme os dados obtidos através dessas
caracterizagoes, foi possivel elucidar as estruturas dos dois hibridos de Ag(I), o qual € um metal
de configuracio orbital d'°, que apresentam geometria linear a qual ¢ comum para os complexos
de Ag(I).

Adicionalmente foi sintetizado o complexo [Cu(PPh3)>(ITZ):]NO3 - 5SH>O (17) o qual
também foi caracterizado pelas mesmas técnicas analiticas e espectroscopicas dos hibridos 15
e 16. De acordo com os dados coletados a partir dessas caracterizacdes, definiu-se que o
complexo 17 ¢ um complexo de 18 elétrons, branco, tetraédrico e catidnico.

Os estudos de interagdo entre os hibridos de Cu(Ill) (3-14) e o DNA foram

detalhadamente apresentados e discutidos, utilizando diversas técnicas analiticas. Titulagdes
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espectrofotométricas, medidas de viscosidade, ensaios de mobilidade eletroforética, e
competicdo pelo brometo de etidio por fluorescéncia foram empregados para investigar essa
interacdo complexa. Nas titulagdes espectrofotométricas, foram obtidas as constantes de
interacdo intrinsecas, revelando que os compostos 3, 5, 6, 8, 9, 11 e 14 interagem de maneira
reversivel com o DNA, apresentando constantes de associa¢do (Kp) superiores a 10 mol'L.
Contudo, para os demais complexos, a falta de uma banda adequada limitou a avaliagdo das
interacdes reversiveis por meio dessa técnica. A viscosidade relativa dos compostos aumentou
proporcionalmente a concentragao dos complexos metélicos hibridos, indicando fortemente a
intercalagdo. Esse aumento foi seguido por uma diminui¢ao da viscosidade, sugerindo possiveis
clivagens do DNA. Esses resultados foram corroborados pela mobilidade eletroforética,
evidenciando a inducdo da forma circular do DNA plasmidial pela maioria dos compostos,
indicando fortemente a intercalagdo. No entanto, em concentra¢des mais elevadas, observou-se
a clivagem do DNA pelos complexos de Cu(Il). A confirmacdo da intercalacdo foi obtida
através da competicdo pelo brometo de etidio, monitorada por fluorescéncia. A diminuigdo
progressiva da fluorescéncia do complexo BE-DNA com a adicdo dos complexos metélicos
hibridos destaca que o DNA ¢ um dos principais alvos desses compostos de Cu(Il). Essas
constatagoes reforcam a relevancia da interagcdo entre os complexos de Cu(ll) ¢ o DNA,
evidenciando implicacgdes significativas na compreensdo das avaliagdes frente a atividade anti-
Leishmania e antifingica estudados nesse trabalho.

Conforme mencionado ao longo deste trabalho, inibidores da biossintese do ergosterol,
como CTZ, KTZ, ITZ e FLZ, coordenados a metais de transicdo, como Zn(Il) e Cu(Il), tém
demonstrado notavel eficacia contra doengas negligenciadas, tais como leishmaniose, doenca
de Chagas e esporotricose. Motivados por esses resultados, foram sintetizados novos compostos
que incorporam ligantes planos, como phen, diona e dppz, visando atingir o DNA como alvo
primdrio. Desse modo, foram desenvolvidos 12 hibridos de Cu(Il) com a capacidade de
impactar simultaneamente ambos os alvos mencionados anteriormente.

Os compostos 3-5, 6-8, 12-14 foram avaliados em colaboragdo com a Prof. Dr. Julianny
Cola na UFRJ frente aos parasitas causadores da leishmaniose, revelando atividades
antiproliferativas promissoras. Destacam-se os compostos 4, 5, 8 e 14, os quais apresentaram
baixissimos valores de ICso, além de indices de seletividade superiores aos ligantes de origem,
indicando potencial como agentes leishmanicidas.

Adicionalmente, foram conduzidas avaliagdes antifingicas dos doze complexos

metalicos hibridos de Cu(II) contra fungos clinicamente relevantes, em colaboragdo com a Prof.



146

Dra. Sonia Rozental na UFRJ. Destacam-se os hibridos 9, 11 e 12, que, de forma notavel,
contém ITZ e apresentaram valores de MIC inferiores as dos antifingicos convencionais.

