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RESUMO

O cancer ¢ um dos principais problemas de saude publica a nivel mundial e por conta
disso, ha uma grande procura por medicamentos mais efetivos e menos toxicos. Estratégias ou
abordagens racionais sdo utilizadas para otimizar o desenho e a sintese de potenciais novos
medicamentos. Sabendo-se da atividade anticancer de agentes antifungicos bem conhecidos,
como o Clotrimazol (CTZ) e o Cetoconazol (KTZ), decidiu-se estudar se o tipo de coordenagao
influenciaria na atividade bioldgica de diferentes complexos metélicos contendo esses azois €
seus derivados carbenos N-heterociclicos (NHC) como ligantes. Partindo-se dessa premissa, o
presente trabalho teve como finalidade a sintese e a caracterizagao de dois sais imidazolicos L1
[(CTZ-Me)I] e L2 [(KTZ-Me)I], obtidos por meio de reacdes entre o azol de interesse com o
iodometano e a sintese e caracterizag@o de todos esses ligantes com a prata(I) Ag(L1)(I)]. H2O
(1), [Ag(L1):]L. 4CH2Cl2 (2), [Ag(CTZ)2]NOs (3), [Ag(L2)(D)] (4), [Ag(L2)2]I. 2CH2CL2 (5) e
[Ag(KTZ)2]NOs (6) e o ouro(I) [Au(L1)(Cl)]. 2CH2Clz (7), [Au(CTZ)(CD] (8), [Au(L2)(CD)]
(9) e [AW(KTZ)(CD)] (10). Todos os complexos metdlicos e seus ligantes de origem foram
caracterizados, quando possivel, por meio das espectroscopias nas regides do infravermelho
(IV) e ultravioleta-visivel (UV-Vis), espectrometria de massas (ESI-MS), ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e '°C e andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio
(CHN). Suas estruturas foram propostas com base na analise de todos os dados e, no caso do
complexo metalico 7, por meio da elucidag@o da estrutura cristalografica de seus cristais. Os
estudos de citotoxicidade demonstraram o efeito desses compostos em diferentes células
tumorais € ndo tumorais, ¢ os resultados revelaram que o complexo de prata(l) derivado do
ligante L1 (1), se mostrou dez vezes mais citotoxico que o seu ligante de origem frente as células
de adenocarcinoma metastatico de mama humana, uma linhagem bastante agressiva. Ele
também se mostrou pelo menos quinze vezes mais ativo contra células de carcinoma mamario
murino (4TI). Ja o complexo de ouro(I) (7) se mostrou seis vezes mais citotoxico que o seu
ligante de origem frente as células MDA-MB-231. Os complexos de prata(I) foram mais ativos
que os ligantes livres, sendo os complexos 4 e 5 os mais seletivos para a linhagem celular de
cancer B16-F1. Tais resultados sdo um forte indicativo de que a coordenagdo do ligante ao ion
metalico pode ter influenciado na atividade biologica dos compostos, nas linhagens estudadas.
Além disso, foi avaliada a interacdo dos complexos sintetizados com o DNA, a BSA de soro
bovino (nesse caso, somente os complexos de Ag(I)) e a GSH (somente os complexos de Au(])).
Os estudos de interacdo com o DNA, utilizando técnicas como titulagdo espectrofotométrica,

viscosidade e eletroforese (para compostos de prata(l)), indicaram que o DNA nao ¢ o alvo



desses compostos, sugerindo que a citotoxicidade pode estar relacionada a outro alvo
biomolecular. Nas interagdes com a BSA, os complexos de Ag(I) demonstraram interacao
eletrostatica, sugerindo possivel interacdo, transporte ou retencdo desses compostos pela
proteina. Os experimentos com GSH e os complexos de ouro(I) (7-10) revelaram uma forte
interagdo com a glutationa, indicando uma reag¢do rapida desses complexos com essa
biomolécula, potencialmente afetando sua estabilidade na célula. A notavel interacdo com a
glutationa sugere também uma elevada reatividade com outras enzimas, como a TrxR, que

também possui cisteinas em sua estrutura.

Palavras-chave: clotrimazol; cetoconazol; ligantes NHC; complexos de prata(I)-NHC;
complexos de ouro(I)-NHC; farmacos anticancer; albumina; glutationa.



ABSTRACT

Cancer is one of the major public health challenges worldwide, leading to a significant
demand for more effective and less toxic medications. Rational strategies and approaches are
employed to optimize the design and synthesis of potential new drugs. Knowing the anticancer
activity of well-known antifungal agents like Clotrimazole (CTZ) and Ketoconazole (KTZ), the
study aimed to investigate whether the coordination type would influence the biological activity
of different metal complexes containing these azoles and their N-heterocyclic carbene (NHC)
derivatives as ligands. To address this, two imidazolic salts, L1 [(CTZ-Me)I] and L2 [(KTZ-
Me)I], were synthesized and characterized by reactions between the azole of interest and
iodomethane. Additionally, the synthesis and characterization of all ligands with silver(I)
Ag(L1)(D)].H20 (1), [Ag(L1):]l.4CH:CL: (2), [Ag(CTZ):INOs (3), [Ag(L2)D)] 4),
[Ag(L2):]I.2CH2Cl: (5), and [Ag(KTZ):]NOs (6), as well as gold(I) [Au(L1)(C])].2CH2CL (7),
[Au(CTZ)(CD] (8), [Au(L2)(C])] (9), and [Au(KTZ)(CI)] (10) complexes, were carried out. All
metal complexes and their original ligands were characterized, when possible, using infrared
(IR) and ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopies, electrospray ionization mass spectrometry
(ESI-MS), nuclear magnetic resonance ('H and '*C NMR), and elemental analysis of carbon,
hydrogen, and nitrogen (CHN). Their structures were proposed based on the analysis of all data,
and, in the case of metal complex 7, through the elucidation of the crystallographic structure of
its crystals. Cytotoxicity studies demonstrated the effects of these compounds on different
tumor and non-tumor cells. Results revealed that the silver(I) complex derived from ligand L1
(1) exhibited ten times greater cytotoxicity than its original ligand against human metastatic
breast adenocarcinoma cells, a highly aggressive lineage. It was also at least fifteen times more
active against murine breast carcinoma cells (4TI). The gold(I) complex (7) showed six times
more cytotoxicity than its original ligand against MDA-MB-231 cells. Silver(I) complexes were
more active than free ligands, with complexes 4 and 5 being the most selective for the B16-F1
cancer cell lineage. These results strongly suggest that the coordination of the ligand to the
metal ion may have influenced the biological activity of the compounds in the studied lineages.
Furthermore, the interaction of the synthesized metal complexes with DNA, bovine serum
albumin (BSA) (only for silver(I) complexes), and glutathione (GSH) (only for gold(])
complexes) was evaluated. DNA interaction studies using techniques such as
spectrophotometric titration, viscosity, and electrophoresis (for silver(I) compounds) indicated
that DNA is not the target of these compounds, suggesting that cytotoxicity may be related to

another biomolecular target. In interactions with BSA, silver(I) complexes demonstrated



electrostatic interaction, suggesting potential interaction, transport, or retention of these
compounds by the protein. Experiments with GSH and gold(I) complexes (7-10) revealed
strong interaction with glutathione, indicating a rapid reaction of these complexes with this
biomolecule, potentially affecting its stability in the cell. The notable interaction with
glutathione also suggests high reactivity with other enzymes, such as TrxR, which also contains

cysteines in its structure.

Keywords: clotrimazole; ketoconazole; NHC binders; silver(I)-NHC complexes; gold(I)-

NHC complexes; anticancer drugs; albumin; glutathione.
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1 INTRODUCAO

Ao longo desta secdo serdo descritos os temas cancer, compostos de coordenacao no
tratamento do cancer, compostos organometalicos, compostos imidazoélicos e sua aplicacao na

medicina e principais biomoléculas no estudo de metalofdrmacos.
1.1 O CANCER

Atualmente, o cancer ¢ considerado um dos principais problemas de satde publica no
mundo ¢ um dos maiores responsaveis por mortes antes dos 70 anos de idade na maioria dos
paises (WILD, WEIDERPASS, STEWART; 2020). De acordo com o Instituto Nacional de
Cancer José Alencar da Silva (INCA) o termo cancer, originario da palavra grega karkinos, vem
sendo utilizado para designar um conjunto de mais de 100 doengas, que t€m como caracteristica
comum o crescimento desordenado de células, as quais tendem a invadir tecidos e 6rgdos

adjacentes (Figura 1) (INCA, 2023).

Figura 1 - O que ¢ o cancer?
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Fonte: INCA (2023).

Nas células eucaridticas, os genes sdo considerados arquivos quimicos que armazenam
e fornecem informagdes para que as células se organizem e atuem no organismo. Essa
informagdo genética ¢ inscrita neles pelo 4cido desoxirribonucleico (DNA). E através do DNA
que os cromossomos passam as informacoes necessarias para o funcionamento celular. Uma
vez que essas c¢lulas normais sofrem alteragcdes no DNA dos seus genes, estas passam a receber
instrugdes erradas para o seu funcionamento. Tais alteragdes podem ocorrer em genes que sao

inativos em células normais (proto-oncogenes), porém estes podem ser ativados e
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transformados em oncogenes (genes responsaveis por transformar células normais em
cancerosas) (INCA, 2023).

Em seu ultimo levantamento realizado em 2020, a Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) mostrou que no mundo todo ocorreram 19,3 milhdes de novos casos de
cancer (18,1 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma) e ainda segundo o mesmo
relatorio, somaram quase 10,0 milhdes o numero de 6bitos causados pela doencga (9,9 milhdes
excluindo cancer de pele ndo melanoma). Desse total, os mais incidentes foram os canceres de
mama, com cerca de 2,3 milhdes de casos (11,7%), pulmao (11,4%), colorretal (10,0%),
prostata (7,3%) e estdmago (5,6%). Ja em relagdo a mortalidade, observa-se que o cancer de
pulmdo continua sendo a principal causa de morte pela doenga, com uma estimativa de 1,8
milhdo de mortes (18%), seguido pelos canceres colorretal (9,4%), figado (8,3%), estdmago
(7,7%) e mama (6,9%) (SUNG et al., 2021; WILD, WEIDERPASS, STEWART; 2020).

Para o Brasil, estima-se a ocorréncia de 704 mil novos casos de cancer (483 mil se
excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma) para do triénio 2023-2025. Com excegao
do cancer de pele nao melanoma (220 mil casos novos), os mais incidentes sao os canceres de
mama, com 74 mil (10,5%); prostata, com 72 mil (10,2%); colon e reto, com 46 mil (6,5%);
pulmao, com 32 mil (4,6%); e estobmago, com 21 mil (3,1%) novos casos (INCA, 2022).

Assim como em varias partes do mundo, no Brasil o tratamento de tal enfermidade ¢
realizado por meio do uso de cirurgia, radioterapia e quimioterapia (inclui-se tambeém
manipula¢do hormonal e transplante de medula 6ssea). Em estagios mais precoces do cancer,
cirurgia e radioterapia sdo apropriadas para o tratamento da doenca localizada, podendo haver
chance de cura. Em geral, tais modalidades sdo consideradas limitadas no que se diz respeito
ao cancer em estagios avancados. J& a quimioterapia, que atualmente vem se tornando uma das
principais alternativas no tratamento contra a doenga, pode curar alguns tipos de cancer e se
apresenta efetiva contra doencas disseminadas (leucemias, por exemplo), além de atenuar varias
outras enfermidades (INCA, 2023).

Uma gama de quimioterapicos antineoplasicos mais ativos € menos toxicos € utilizada
na pratica clinica, o que vem tornando possivel a cura de diversos tipos de cancer e limitando
de maneira consideravel a utilizacdo de outras formas de tratamento para tal doenca (INCA,

2023).
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1.2 COMPOSTOS DE COORDENACAO NO TRATAMENTO DO CANCER

O uso e a aplicacao de complexos metalicos na medicina tém conquistado grande espago
em pesquisas de fronteira, principalmente no que se diz respeito ao possivel uso destes como
novos medicamentos (FARRELL, 2015). Tais compostos tém se mostrado bastante
promissores no tratamento de variadas doengas, tais como artrite, doencas gastrointestinais,
virais, parasitarias e, principalmente, o cancer (FONTES; CESAR; BERALDO, 2005;
BARAN, 2014; NAVARRO et al., 2010; MACEDO et al., 2016; REDDY et al., 2017, SINGH
etal.,2017; TAPANELLI et al., 2017; TUNES et al., 2018, NAVARRO et al., 2021; CONDE
etal. 2022).

Nesse contexto, destaca-se a cisplatina (cis-diaminodicloroplatina(Il)) (Figura 2),
substancia que teve sua atividade anticancer descoberta ao acaso no final da década de 1960,
por Barnet Rosenberg. Em seus estudos sobre os efeitos do campo elétrico em uma cultura de
bactérias Escherichia coli, ele percebeu que a divisdo celular era inibida e, como as células nao
podiam se dividir, elas cresciam por meio da formagdo de longos filamentos. A partir dessa
constatacdo, teve-se inicio uma busca pelos possiveis causadores do fenomeno, o que culminou
na descoberta de que a platina do eletrodo, quando dissolvida no meio de cultura, reagia com
os sais de amodnio contidos nele, formando complexos desse metal. Partindo-se entdo do
pressuposto de que o sal (NH4)2[PtClg] era formado, este foi entdo sintetizado e avaliado frente
as bactérias Escherichia coli. Observou-se que com as solucdes recém preparadas, o fendmeno
ndo se repetia, porém, apds alguns dias e sendo expostas a luz, as solugdes apresentavam o
efeito visto inicialmente. Isso acontecia, como foi explicado mais tarde, uma vez que ocorria
uma reagdo fotoquimica, a qual resultava na troca na esfera de coordenagdo do ion CI pelo
NHs. Por conta disso, os complexos cis-[Pt(NH3)2Cl4] e trans-[Pt(NH3)2Cl4] foram sintetizados
e avaliados e notou-se que apenas o composto cis apresentou a mesma atividade observada
anteriormente (ROSENBERG; VANCAMP, 1970; FONTES; CESAR; BERALDO, 2005;
FONTES; SILVA, 2017).

Levando em consideragdo tais resultados, diversos complexos de platina foram
sintetizados e testados em camundongos portadores de um modelo de tumor usado em ensaios
biologicos, no caso, o sarcoma-180. De todos os compostos testados, aquele que se mostrou
mais ativo foi o cisdiaminodicloroplatina(II), responsavel pela regressao total do tumor em 36
dias, enquanto o isOmero frans ndo demonstrou nenhuma atividade (ROSENBERG;

VANCAMP, 1970; FONTES; CESAR; BERALDO, 2005; FONTES; SILVA, 2017).
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Dessa forma, em 1971, com base nos impressionantes resultados obtidos, a cisplatina
foi entdo submetida a testes clinicos, sendo utilizada inicialmente em pacientes terminais e
posteriormente para o tratamento de tumores localizados, principalmente os tumores de
testiculo e ovario. O carcinoma testicular, que era quase sempre letal, tornou-se curavel em
cerca de 80% dos casos com a utilizagdo do complexo cisplatina. Mais tarde, o
cisdiaminodicloroplatina(Il) se mostraria efetivo em véarios outros tipos de neoplasias, tais
como cancer de pulmdo, cabeca, esofago, estdbmago, linfomas, melanoma, osteossarcoma,
mama e cérvix, em associagdo com outras drogas, em varios esquemas terapéuticos (FONTES;
CESAR; BERALDO, 2005; FONTES; SILVA, 2017).

Frente a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina, iniciou-se uma busca pela
sintese de novos complexos metalicos, uma vez que a Quimica Medicinal se dedicava quase
somente ao estudo das propriedades antitumorais de compostos organicos e produtos naturais.
Dessa forma, diversos compostos derivados da platina(Il) foram sintetizados e sdo atualmente
utilizados na terapia anticancer, dentre eles: a carboplatina, oxaloplatina, nedaplatina,
lobaplatina e heptaplatina (Figura 2). Assim como a cisplatina, essas substdncias mesmo
apresentando-se bastante ativas nos mais variados tipos de cancer, se mostram bastante toxicas

ao paciente, apresentando diversos efeitos colaterais, tais como vomito, perda de cabelo,

fraqueza, entre outros (FONTES; CESAR; BERALDO, 2005; FARRELL, 2015; INCA, 2023).