Seguindo a mesma ldgica, foram obtidos dois complexos metélicos hibridos de Ag(I)
com dois inibidores da biossintese do ergosterol coordenados. Esses hibridos, testados em
colaboracdo com a Prof. Dra. Sonia Rozental na UFRJ, exibiram excelentes atividades
antifungicas, destacando-se o hibrido 16 pela sua notdvel eficicia contra todos os fungos
examinados. O complexo metalico hibrido 16, contendo KTZ e ITZ coordenados pelo ion de
Ag(I), apresentou uma atividade antifingica excepcional em comparacdo com os ligantes
isolados, posicionando-se como um promissor agente antifingico.

Esses resultados corroboram a ideia de que os hibridos metalicos que contém ligantes
atuando em diferentes alvos simultaneamente oferecem uma abordagem promissora para o
tratamento de doengas negligenciadas.

Os resultados do trabalho de doutorado foram aplicados na elabora¢do de um artigo
cientifico, o qual ja foi publicado. Adicionalmente, estdo em andamento a redagdo de outros
trés artigos com o proposito de aprofundar e ampliar as contribui¢des do estudo para a literatura
cientifica. Esse processo de escrita representa uma etapa significativa na dissemina¢do dos
achados e na consolidagdo do impacto da pesquisa. Simultaneamente, a execugao do doutorado
contribuiu para o enriquecimento substancial tanto no ambito profissional quanto pessoal,
favorecendo o aprimoramento das habilidades académicas e o desenvolvimento de uma
perspectiva mais abrangente na area de estudo. Esses avancos serdo compartilhados e discutidos
em um contexto nacional e internacional, com a apresentacdo dos resultados em eventos
cientificos, proporcionando assim a interagdo e a troca de conhecimento com outros

especialistas na area.
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APENDICE A - Espectros vibracionais na regiio do infravermelho.

Figura 61 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante CTZ.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 62 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante KTZ.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



Figura 63 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante ITZ.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 64 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante FLZ.
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APENDICE B - Espectros eletronicos na regiio do UV-vis.

Figura 65 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 3 na faixa de 250-800 nm
registrados em DMSO em t = Oh, 5h e 24h.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 66 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 4 na faixa de 250-800 nm
registrados em DMSO em t = Oh, 5h e 24h.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 67 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido S na faixa de 250-800 nm
registrados em DMSO em t = Oh, 5h e 24h.

——1t=0h
3,0 - ——1t=5h
——1t=24h
2,5 -
277 nm
2,0
@
(&]
[
g
5 154
(%]
O
<
1,0
359 nm e 378 nm
0,5 -
0,0 T T T T T ¥ T T T T 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 68 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 6 na faixa de 250-800 nm
registrados em DMSO em t = Oh, 5h e 24h.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 69 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 7 na faixa de 250-800 nm
registrados em DMSO em t = Oh, 5h e 24h.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 70 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 11 na faixa de 250-800 nm
registrados em DMSO em t = Oh, 5h e 24h.
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Figura 71 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 12 na faixa de 250-800 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 72 - Espectros eletronicos do complexo metélico hibrido 13 na faixa de 250-800 nm
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Figura 73 - Espectros eletronicos do complexo metalico hibrido 14 na faixa de 250-800 nm
registrados em DMSO em t = Oh, 5h e 24h.
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APENDICE C - Espectros de ressonincia magnética nuclear de 'H E 3C e HMBC 'H-
ISN.

Figura 74 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do ligante CTZ.
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Figura 75 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do ligante KTZ.
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Figura 76 - Espectros de RMN de 'H-'>N (400 MHz, DMSO-ds) do ligante KTZ.
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Figura 77 - Espectros de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do ligante ITZ.
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Figura 78 - Espectros de RMN de 'H-'*N (400 MHz, DMSO-ds) do ligante ITZ.
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Figura 79 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do complexo metélico hibrido 15.
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Figura 80 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) do complexo metalico hibrido 16.
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Figura 81 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do complexo metalico 17.
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APENDICE D - Espectros de massas de alta resoluciao por eletrospray.