Figura 2 - Cisplatina e alguns de seus derivados.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Além dos complexos metalicos derivados da cis-platina, destacam-se aqueles derivados

do ouro(I), do ruténio(Il) e de cobre(Il). Diversos trabalhos na literatura discorrem sobre a
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efetividade de tais compostos frente a células cancerigenas mostrando-se, assim,
quimioterapicos promissores na busca de novas alternativas para o tratamento de tal doenca
(HARTINGER et al., 2006; RUIZ-AZUARA; BRAVO-GOMEZ, 2010; NAVARRO et al.,
2013; LEIJEN et al., 2014; GARCIA et al.,2016; CHAVES et al., 2017; DE ALMEIDA et al.,
2017; REDDY et al., 2017; SVAHN et al., 2018; DELGADO; CONDE; SANTOS;
NAVARRO, 2020; QUERINO et al., 2023).

Dentre os diversos compostos metalicos de cobre(Il), ouro(I) e ruténio(I) que se
mostraram efetivos frente a células cancerigenas, destacam-se as casiopeinas, a auranofina, o
NAMI-A e 0 KP1019 (Figura 3). A Casiopeina I1I-ia estd em ensaio clinico de fase I no México
enquanto a auranofina, que ja ¢ utilizada ha muito tempo para o tratamento da artrite
reumatoide, teve suas propriedades anticancerigenas reportadas por Mirabelle e colaboradores
pela primeira vez em 1985. Atualmente, tal composto ja estd em testes clinicos fase II
(AGUILAR-JIMENEZ, et al. 2022; RODER; THOMSON, 2015; ALESSIO; MESSORI,
2019).

Figura 3 - Estrutura da casiopeina Ill-ia, auranofina, NAMI-A e KP1019.
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J& os complexos de ruténio (Figura 3) apresentaram potencial atividade antitumoral e
entraram em fase de testes clinicos avangados. O composto NAMI-A entrou em testes clinicos
fase Il e mostrou-se eficaz contra tumores s6lidos de metastase pulmonar, enquanto o KP1019

entrou em testes clinicos fase I e demonstrou promissora atividade frente a células de tumores
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colorretais (HARTINGER et al., 2006; NEVES; VARGAS, 2011; LEIJEN et al., 2015;
ALESSIO; MESSORI, 2019; LEE; KIM; NAM, 2020).

1.2.1 Complexos de Ag(I)

Encontrada em sua forma pura na natureza, a prata foi um dos primeiros metais a serem
descobertos ¢ manipulados pelos seres humanos. Acredita-se que esse metal tenha sido
descoberto antes mesmo do ouro e do cobre e sua utilizagdo remonta aos tempos antigos. Datam
de 5000 a. C., na India, os objetos mais antigos de prata, porém nos timulos de Ur, que
remontam a 3500 a. C., pegas desse metal também foram encontradas. Além disso, na propria
Biblia, no livro de Génesis, ha uma citacdo sobre um copo de prata que faz men¢do ao Antigo
Império Egipcio, em 3000 a. C. (SOUZA, et al., 2013).

A prata € utilizada ha varios anos na medicina, sendo encontrada em cateteres, implantes
cardiacos, em proteses Osseas, suturas e agulhas cirtrgicas, na odontologia ¢ em tecidos
cirargicos, dentre outros. J4 em relacdo as suas propriedades antimicrobianas e antifiingicas, os
complexos de prata sdo conhecidos ha séculos, uma vez que os primeiros manuscritos sobre a
utilizacdo desse metal e seus derivados descrevem seu emprego na medicina e na purificacao
da agua. Tais propriedades se devem aos ions Ag", ja que estes ions desempenham agdo
bactericida imediata e agdo bacteriostatica residual, por provocarem a precipitagdo de proteinas
e agirem diretamente na membrana citoplasmatica desses organismos. Como exemplo da
aplicabilidade destes compostos, podemos citar o uso do nitrato de prata(I) e da sulfadiazina de
prata(I) para o tratamento de diversas infecgdes (Figura 4) (LANSDOWN, 2006; BANTI,
HADIJIKAKOU, 2013; SOUZA, et al., 2013; NUNES et al., 2023).

Figura 4 - Estruturas moleculares do nitrato de prata(I) e da sulfadiazina de prata(I).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Atualmente, esse metal de transi¢cdo ¢ um dos mais utilizados na busca por novos

metalofarmacos, apresentando atividades biologicas bastante significativas (DOS SANTOS et
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al., 2021; DE SOUZA et al., 2023). Neste contexto, complexos de prata contendo ligantes
carbenos N-heterociclicos (NHC) tém sido amplamente estudados como agentes antitumorais

(ASIF et al., 2016; MEDICI et al., 2016; LIANG et al., 2018; MOHAMED et al., 2020).

1.2.2 Complexos de Au(l)

Assim como a prata, o ouro ¢ um dos metais de transi¢ao utilizados na sintese de
complexos metalicos, os quais geralmente possuem promissora atividade bioldgica,
principalmente contra o cancer.

Conhecido e apreciado pelos seres humanos ha mais de 5000 anos, o ouro ¢ utilizado na
confec¢do de moedas, joias, ornamentos € obras de arte. Posteriormente, por conta de suas
propriedades fisicas - tais quais maleabilidade e ductibilidade -, e por ndo ser toxico, esse metal
foi utilizado na odontologia, mais precisamente, em processos de restauragao dentaria (WANG
etal., 2012).

Esse metal teve sua primeira aplicacao terapéutica reportada na medicina oriental, por
volta de 2500 a.C. J4 o atual interesse nos compostos derivados do ouro surgiu em 1890, quando
o médico alemdo Robert Koch observou a inibi¢do do bacilo da tuberculose pelo sal cianeto de
ouro(I). Mais tarde, entre os anos de 1925-1935, foram utilizados derivados deste metal,
principalmente os sais de ouro(I) contendo tiolatos, para o tratamento dessa doenca, embora
nao houvesse evidéncias experimentais (tanto em 1890 quanto nessa década especifica), de que
eles fossem efetivos contra a tuberculose (DELGADO; CONDE; SANTOS; NAVARRO,
2020).

Em 1929, Jacques Foriester, um cientista francés, comecgou a investigar o efeito desses
compostos no tratamento da artrite reumatoide, porém somente na década de 1960 que ensaios
clinicos controlados comprovaram a sua eficacia. J4 em 1985, a auranofina (Figura 5), um
composto fosfinico de ouro(I), foi aprovado para o tratamento da artrite reumatoide
substituindo, assim, o tratamento clinico com tiolatos injetaveis desse metal. Porém em 1985,
Mirabelle e colaboradores reportaram a potente inibicdo no crescimento de células tumorais
que esse composto demonstrou quando testado em in vitro, apresentando atividade antitumoral
in vivo limitada em modelos tumorais de camundongos. Atualmente, esse composto ja se
encontra em testes clinicos fase II (RODER; THOMSON, 2015; DELGADO; CONDE;
SANTOS; NAVARRO, 2020; ABDALBARI; TELLERIA, 2021; TIALIOU et al., 2022).
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Figura 5 - Estrutura da auranofina.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Dessa forma, nas ultimas décadas, compostos de ouro(I) principalmente contendo
ligantes NHC em sua composi¢do se destacam no estudo de suas propriedades contra essa

doenca (GUARRA et al., 2020; IACOPETTA et al., 2021).
1.3 COMPOSTOS ORGANOMETALICOS

Dentro da Quimica Inorganica Medicinal, os compostos organometalicos vém ganhando
destaque no que se diz respeito a busca de novos farmacos que apresentem promissora atividade
biologica contra variadas doengas, tais como malaria, carcinomas, linfomas, inflamagdes,
diabetes e distarbios neurologicos (ANILANMERT, 2012). Mediante uma vasta gama de

compostos, destacam-se aqueles que possuem os chamados ligantes carbenos N-heterociclicos.
1.3.1 Carbenos

Por definicdo, carbenos, :CH, sdo espécies neutras que possuem apenas seis elétrons
em torno de seu a&tomo de carbono divalente: dois pares de elétrons que se encontram cada um
em uma ligacdo e os outros dois elétrons restantes sao elétrons ndo-ligantes. Tais compostos
existem, em geral, com geometria angular e o carbono carbénico adota uma hibridizagcdo que
pode variar de sp? a sp, na qual o orbital py (comumente chamado orbital px) permanece
inalterado, enquanto o orbital px (comumente chamado orbital c) recebe uma grande
estabilizacdo ao adquirir um carater s (PASTRE; CORREIA, 2008; SHRIVER; ATKINS,
2008).