Figura 82 - Espectro de massas de alta resolugdo por eletrospray do complexo metalico

hibrido 5.

ACN:H20 1:1, atenuado
20220725_MARIBEL_MNJA_144_ACN 50 (0.867) Cm (2:117)
100+ 277.0483

TOF MS ES+
2.97e5
279.0598
&
3135412
P . [Cu(dppz)(CTZ)]
[Cu(dppa)(NO)] )
165.0708 o :
315.0540 407.0040” 689.0061
172.5100 409.0098 627.1070 691.0961
1330774 | [ 4174 5065 2421137 629.1163
o 1okl . ° e
bt et R e
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 83 - Espectro de massas de alta resolu¢do por eletrospray do complexo metalico
hibrido 8.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 84 - Espectro de massas de alta resolugdo por eletrospray do complexo metalico
hibrido 10.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 85 - Espectro de massas de alta resolugdo por eletrospray do complexo metélico
hibrido 13.
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APENDICE E - Grificos inerentes aos estudos de interacio com o DNA.

Grifico 2 - Efeito do crescimento da razdo [DNA]/(e-€2) em funcdo do aumento da

concentracao do CT-DNA para o complexo metélico hibrido 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grifico 3 - Efeito do crescimento da razdo [DNA]/(g-€a) em funcdo do aumento da

concentracdo do CT-DNA para o complexo metélico hibrido 5.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 4 - Efeito do crescimento da razdo [DNA]/(e-€2) em fungdo do aumento da

concentragdo do CT-DNA para o complexo metélico hibrido 6.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grifico 5 - Efeito do crescimento da razdo [DNA]/(ef-€2) em fungdo do aumento da

concentragdo do CT-DNA para o complexo metélico hibrido 8.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 6 - Efeito do crescimento da razdo [DNA]/(e-€2) em fungdo do aumento da

concentragdo do CT-DNA para o complexo metélico hibrido 9.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grafico 7 - Efeito do crescimento da razdo [DNA]/(g-€a) em funcdo do aumento da

concentragdo do CT-DNA para o complexo metalico hibrido 11.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 8 - Efeito do crescimento da razdo [DNA]/(e-ea) em fungdo do aumento da

concentragdo do CT-DNA para o complexo metélico hibrido 14.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grafico 9 - Efeito do aumento da concentracdo dos complexos metélicos hibridos 3,6,9, 12 na

viscosidade relativa do CT-DNA a 25 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 10 - Efeito do aumento da concentracdo dos complexos metalicos hibridos 4,7,10,13

na viscosidade relativa do CT-DNA a 25 °C.

Viscosidade Relativa do Ct-DNA

—&— Cu-dppz-PPh3
—8— Cu-dione-CTZ
Cu-dione-KTZ
—&— Cu-dione-1TZ
0,95 —— Cu-dione-FLZ

(n/ny), 3
=
wn

0,9
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

[Complexo]/[DNA]

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grafico 11 - Grafico da Supressao de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa
(Fo/F) em fungao da concentragao do complexo metalico hibrido 3, conforme determinado a

partir dos dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 12 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metalico hibrido 4, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grafico 13 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (Fo/F) em
funcao da concentragcdo do complexo metalico hibrido 5, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 14 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metalico hibrido 6, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grifico 15 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metalico hibrido 7, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 16 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metalico hibrido 8, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grifico 17 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metalico hibrido 9, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 18 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metalico hibrido 10, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grafico 19 - Supressao de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (Fo/F) em
funcao da concentracdo do complexo metalico hibrido 11, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 20 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metalico hibrido 12, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Grafico 21 - Supressao de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metélico hibrido 13, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Grifico 22 - Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em
funcdo da concentragdo do complexo metalico hibrido 14, conforme determinado a partir dos

dados espectrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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APENDICE F - Microscopias eletronicas de varredura e transmissio

Figura 86 - Microscopia eletronica de varredura-transmissao com 48 h de tratamento. (A)
Células tratadas com Sal de cobre a 15 uM. (B) Células tratadas com CTZ a 3 uM. (C)
Células tratadas com KTZ a 3 uM. (D) Células tratadas com FLZ a 200 uM. Analisando as
imagens pode-se observar as seguintes alteracdes: 1) Protusdes de membrana (seta fina); 2)

Arredondamento no corpo celular (cabega de seta); 3) Depressdes no corpo celular (seta

grossa); e, 4) Presenca de vesiculas/microvesiculas extracelulares (duas cabecas de seta).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



184

Figura 87 - Microscopia eletronica de varredura-transmissao em com 48 h de tratamento. (A)
Células tratadas com phen a 9 uM. (B) Células tratadas com o complexo metalico
[Cu(phen)(CTZ)2(NO3)](NO3) (3) a 1 uM. (C) Células tratadas com o complexo metélico
Cu(phen)(KTZ)2(NO3)](NO3) (6) a 1 uM. (D) Células tratadas com o complexo
[Cu(phen)(NO3)](NO3) (1) a 1 uM. Analisando as imagens pode-se observar as seguintes
alteracdes: 1) Protusdes de membrana (seta fina); 2) Arredondamento no corpo celular
(cabega de seta); 3) Depressoes no corpo celular (seta grossa); e, 4) Presenca de

vesiculas/microvesiculas extracelulares (duas cabecas de seta).

Spm

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



185

Figura 88 - Microscopia eletronica de varredura-transmissao em microscopia eletronica de
varredura com 72 h de tratamento. (A) Células tratadas com Sal de cobre a 15 uM. (B)
Células tratadas com CTZ a 3 uM. (C) Células tratadas com KTZ a 3 uM. (D) Células

tratadas com FLZ a 200 uM. Analisando as imagens pode-se observar as seguintes alteracdes:

1) Protusdes de membrana (seta fina); 2) Arredondamento no corpo celular (cabega de seta);

3) Depressdes no corpo celular (seta grossa); e, 4) Presenca de vesiculas/microvesiculas

extracelulares (duas cabegas de seta).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 89 - Microscopia eletronica de varredura-transmissao em microscopia eletronica de
varredura com 72 h de tratamento. (A) Células tratadas com phen a 9 uM. (B) C¢lulas tratadas
com o complexo metélico [Cu(phen(CTZ)2(NO3)]NO3 (3) a 1 uM. (C) Células tratadas com o

complexo metalico [Cu(phen(KTZ)>(NO3)]NOs (6) a 1 uM. (D) Células tratadas com o
complexo [Cu(phen(NO3)]NOs (1) a 1 uM. Analisando as imagens pode-se observar as
seguintes alteragdes: 1) Protusdes de membrana (seta fina); 2) Arredondamento no corpo

celular (cabega de seta); 3) Depressdes no corpo celular (seta grossa); e, 4) Presenca de

vesiculas/microvesiculas extracelulares (duas cabecas de seta).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 90 - STEM-in-SEM de formas promastigotas de L. amazonensis tratadas por 48 h. (A)
Células tratadas com sal de cobre a 15 uM. (B) Células tratadas com CTZ a 3 uM. (C)
Células tratadas com KTZ a 3 pM. (D) Células tratadas com FLZ a 200 uM. Analisando as
micrografias eletronicas, pode-se observar algumas organelas e alteracdes em formas
promastigotas de L. amazonensis, como: presencga de corpos lipidicos (*), Protusdes de
membrana (seta fina), induzidos pela presenga de corpos lipidicos (C), perfis de reticulo
(cabeca de seta), presenga de vactolos (V), incha¢o mitocondrial e possivel fragmentagdo do

material genético. Além disso, pode-se observar, também, a presenca da bolsa flagelar (BF) e

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 91 - STEM-in-SEM apos tratamento de formas promastigotas de L. amazonensis por
48 h. (A) Células tratadas com phen a 9 uM (B) Células tratadas com os complexo metalico
[Cu(phen)(CTZ)2(NO3)](NO3) (3) a 1 uM. (C) Células tratadas com
[Cu(phen)(KTZ)2(NO3)](NO3) (6) a I uM. Analisando as microscopias, pode-se observar
algumas organelas e efeitos em formas promastigotas de L. amazonensis, como: presenga de
corpos lipidicos (*), Protusdes de membrana (seta fina), induzidos pela presenca de corpos
lipidicos, perfis de reticulo endoplasmatico (cabega de seta), presenca de vactiolos (V),