Os carbenos, em geral, podem se apresentar em duas configuracdes eletronicas: (I) com
arranjo linear dos dois grupos ligados ao carbono e os dois elétrons restantes desemparelhados

em dois orbitais p ou (II) com os dois grupos em posi¢do angular e os dois elétrons restantes
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emparelhados e com um orbital p vazio (Figura 6) (PASTRE; CORREIA, 2008; SHRIVER;
ATKINS, 2008; NESTEROV et al., 2018).

Figura 6 - Tipos de Carbenos.
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Fonte: Adaptado de PASTRE; CORREIA (2008).

Os carbenos tripleto, como sdo chamados os carbenos que possuem um arranjo linear
dos grupos, sdo favorecidos por efeito estéreo quando ligantes muito volumosos estdo ligados
ao carbono carbénico. Eles recebem este nome uma vez que os dois elétrons estdo
desemparelhados, levando a S=1. J4 os carbenos angulares s3o chamados de carbenos singleto
e constituem a forma normal dos carbenos. Tais compostos recebem esse nome por conta do
emparelhamento dos elétrons, fazendo com que $=0. Em um carbeno singleto, o par de elétrons
no carbono carbénico estd apto para se ligar ao atomo metalico, o que resulta numa ligagao
ligante-metal. O orbital p vazio no 4tomo de C pode receber densidade eletronica do dtomo
metalico estabilizando, assim, o carbono deficiente de elétrons (PASTRE; CORREIA, 2008;
SHRIVER; ATKINS, 2008).

Carbenos ligados a atomos metalicos dessa forma sdo historicamente conhecidos como
carbenos de Fischer e sdo representados com uma ligagdo dupla metal-carbono (M=C). Como
esses carbenos sdo deficientes em elétrons no atomo de C, eles sdo facilmente atacados por
nucleofilos. Porém, quando a retrodoagdo para o 4&tomo de C ¢ muito forte, o carbeno pode vir
a tornar-se rico em elétrons, o que faz com que ele tenda a ser atacado por eletrofilos. Carbenos

desse tipo sao chamados de carbenos de Schrock (Figura 7) (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Figura 7 - Tipos de carbenos com base no tipo de ligagdo Metal-Carbono.
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Tais compostos sdo geralmente obtidos por meio da perda de moléculas estaveis e
pequenas, como Ny, por exemplo. Com base na estrutura de seus precursores € na sua utilizagao,
os carbenos podem ser preparados por meio de uma a-eliminacdo mediada por bases, por
decomposi¢cdo de compostos diazocarbonilicos catalisada por metais (tais como cobre ou
ro6dio), ou ainda por decomposicdo térmica ou fotolitica de diazocompostos (geralmente
derivados de tosilidrazonas). Além disso, por serem espécies bastante reativas, os carbenos
podem participar de uma série de reacgoes, dentre elas reagdes de migracao-1,2, dimerizagao,
adicao a ligagdes multiplas e, ainda, reagdes de inser¢do C-H, C-N (PASTRE; CORREIA,
2008).

1.3.2 Carbenos N-heterociclicos e seus complexos metalicos

Atualmente, vdarias pesquisas estdo sendo voltadas para uma classe especifica de
carbenos, os carbenos N-heterociclicos (NHC - N-heterocyclic carbenes). Diversos trabalhos
na literatura relatam a utilizagdo desses ligantes na sintese de compostos organometalicos.

Os primeiros estudos reportados sobre os compostos NHC tém sua origem na década de
1960, quando o Prof. Wanzlick, em seus estudos com mercurio (Hg?"), conseguiu isolar e
identificar esses ligantes na estrutura dos complexos metalicos que havia sintetizado
(WANZLICK; SCHONHERR, 1968). No mesmo ano, Olefe relatou em seu trabalho, de forma
independente, a sintese de um complexo metalico de cromo(0) contendo um ligante NHC.
Apesar de ndo conseguir isolar o carbeno, Wanzlick foi o primeiro a postular a teoria de que
nesses compostos, o carbono carbénico poderia ser estabilizado por meio do efeito de doacao
de elétrons dos nitrogénios adjacentes a ele. Somente em 1991, Arduengo e colaboradores
conseguiram isolar e caracterizar a primeira estrutura cristalina de um composto NHC, obtido
por meio da desprotonacao do cloreto de bis(1-adamantil)imidazol com hidreto de s6édio (NaH)
em tetraidrofurano (THF), na presenga de uma quantidade catalitica de dimetilsulfoxido
(DMSO), por meio de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e de '3C, espectrometria de
massas, infravermelho, analise elementar e difracdo de raios-X. Desde entdo, diversos NHC
tém sido sintetizados e a sua aplicacdo € vista em diversas areas da Quimica, principalmente
como ligantes em vdrias reagdes catalisadas por metais de transicio (ARDUENGO; HARLOW;
KLINE, 1991; PASTRE; CORREIA, 2008).

Nesse tipo de compostos, dois atomos de nitrogénio estdo adjacentes ao atomo do
carbono carbénico (Figura 8). Se levarmos em conta que o par de elétrons isolado do N se

encontra em um orbital p, percebemos que hé a estabilizacdo do carbeno por meio de uma forte
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interagdo  doadora partindo dos dois atomos de nitrogénio. Além disso, ha também uma grande
estabilizacdo do carbeno por estarem tanto o C carbénico quanto os dois atomos de nitrogénio
em um anel (geralmente, de cinco membros). Uma estabilizagcdo adicional pode ser dada pela
presenca de uma dupla ligagdo nesse anel de cinco membros, a qual fornece mais dois elétrons
a ele, os quais podem ser considerados parte de uma estrutura aroméatica em ressonancia de seis
elétrons. Geralmente, a ligagdo oriunda de um ligante NHC com um metal ¢
predominantemente considerada uma doagdo ¢ de dois elétrons do C, apresentando minima
retrodoacdo m do atomo metalico (SHRIVER; ATKINS, 2008). Ademais, a maioria desses
ligantes possui propriedades que os assemelham quimicamente as fosfinas, podem ter sua
estrutura facilmente modificada e sdo excelentes o-doadores (ZOU et al., 2018; PORCHIA et
al., 2018).

Figura 8 - Exemplos de compostos NHC.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Além de sua aplicagcdo em catalise, estudos biologicos presentes na literatura destacam
o uso dos NHC ligados a diversos metais de transicdo, como promissores agentes
antineoplasicos (Figura 9), tais como platina(Il e IV) (BOUCHE et al., 2016; EGLY et al.,
2018; KARACA et al., 2019; THAM et al., 2020; WAN et al., 2021), paladio(II) (CHOO et
al., 2018; HETTMANCZYK et al., 2018; SCATTOLIN et al., 2018; TENG et al. 2022),
prata(l) (HACKENBERG et al., 2013; ASIF et al., 2016; ACHAR et al., 2018; MOHAMED
et al., 2020), ruténio(Il) (CHEN, et al., 2017; SLIMANI et al., 2020; NASR et al., 2023),
rodio(1IT) (QUEZADA, et al., 2004; DAUBIT et al. 2021) e ouro(I) (KARACA et al., 2017;
ZANG et al., 2018; GUARRA et al. 2020; IACOPETTA et al. 2021).
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Figura 9 - Exemplos de complexos metéalicos com ligantes NHC.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Dentre todos os complexos oriundos dos metais de transi¢do acima citados, destacam-
se os compostos derivados de ouro(I). O grande interesse por essa classe de compostos se deu
apos a publicacdo dos trabalhos do grupo de pesquisa de Berners-Price, no ano de 2004, sobre
a capacidade de complexos de ouro(I)-NHC lipofilicos, cationicos e dinucleares induzirem a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial, que estd associada com a inibi¢do seletiva da
enzima tiorredoxina redutase (TRxR) em organelas isoladas de figado de rato (BARNARD et
al., 2004). De acordo com Zang e colaboradores, somam 60 (sessenta) o nimero de artigos
publicados desde 2012 sobre as atividades anticancer in vitro de complexos de ouro(I) com

ligantes NHC e este nimero s6 tende a crescer (ZANG et al., 2018; TIALIOU et al., 2022).