inchaco mitocondrial e possivel fragmenta¢do do material genético. Além disso, pode-se

observar, também, a presenga da bolsa flagelar (BF) e flagelo (F).
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Figura 92 - STEM-in-SEM com 48 horas de tratamento. (A, B) C¢lulas tratadas com o
complexo metélico [Cu(phen)(NO3)](NO3) (1) a 0,05 uM e 0,1 uM, respectivamente. (C, D)
Células tratadas com os complexo metalico [Cu(diona)(NO3)](NO3) (2) a 0,5 uM e 1 uM,
respectivamente. Analisando as microscopias, pode-se observar algumas organelas e efeitos
em formas promastigotas de L. amazonensis, como: protusdes de membrana (seta fina),
induzidos pela presenca de corpos lipidicos, perfis de reticulo endoplasmatico (cabeca de
seta), presenga de vacuolos (V), inchaco mitocondrial, ma compactacdo do material genético.

Além disso, pode-se observar, também, a presenca de flagelo (F) e complexo de golgi (G).

.
%ol
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 93 - Microscopia eletronica de transmissdao do controle com 72 horas de cultivo.

Pode-se observar a presenca de: nucleo (N), mitocondria (M), corpos lipidicos (CL), bolsa

flagelar (BF) e flagelo (F).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 94 - Microscopia eletronica de transmissdo com 72 horas de tratamento. (A) Células
tratadas com Cobre a 15 pM, respectivamente. (B) Células tratadas com CTZ a 3 uM. (C)
Células tratadas com KTZ a 3 pM, respectivamente. (D) Células tratadas com FLZ a 200

uM.

P

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



191

Figura 95 - Microscopia eletronica de transmissdo com 72 horas de tratamento. (A, B)
Células tratadas com phen a 6 uM e 9 uM, respectivamente. (C, D) Células tratadas com os
complexo metélico [Cu(phen)(CTZ)2(NO3)](NO3) (3) a2 0,5 uM e 1 uM, respectivamente. (E,
F) Células tratadas com [Cu(phen)(KTZ)2(NO3)](NO3) (6) a 0,5 uM e 1 uM, respectivamente.
Analisando as microscopias, pode-se observar algumas organelas e efeitos em formas
promastigotas de L. amazonensis, como: presencga de corpos lipidicos (*), Protusdes de
membrana (seta fina), induzidos pela presenga de corpos lipidicos, perfis de reticulo
endoplasmatico (cabega de seta), presenga de vacuolos (V), inchago mitocondrial e possivel

fragmentacdo do material genético. Além disso, pode-se observar, também, a presenca de

flagelo (F) e cinetoplasto (C).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 96 - Microscopia eletronica de transmissdo com 48 horas de tratamento. (A, B)
Células tratadas com Diona a 0,05 uM e 0,1 uM, respectivamente. (C, D) Células tratadas
com os complexo metalico [Cu(diona)(CTZ)2(NO3)](NO3) (4) a 0,5 uM e 1 uM,
respectivamente. (E, F) Células tratadas com [Cu(diona)(FLZ)(NO3)]2(NO3)2 (13) a 0,5 uM e
1 uM, respectivamente. Analisando as microscopias, pode-se observar algumas organelas e
efeitos em formas promastigotas de L. amazonensis, como: presenca de corpos lipidicos (*),
protusdes de membrana (seta fina), induzidos pela presenca de corpos lipidicos, perfis de
reticulo endoplasmatico (cabeca de seta), presenca de vacuolos (V), inchago mitocondrial, ma

compactagdo do material genético. Além disso, pode-se observar, também, a presenca da

bolsa flagelar alterada (BF), flagelo (F) e vesiculas extracelulares (VE).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 97 - Microscopia eletronica de transmissdo com 48 horas de tratamento. (A, B)
Células tratadas com o complexo metalico [Cu(phen)(NO3)](NO3) (1) a 0,05 uM e 0,1 uM,
respectivamente. (C, D) Células tratadas com os complexo metalico [Cu(diona)(NO3)](NO3)
(2)a 0,5 uM e 1 uM, respectivamente. Analisando as microscopias, pode-se observar algumas
organelas e efeitos em formas promastigotas de L. amazonensis, como: protusdes de
membrana (seta fina), induzidos pela presenca de corpos lipidicos, perfis de reticulo
endoplasmatico (cabega de seta), inchago mitocondrial (M), ma compactacao do material

genético e seu margeamento no nucleo (N). Além disso, pode-se observar, também, a

presenga de flagelo (F) e cinetoplasto (C).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



194

APENDICE G - Producio cientifica durante o doutorado.

Figura 98 - Artigo publicado durante o doutorado.

'L] AMERICAN Antimicrobial Agents SUSCEPTIBILITY
L)
Chack for
updates

SOCIETY FOR

microsiotoay [N Chemotherapy®

Synthesis and Biological Activity of Novel Zinc-ltraconazole
Complexes in Protozoan Parasites and Sporothrix spp.

Jose Aleixo de Azevedo-Franga,® Renato Granado,” Sara Teixeira de Macedo Silva,© Gabrielle dos Santos-Silva,=¢
Sandra Scapin,® Luana P. Borba-Santos,® Sonia Rozental,® Wanderley de Souza,© Erica S. Martins-Duarte,! Emile Barrias,®
{2 Juliany Cola Fernandes Rodrigues,~ Maribel Navarro**

‘Departamento de Quimica, ICE, Universidade Federal de juiz de Fora, Juiz de Fora, Brazi
“Driretornia de Metrologia Aplicada a Ciéncias da Vids, Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, INMETRO, Xerem, Brazil
Laboratdrio de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil
*Nicleo Multidisciplinar de Pesquisa em Biologia, NUMPEX-Bio, Campus UFRJ-Dugue de Caxias prof. Geraldo Cidade, Universidade Federal do Rio de laneirg, Rio de
Janeiro, Brazil
"Laboratdrio de Biologia Celular de Fungos, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil

Departamento de Parasitologia, instituto de Ciéndias Biolbgicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brazil

ABSTRACT The new complexes Zn(ITZ),Cl, (1) and Zn{ITZ),(OH), (2) were synthe-
tized by a reaction of itraconazole with their respective zinc salts under reflux. These
Zn-ITZ complexes were characterized by elemental analyses, molar conductivity,
mass spectrometry, '"H and '3C{"H} nuclear magnetic resonance, and UV-vis and in-
frared spectroscopies. The antiparasitic and antifungal activity of Zn-ITZ complexes
was evaluated against three protozoans of medical importance, namely, Leishmania
amazonensis, Trypanosoma cruzi, and Toxoplasma gondii, and two fungi, namely, Spo-
rothrix brasiliensis and Sporothrix schenckii. The Zn-ITZ complexes exhibited a broad
spectrum of action, with antiparasitic and antifungal activity in low concentrations.
The strategy of combining zinc with [TZ was efficient to enhance ITZ activity since
In-ITZ-complexes were more active than the azole alone. This study opens perspec-
tives for future applications of these Zn-ITZ complexes in the treatment of parasitic
diseases and sporotrichosis.
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Figura 99 - Artigo publicado durante o doutorado.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Currently the only drug available to treat Chagas disease in Brazil is benznidazole (BZN). Therefore, there is an