1.4 COMPOSTOS IMIDAZOLICOS E SUA APLICACAO NA MEDICINA

Descobertos no final dos anos 60 e conhecidos como a primeira geragao de inibidores
da biossintese do ergosterol, os azdis sao farmacos com amplo espectro de acao utilizados para
o tratamento de vérias infec¢des fungicas. Tais compostos apresentam um anel imidazdlico
livre unido por meio de ligagdes C-N a outros anéis aromaticos, sendo que a natureza desses
anéis pode modificar desde a toxicidade até o efeito terap€utico e as propriedades fisico-
quimicas desses compostos. Os azodis podem ser divididos com base no nimero de nitrogénios
que o anel imidazoélico possui. Dessa forma, sdo classificados como imidazo6is (miconazol) e

triazois (fluconazol, itraconazol, voriconazol) (Figura 10) (CATALAN; MONTEJO, 2006).
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Figura 10 - Exemplos de azois.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Dentre os principais componentes dessa classe de farmacos, destacam-se o clotrimazol
(CTZ) e o cetoconazol (KTZ) (Figura 11). O primeiro, além de possuir propriedades
antimicoéticas, mostra-se eficiente contra varias doencas, tais como a doenca falciforme, a

malaria e alguns tipos de cancer (CROWLEY; GALLAGHER, 2014).

Figura 11 - Estruturas do clotrimazol (CTZ) e do cetoconazol (KTZ).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Viarios trabalhos encontrados na literatura também destacam a utilizacdo destes
compostos ligados a metais de transicao, como platina(Il), ruténio(II e III), ouro(I), cobre(Il) e
paladio(IT) e sua atividade bioldgica frente a doengas parasitarias e alguns tipos de cancer

(NAVARRO et al., 2000; NAVARRO et al., 2001; NAVARRO et al., 2004; NAVARRO et
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al., 2006; NAVARRO et al., 2009; NAVARRO et al., 2009; ROBLES-ESCAJEDA et al.,
2013; COLINA-VEGAS et al., 2016; COLINA-VEGAS et al., 2018; AZEVEDO-FRANCA et
al. 2021; AZEVEDO-FRANCA et al. 2024).

1.5 PRINCIPAIS BIOMOLECULAS NO ESTUDO DE METALOFARMACOS

1.5.1 DNA: um importante alvo em células tumorais

O é4cido desoxirribonucleico (DNA) é uma macromolécula em forma de dupla hélice,
composta por blocos repetitivos que sdo formados por uma base nitrogenada, um grupo fosfato

e uma molécula de 2’-desoxi-D-ribose (Figura 12).

Figura 12 - Estrutura da biomacromolécula de DNA.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Essa biomolécula ¢ considerada um alvo farmacoldgico de grande interesse em diversos
estudos clinicos, uma vez que sua estrutura apresenta grandes possibilidades de interagcdes com
diferentes tipos de substincias, dentre elas, diversos complexos metalicos. Essas interacdes
podem ser classificadas como reversiveis e irreversiveis. No primeiro caso, elas podem se dar
de forma nao-covalente, por meio de interagdes eletrostaticas entre o complexo e os grupos

fosfato do DNA, pela intercalacdo do tipo m-m entre as bases nitrogenadas por moléculas
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aromaticas planas, ligagdes de hidrogénio e por ligacdo nos sulcos maiores ou menores do
DNA. Jano segundo caso, ocorrem através de interagdes hidrofobicas de forma covalente, pela
ligacdo do metal as bases nitrogenadas ou ao grupo fosfato, como no caso da cisplatina, que
apos perder seus cloretos durante hidrélise no meio intracelular, se liga diretamente ao DNA
através do ion metélico de platina(Il) (Figura 13). Tais adutos complexo-DNA formados por
meio dessas interagdes podem desencadear apoptose e necrose celular uma vez que possuem a
habilidade de distorcer significativamente a estrutura helicoidal dessa biomolécula,
interferindo, assim, no reconhecimento do DNA por componentes celulares, resultando na

inibi¢do da replicacdo e transcricdo. (BARRA; NETTO, 2015; KELLETT et al., 2019).

Figura 13 - Representacdo esquematica dos tipos de interagcdes complexos-DNA.

Covalente Eletrostatica Intercalagiio Interacao
pelos sulcos

Fonte: Adaptado de TUITE, LINCOLN, NORDEN, 1997; HARRIS, et al., 2005;
VAIDYANATHAN, NAIR, 2005; QIU, GILROY, MANNERS, 2013.

Buscando-se analisar qual o tipo de interagdes entre os complexos metélicos e 0 DNA
sdo empregadas diversas técnicas espectroscOpicas e analiticas, tais como titulagdes
espectrofotométricas, como UV-vis e fluorescéncia, medidas de viscosidade e ensaios de

mobilidade eletroforética com DNA (BARRA; NETTO, 2015).
1.5.2 Interacées com a BSA
A albumina sérica ¢ a proteina mais abundante encontrada no sistema circulatorio de

diversos organismos e apresenta um importante papel no que se diz respeito ao transporte e a

deposicao de diversas drogas (KANDAGAL et al., 2006).
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Sabe-se que as interagdes droga-proteina influenciam muito nas propriedades de
absorg¢ao, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao dos medicamentos. Dessa forma, compreender
as caracteristicas das interagdes medicamentosas com essa proteina pode fornecer informagdes
importantissimas sobre o desenho de novas drogas. Neste contexto, a albumina sérica bovina
(BSA) (Figura 14), que ¢ estruturalmente homologa a albumina sérica humana (HSA), ¢
geralmente empregada como proteina modelo, por conta de sua disponibilidade e de seu baixo

custo (WANG et al., 2008).

Figura 14 - Monomero BSA.

Fonte: BUJACZ (2012).

As albuminas séricas sdao proteinas soluveis presentes no plasma em concentragdes
notaveis de 30 g/L a 50 g/L e sdo responsaveis por cerca de 60% do contetido total de proteinas
plasmaticas. As albuminas atuam como meio de armazenamento, transporte, metabolismo e
excrecdo de uma variedade de substincias enddgenas e exdgenas no organismo, ligando-se
reversivelmente a moléculas como hormdnios ou medicamentos. A afinidade de ligagdo de
qualquer molécula a albumina pode afetar significativamente as suas propriedades
farmacocinéticas, isto €, absor¢ao, distribuicdo, metabolismo ¢ excre¢ao do farmaco. Além
disso, a afinidade de ligagdo também impacta a biodisponibilidade. Essas afinidades podem
variar muito, de 10 2a 10 7 M !, devido a existéncia de vérios sitios de ligagdo dentro da
biomolécula com diferentes especificidades, sendo os chamados sitios I e IT os mais importantes
(COLMENAREJO, ALVAEZ-PEDRAGLIO, LAVANDERA, 2001; DULFOR, DANGLES,
2005).

Estruturalmente, as albuminas séricas consistem em uma sequéncia bem conhecida de
cadeia de aminodcidos com trés dominios de hélice o homologos (I-11I) que sdo extensivamente

reticulados por pontes dissulfeto. Entre as albuminas séricas, as versdoes humana (HSA) e
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bovina (BSA) sdo extensivamente estudadas devido ao seu significado farmacologico. Elas
compartilham 80% de homologia de sequéncia e um padrao repetitivo de ligacdes dissulfeto.
BSA contém 582 aminoacidos, que incluem 35 cisteinas envolvidas em 17 ligag¢des dissulfeto
e dois triptofano (Trp). A fluorescéncia intrinseca das albuminas (em torno de 340 nm) quando
excitadas em 280 nm ¢€ principalmente devida ao Trp aromético e com contribui¢des da tirosina
(Tyr) e fenilalanina (Phe). A fluorescéncia desses locais ¢ sensivel até mesmo as menores
variacoes em seus arredores, como em transi¢des conformacionais, ligacdo biomolecular e
mudangas na polaridade, o que torna a espectroscopia de fluorescéncia uma ferramenta eficaz
no monitoramento de interagdes moleculares dentro dos locais de ligagdo a albumina (YU et
al., 2022).