Benznidazale urgent need to discover and develop new anti- Trypanosoma cruzi candidates. In our continunous effort to enhance
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A series of new metal complexes, [Zn(KTZ)a(Ac)z]-Hz0 (1), [Zn(KTZ)2Cl:]-0.4CH10H (2), [Zn{KTZ)2(Hz0)
(NO3)J(NO3) (3), [Cu(KTZ)z(Ac)2]-Hz0 (4), [Cul(KTZ)2Cl2)-3.2H20 (5), [Cu(KTZ)2(Ha0)(NO3)](NO3) HzO (6),
were synthesized by a reaction of ketoconazole (KTZ) with their respective zinc or copper salts under mild
conditions. Similarly, six corresponding metal-CTZ (clotrimazole) complexes [Zn{CTZ)s(Ac)a2]-4Hz0 (7), [Zn
(CTZ);Clz) (8), [Zn(CTZ)2(H20)(NO3)1(NO3)-4HzZ0 (9), [Cu(CTZ)x(Ac)z] Hz0 (10), [Cu(CTZ);Cla]-2H-0 (11),
[Cu(CTZ)2(Hz0MNO3))(NO3)-2H0 (12), were obtained. These metal complexes were characterized by
elemental analyses, molar conductivity, 'H and ”C{'H} nuclear magnetic resonance, UV/Vis, and infrared
spectroscopies. Further, the crystal structure for complexes 7 and 10 was determined by single-crystal X-ray
diffraction. The antifungal activity of these metal complexes was evaluated against three fungal species of
medical relevance: Candida albicans, Cryptococcus neoformans, and Sporothrix brasiliensis. Complexes 1 and 3
exhibited the greatest antifungal activity with a broad spectrum of action at low concentrations and high
selectivity. Some morphological changes induced by these metal complexes in 5. brasiliensis cells included yeast-
hyphae conversion, an increase in cell size and cell wall damage. The strategy of coordination of clinic drugs
(KTZ and CTZ) to zinc and copper was successful, since the corresponding metal complexes were more effective
than the parent drug. Particularly, the promising antifungal activities displayed by Zn-KTZ complexes make them
ial candid for the devel of an al ive drug to treat mycoses.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A series of new transition metal coordination polymers, [Zn(Ac)s(FLZ)z], (1), [Zn(FLZ)2(CD2], (2), {[Zn(FLZ);)

Cooediaation: polymers (NO3)z}a (3), [Cul(FLZ)2(CHaCOO)41, (4), {[Cu(FLZ)2Cla]}y (5) and {[Cu(FLZ)2](NO3)z}y (6), were synthesized

F‘I“Emmlﬂ by the reaction of fluconazole (FLZ) with the respective zine or copper salts under mild conditions. The molecular

;?;12:-11;“1} structure of these compounds was elucidated by several analytical and spectroscopy techniques such as el 1

Trypanassii crusd analyses, 'H and ""C{'H} nuclear magnetic resonance, electronic paramagnetic resonance, and infrared spec-
troscopy. Single-crystal X-ray diffraction confirmed the structure of the compounds 2, 4, 5 and 6 in solid state.
The antichagasic activity of these compounds was evaluated against different forms of Trypanosoma cruzi
Compound 2 exhibited the highest activity against intracellular amastigotes. The ultrastructural changes in
epimastigotes and intracellular amastigotes were investigated. These promising biological results demonstrated
that the zinc or copper coordination polymers can form very active anti-parasitic compounds. The resulting
compounds are more effective than the free azole drug and, consequently, great candidates for the treatment of
Chagas disease.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Motivated by the urgent need to find new agents for the treatment of leishmaniasis and fungal infections, six
copperfi] coordination complexes containing well-known azole drugs with antifungal and antiparasitic
properties, ie, ketoconazole (KTZ), clotrimazole (CTZ), and fluconazole (FLZ), were synthesized, By reacting
copperfil complexes containing a bidentate planar ligand, either 110-phenanthroline (phen) or 110-
phenanthroline-5,6-dicne  (dione), with azole drugs under mild conditions, we synthesized the set of
compounds investigated in this work, ie, [CulpheniCTZ)INO:IHNO;)-4H-0 (1), [Culphen)KTZ)ANOs))INOs)-
3H20-CaHp©O (2), [Culphen)FLZ)INO:N2INOs)2-5H.C (3), [Culdione(CTZ)2(NO4)l(NOs)-5H-0 (4), [Culdione)-
KTZ)NOLING:)-5H20 (8), and [Culphen)(FLZINO3)l2-(INO4)z-5H:0 (6). Chemical composition and structural
features of the copperfi) complexes were characterized in depth using multipte analytical and spectroscopic

Received 2nd October 2023, techniques, ie., conductivity measurements, elemental analysis, infrared (FT-IR), UV-Visible (UV-Vis), and
Accepted 23rd December 2023 electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopies. Furthermore, the stability of these complexes was
DO!: 10.1039/d3nj04608g validated through spectrophotometric measurements of aguecus solutions. Antileishmanial and antifungal
properties were analyzed in vitro. Our results pointed out a remarkable anti-leishmanial activity for some of
rsc.lifnjc the investigated systems and a promising anti-Sporothrix activity for the complex [Culphen)(KTZ)5(NOsINODs.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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