Diversos experimentos podem revelar a ligacdo de medicamentos a albumina,
principalmente os métodos espectrais, que sao capazes de detectar essa proteina em baixas
concentragdes. Uma dessas técnicas ¢ a extingdo de fluorescéncia que, devido a sua alta
sensibilidade, reprodutibilidade e uso relativamente faceis, ¢ frequentemente utilizada para

monitorar as interagdes moleculares (WANG ef al., 2008).

1.5.3 O papel da Glutationa no Cancer

A glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) (Figura 15) é o principal e mais
abundante tiol, de baixa massa molecular, ndo proteico no organismo de mamiferos. Sendo um
importante antioxidante intracelular, essa biomolécula atua na regulacdo do estado redox
celular, protegendo as células dos danos causados por perdxidos lipidicos, espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio e xenobiodticos. Nas células, a glutationa se encontra em sua forma livre
reduzida (GSH), sendo sua concentragdo aproximada em 2 mM nos eritrocitos humanos e em
mais de 10 mM nos hepatocitos. Podemos observar, nesse tripeptideo, a ligacao y-peptidica, a
presenca da por¢ao y-glutamil e do grupo a-carboxilato livre, os quais sdo responsaveis por
evitar a hidrdlise do substrato GSH pelas proteases, que sdo enzimas responsaveis pela
degradacdo dela em peptideos menores (KENNEDY et al., 2020; HUBER; ALMEIDA;
FATIMA, 2008).
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Figura 15 - Estrutura da glutationa.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Estudos recentes destacaram a importancia da GSH nas principais reagdes de transducao
de sinal, como controlador da diferenciagdo, proliferacdo, apoptose, ferroptose e da funcao
imunoldgica celular. Distirbios na homeostase e alteragdes moleculares no sistema
antioxidante da GSH tém sido implicados na iniciag@o, progressao e resposta ao tratamento do
tumor. Embora nas células saudaveis esse tripeptideo seja crucial para a remogdo e
desintoxica¢ao de carcindgenos, niveis elevados de GSH nas células tumorais estdo associados
a progressao do tumor e ao aumento da resisténcia aos quimioterapicos. Como um tripeptidio
de acido glutdmico, a GSH representa um dos tampdes tiol mais abundantes e importantes na
célula. Tanto a GSH quanto seu dissulfeto, a glutationa oxidada (GSSG), contribuem para o
potencial redox da célula e, assim, para a homeostase redox da célula. A propor¢cdo GSH/GSSG
¢ mantida em equilibrio por meio de reagdes de oxidacao/redugdo envolvendo GSH peroxidase
e GSH redutase. Alteracdes induzidas por espécies reativas de oxigénio e/ou espécies reativas
de nitrogénio que diminuem o GSH levam a morte celular por apoptose ou necrose (Figura 16)
(KREZEL, BAL, 1999; HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008; XIONG et al., 2011;
DELGADO; CONDE; SANTOS, H; NAVARRO, 2020; KENNEDY et al., 2020).
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Figura 16 - Esquema da glutationa como tampao redox bioldgico.
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Fonte: XIONG et al. (2011).

Neste contexto, destacam-se os complexos de ouro uma vez que tais compostos
apresentam uma elevada propensao as enzimas, especialmente aquelas que contém cisteina ou
grupos tiois, tais como a tioredoxina redutase (TrxR) e a glutationa reduzida (GSH). Essa
caracteristica ¢ atribuida a forte afinidade de ligagdao dos ions de ouro com tidis, o que esta em
concordancia com a teoria de acidos e bases de Pearson. Varias novas terapias foram
desenvolvidas para atingir o sistema antioxidante GSH em tumores como uma forma de
aumentar a resposta e diminuir a resisténcia aos medicamentos (KREZEL, BAL, 1999;

DELGADO; CONDE; SANTOS, H; NAVARRO, 2020; KENNEDY et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo a sintese e a caracterizagao de complexos de

Ag(I) e Au(I) com ligantes NHCs derivados do clotrimazol (CTZ) e do cetoconazol (KTZ) e

dos respectivos compostos de coordenacdo de Ag(l) e Au(l) derivados destes imidazois, o

estudo de suas interagdes com diferentes biomoléculas e a avaliagdo biologica destes como

antineoplasicos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Sintetizar os ligantes NHCs derivados do clotrimazol (CTZ) e do cetoconazol (KTZ) e
caracterizd-los por meio de espectroscopia na regido do infravermelho (IV),
condutimetria, analise elementar, ressonancia magnética nuclear (RMN), andlise
elementar;

Sintetizar complexos de Ag(I) e Au(l) utilizando como ligantes os derivados NHC, o
CTZ e o KTZ e caracterizar os complexos obtidos utilizando espectroscopia no
infravermelho (IV), espectroscopia no UV-vis., condutimetria, analise elementar e
ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massa;

Avaliar a atividade antitumoral in vitro de todos os compostos obtidos em colaboragao
com pesquisadores da area e, por meio dos resultados obtidos, deduzir se o tipo de
coordenacdo dos antifingicos azélicos pode influenciar na atividade biologica deles.
Investigar o mecanismo de acdo dos compostos, explorando possiveis interagdes com o
DNA, através dos experimentos de titulagdo espectrofotométrica, viscosidade e
eletroforese (somente para os compostos de Ag(I));

Investigar o mecanismo de acdo dos complexos de Ag(I) com a BSA, por meio do
experimento de titulagdo espectrofotométrica de extingao de fluorescéncia;

Examinar a estabilidade dos complexos de Au(I) com a GHS, através do experimento
de titulagdo espectrofotométrica, a fim de se observar se ha algum tipo de interagdo entre

eles e esse tripeptideo.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

Nessa secdo serdo descritas as condigdes, os reagentes € os solventes utilizados nas
sinteses dos ligantes e dos complexos metalicos, além de toda a instrumentagao empregada na

caracterizacdo e nos estudos bioldgicos desses compostos.

3.1 ATMOSFERA INERTE

As sinteses dos complexos metalicos de prata e ouro(I) foram realizadas sob atmosfera
de nitrogénio, por meio de técnicas padrdo da linha de Schlenk, enquanto os ligantes foram

sintetizados em atmosfera normal.

3.2 SOLVENTES E REAGENTES

Somente os solventes utilizados na sintese dos compostos, no caso, diclorometano,
acetonitrila e metanol, foram previamente purificados por destilagdo, utilizando os agentes
dessecantes apropriados para cada caso (WILLIAMS; LAWTON, 2010). Ja para os
experimentos de RMN foram utilizados cloroférmio (CDCI3) e dimetilsulfoxido (DMSO-d6)
deuterados.

Os reagentes clotrimazol, iodometano, 6xido de prata(I) e nitrato de prata(I) utilizados
sdo da marca Sigma-Aldrich, enquanto o cetoconazol foi fornecido pela Farmacia Caléndula.
O sal de ouro (tetracloroaurato(IIl) de potassio) e o tetrahidrotiofeno utilizados na sintese do
cloro(tetrahidrotiofeno)ouro(I) sdo das marcas Aldrich e Alfa Aesar, respectivamente. Todos

os reagentes foram utilizados sem purificagdo prévia.

3.3 INSTRUMENTACAO

Em alguns experimentos foram utilizados diferentes equipamentos para a realizacdo das
analises, uma vez que os aparelhos disponiveis na institui¢do se encontravam em manutencao

ou entdo os métodos de analise utilizados nao apresentavam resultados satisfatorios.
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3.3.1 Analise Elementar

A determinacao dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) dos ligantes NHC
e dos complexos 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.

Ja os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio nos complexos de Au(l) foram
determinados no aparelho PE 2400 CHN Elemental Analyzer no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG, sendo utilizado gés oxigénio para a combustao

e gas nitrogénio para o arraste dos gases gerados na combustio das amostras.

3.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C dos ligantes e dos complexos
de prata(I) foram obtidos em um espectrometro Bruker Avance III HD 500, sendo os compostos
solubilizados em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6), enquanto os espectros de
ressonancia magnética nuclear dos compostos de ouro(I) foram adquiridos no espectrometro
Bruker DRX400 com frequéncia de 400 MHz no Laboratorio de Ressonancia Magnética de
Alta Resolugdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG, utilizando-se DMSO-

d6 ou CDCl; como solventes.

3.3.3 Espectroscopia de absorcio na regiao do Infravermelho (IV)

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

! com 128 varreduras.
3.3.4 Espectroscopia de absorcao na regido do UV-visivel (UV-vis.)
Ja para a obtencao dos espectros de absor¢ao nas regioes do ultravioleta e visivel, foram

utilizados um espectrofotdometro Shimadzu UV-1800 com largura de banda espectral de 1 nm,

cubetas de quartzo com caminho optico de 1cm e regido de varredura 1100-200 nm.
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3.3.5 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissao dos compostos foram obtidos em um espectrofluorimetro
Varian Cary Eclipse no Departamento de Quimica da UFMG. As analises foram realizadas em
cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho Optico, Aexcitagio = 269 nm e fendas de excitagdo e

emissdo de 10 nm.

3.3.6 Espectrometria de massas

Os espectros de massas de alta resolucao dos ligantes NHC e dos complexos de prata(I)
foram obtidos tanto pela Dra. Sandra Scapin no Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao
e Qualidade Industrial (INMETRO), onde trabalhou-se com o método de inje¢do direta no
espectrometro Synapt G1 (Waters, UK) e os espectros foram adquiridos na faixa de 50-2000
m/z, quanto pela mestra Olivia Brito de Oliveira Moreira, do Grupo de Quimica Analitica e
Quimiometria, chefiado pelo Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira (UFJF). Cerca de 2,0
mg de cada amostra foram solubilizados em DMSO seguido de dilui¢do em metanol HPLC/MS
(1:5, v/v). Os experimentos foram realizados em um sistema 6530 Accurate-Mass Q-TOF
equipado com fonte Dual AJS ESI e um instrumento de cromatografia liquida de alto
desempenho 1260 Infinity II como sistema de inje¢do, ambos da Agilent Technologies (Palo
Alto, CA, EUA). 10,0 pL de cada amostra foram injetados diretamente através do sistema
HPLC usando uma fase mével composta por metanol e acido formico (99,5:0,5% v/v) a uma
vazao de 0,4 mL/min. Os dados foram coletados no modo ESI positivo operado em varredura
completa de m/z 100 — 3200 a uma taxa de varredura de 1 espectro/seg. A voltagem capilar foi
ajustada em 3,5 kV e a voltagem do fragmentador foi ajustada em 20 V. A pressdo do
nebulizador foi mantida em 35 psi, gas de secagem a 150°C com vazdo de 7 L/min e gas de
bainha a 125°C com taxa de fluxo 7 L/min.

Os espectros de massas de alta resolu¢do dos complexos de ouro(I) foram adquiridos
pela Profa. Dra. Cecilia Maria Alves de Oliveira e sua equipe, no Centro Regional para o
Desenvolvimento Tecnologico e Inovacao (CRTI - UFG). As amostras foram preparadas na
concentracdo de Img/mL em metanol e em seguida diluidas a uma concentracao de 70 ppm em
metanol. Os espectros de massas de alta resolucdo foram adquiridos por infusdo direta das
amostras, utilizando-se um espectrometro de massas Q-Exactive (ThermoScientific), com fonte
H-ESI, operando em modo positivo e negativo nas seguintes condi¢des: full scan m/z 500 - 800

(variando dentro desta faixa conforme a m/z de interesse para cada amostra), resolugao 140.000,
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spray voltage 2,0 e 5,0 kV, fluxo de 20 pL/min, gas de bainha 10, gés auxiliar 0, temperatura
do capilar 300 °C, temperatura do gas auxiliar 37 °C, s-lens 50 e 80.

3.3.7 Difracao de raios X (DRX)

Os monocristais foram difratados no Laboratério LabCri - Laboratério de Cristalografia
da UFMG, pelo Prof. Dr. Willian Xerxes Coelho Oliveira. Foi utilizado um difratdmetro
Rigaku-Diffraction Synergy utilizando comprimento Ka do cobre (1,5418 A). A amostra foi
montada em suporte de poliamida que ndo apresenta padrio de difragcdo. A integracdo dos
dados, bem como a corre¢do de absor¢ao foram feitas pelo software CRYSALIS. A integragao
dos dados, bem como a corre¢do de absor¢ao foram feitas pelo software CRYSALIS. Os
parametros de rede foram obtidos pelo melhor ajuste possivel das reflexdes. O grupo espacial
foi encontrado utilizando o programa XPREP e as estruturas resolvidas pelo software
SUPERFLIP. As posig¢des de todos os a&tomos foram obtidas por analises de mapas de Diferenca
de Fourier, com refinamento feito através do programa SHELXL-2016 usando rotina de
minimos quadrados. Os atomos de hidrogénio foram incluidos de forma rigida com distancias
C-H=0,97 A e Uiso(H) = 1,2 Ueq(C) para arométicos € Uiso(H) = 1,2 Ueq(C) para as metilas. A
desordem dos anéis aromaticos foi tratada como uma desordem posicional/orientacional, em
que um dos anéis possui duas posi¢des possiveis com giro da ligagio C(aromatico)-C(sp?) ou

duas posicdes devido a vibragdo desta mesma ligagdo.

3.3.8 Condutimetria

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

concentracdio das amostras foi da ordem de 10~ mol. L.
3.4 SINTESES E CARACTERIZACOES DOS COMPOSTOS
Ao longo deste topico serdo apresentados os procedimentos experimentais utilizados

para a obtencdo dos compostos € os dados referentes as diferentes técnicas de caracterizagao

realizadas.
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3.4.1 Ligantes

3.4.1.1S8intese do ligante iodeto de I-[(2-Clorofenil)(difenil)metil]-3-metil-imidazol hidratado
(L1

A sintese dos ligantes se deu de acordo com metodologia ja descrita na literatura por
Stroppa e colaboradores (2019) para compostos imidazoélicos similares. A uma solucao
contendo clotrimazol (CTZ) (2,90 mmol; 1g) em 100 mL de acetonitrila destilada foram
adicionados 360 pL. de iodometano (5,80 mmol). O sistema foi deixado sob agitagdo, a
temperatura ambiente. Observou-se que, com aproximadamente 7h de reacdo, a solucdo tornou-
se amarelada. Apos 48h, o solvente da mistura reacional foi evaporado. Observou-se, durante a
evaporagdo do solvente, a formagdo de um s6lido amarelo nas paredes do baldo, o qual foi seco
a vacuo. Solido amarelo cristalino, 1,21g. Rendimento: 85%. Condutividade molar (DMSO,
Sem?mol™l): am= 25,99. Anélise Elementar (%) para C23H22CIIN,O: exp. (calc.) C 54,68
(54,77); H 3,96 (4,31); N 5,55 (5,90). IV (cm™): v(C=N) 1572; v(C=C) 1443. RMN 'H (500
MHz, DMSO-4) 6 ppm (multiplicidade, integral, atribui¢cdo): 9,08 (s, 1H, H»), 7,87 - 7,84 (t,
1H, Hs), 7,61 (dd, 1H, Ho, J = 7.9, 1,5 Hz,), 7,57 (td, 1H, Hs, J = 7,6, 1,5 Hz,), 7,51 — 7,43 (m,

yyyyyyy
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(CHs). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [CTZ(CHs)]" = 359,1314 (359,1310).

3.4.1.2 Sintese do ligante iodeto de 1-[4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-2-(imidazol-1-metil)-1,3-
dioxolan-4-il|metoxi]fenil|piperazin-1-il]etanona dihidratado (L2)

A uma solugdo contendo cetoconazol (KTZ) (1,88 mmol; 1g) em 100 mL de acetonitrila
destilada foram adicionados 234 pL de iodometano (3,77 mmol). O sistema foi deixado sob
agitacdo, a temperatura ambiente. Observou-se que, com aproximadamente 24h de reacdo, a
solucdo tornou-se levemente bege. Apos 48h, o solvente da mistura reacional foi evaporado.
Observou-se, durante a evaporacao do solvente, a formacao de um so6lido bege nas paredes do
baldo, o qual foi seco a vécuo. Solido bege cristalino, 1,13 g. Rendimento: 89,5%.
Condutividade molar (DMSO, Scm’mol™): av= 19,42. Analise Elementar (%) para
C27H35CLIN4Og: exp. (cale.) C 45,71 (45,68); H 4,97 (3,85); N 7,90 (8,30). IR (cm™): v(C=0)
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1621; v(C=N) 1584; v(C=C) 1508. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): 6 ppm (multiplicidade,
integral, atribui¢do): 9,13 (s, 1H, H»), 7,75 (dd, 1H, J = 5,2, 2,1 Hz, Hn1), 7,69 (s, 1H, Hs), 7,68
-7,63 (m, 2H, Hs), 7,56 (dt, 1H, J=8,5, 2,8 Hz, H4), 6,86 (dd, 4H, J=74,6, 9,1 Hz, H21222324),
4,84 - 4,75 (m, 1H, He), 4,40 - 4,36 (m, 1H, Hie), 3,93 - 3,76 (m, 2H, His.15), 3,71(s, 3H, CHz),
3,58 - 3,50 (m, 4H, His,182731), 2,99 (dt, J = 33,8, 5,0 Hz, 2H, H2g330), 2,05 (d, J= 15,3 Hz, 3H,
Hs3). RMN !3C (125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm (atribuigdo): 168,78 (C2), 168,20 (C32), 158,56
(C4), 152,01 (Cao), 145,62 (Cas), 138,11 - 122,77 (Cs,7.89.10,11,12), 117,90 - 115,10 (Ca1222324),
106,51 (C13), 74,56 -66,23 (Ci5,16,18), 51,94 — 45,36 (Cs.28,293031), 35,66 (CH3), 21,02 (C33). ESI-
MS (m/z) exp. (calc.): [KTZ(CH3)]" = 545,1726 ( 545,1693).

3.4.2 Complexos de Ag(I)

3.4.2.1 [Ag(L1)(1)].H:0 (1)

Em um baldo de trés bocas contendo L1 (1,03 mmol; 0,5 g) e Ag>O (1,03 mmol; 0,24
g) foram adicionados 25 mL de diclorometano destilado. O sistema foi deixado sob agitacdo, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos alguns minutos de reagdo, observou-se que a
formagao de um soélido cinza escuro nas paredes do baldo e o sobrenadante tornou-se levemente
esbranquicado. Apds 4h, a mistura reacional foi filtrada com celite. O sobrenadante foi
evaporado e observou-se a formagao de um solido bege nas paredes do baldo, o qual foi seco a
vécuo. Solido bege: 0,41g. Rendimento: 66,5%. Condutividade molar (DMSO, Secm’mol™):
Am= 8,45. Analise Elementar (%) para C23H21AgCIlIN2O: exp. (calc.) C 45,16 (45,38); H 3,46
(2,81); N 4,58 (4,29). IV (cm™): v(C=N) 1568; v(C=C) 1444. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds):
o ppm (multiplicidade, integral, atribuicdo): 7,53 (s, 1H, Hs), 7,38 - 6,92 (m, 16H, Haromaticos),
3,34 (s, 3H, CH3). RMN *C (125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm (atribui¢do): 140,58 (Cz), 139,58

aaaaaaaaaaaaaaa

54,91 (CHz). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [CTZ(CH3)]" = 359,1315 (359,1310).

3.4.2.2 [Ag(L1)2JL.4CHCl> (2)

Em um balao de trés bocas contendo L1 (0,46 mmol; 0,22 g) e Ag>0 (0,23 mmol; 0,05
g) foram adicionados 25 mL de diclorometano destilado. O sistema foi deixado sob agitagdo, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apods alguns minutos de reagdo, observou-se que a

formacao de um solido cinza escuro nas paredes do baldo e o sobrenadante tornou-se levemente
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esbranquicado. Apo6s 4h, a mistura reacional foi filtrada com celite. O sobrenadante foi
evaporada e observou-se a formacao de um sélido bege nas paredes do baldo, o qual foi seco a
vacuo. Solido bege: 0,11g. Rendimento: 49%. Condutividade molar (DMSO, Scm’mol™!): Am=
14,60. Analise Elementar (%) para CsoHssAgClioIN4: exp. (calc.) C 46,47 (46,86); H 3,59
(3,11); N 4,33 (4,61). IV (cm™): v(C=N) 1584; v(C=C) 1444. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds):
o ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do): 7,53 (s, 1H, Hs), 7,47 - 6,91 (m, 16H, Haromaticos),
3,30 (s, 3H, CH3). RMN *C (125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm (atribuigdo): 140,59 (Cz), 139,59
54,91 (CH3). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [M-I]" = 825,1513 (825,1681), [CTZ(CH3)]" =
359,1312 (359,1310).

3.4.2.3 [Ag(CTZ);]NO; (3)

A uma solug¢do contendo CTZ (0,36 mmol; 0,13 g) em 10 mL de metanol foram
adicionados 10 mL de uma soluc¢do etandlica de AgNO; (0,18 mmol; 0,03 g). O sistema foi
deixado sob agitacdo, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos 24h, a mistura reacional
foi filtrada com celite. O sobrenadante foi evaporado e o s6lido obtido foi lavado com éter
dietilico e seco a vacuo. Soélido branco: 0, 11g. Rendimento: 71,5%. Condutividade molar
(DMSO, Scm’mol™): Ay= 32,51. Andlise elementar (%) para C44H34AgCIoNsOs: exp. (calc.)
C 62,12 (61,48); H 3,77 (3,99); N 8,13 (8,15). IV (cm™): v(C=N) 1584; v(C=C) 1444, v(NO3)
1334. RMN 'H (500 MHz, DMSO-dj): 6 ppm (multiplicidade, integral, atribui¢io): 7,88 (s, 1H,
H>), 7,59 - 7,44 (m, 9H, H78,9,10,12,14,15,17,19), 7,20 (s, 1H, Hs), 7,09 (d, J = 7,9 Hz, 4H, Hi1,13,16,18),
6,96 (d, J=8,0 Hz, 2H, Ha6). RMN *C (125 MHz, DMSO-ds): § ppm (multiplicidade, integral,
atribuicao): 140,58 (C2), 139,80 - 134,53 (C2021,22,23), 134,53 - 128,38 (Cs,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,
18,19), 127,70 (C4), 122,21 (Cs), 75,31 (C24). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [M-NOs3]" = 797,0739
(797,1208), [CTZ-imidazol]" = 277,0536 (277,24).

3.4.2.4 [Ag(L2)D)] (4)

Em um baldo de trés bocas contendo L2 (0,74 mmol; 0,5 g) e Ag>0O (0,74 mmol; 0,17
g) foram adicionados 25 mL de diclorometano destilado. O sistema foi deixado sob agitacdo, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apods alguns minutos de reagdo, observou-se que a
formagao de um solido cinza escuro nas paredes do baldo e o sobrenadante tornou-se levemente

esbranquicado. Apds 4h, a mistura reacional foi filtrada com celite. O sobrenadante foi
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evaporado e observou-se a formagao de um solido bege nas paredes do baldo, o qual foi seco a
vacuo. Solido bege: 0,36 g. Rendimento: 63%. Condutividade molar (DMSO, Scm’mol™!): Am=
10,22. Andlise Elementar (%) para C27H30AgCl2IN4O4: exp. (calc.) C 41,56 (41,84); H 3,87
(3,92); N 7,18 (7,65). IV (ecm™): v(C=0) 1621; v(C=N) 1584; v(C=C) 1508. RMN 'H (500
MHz, DMSO-ds): 6 ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do): 7,57 - 7,34 (m, SH, H4589.11),
6,91 - 6,75 (dd, 4H, J=72.9, 8.8 Hz, H212223.24), 4,66 (s, 1 H, He), 4,37 (s, 1H, His), 3,84 - 3,64
(m, 2H, His1g), 3,62 (s, 3H, CH3), 3,55 - 3,45 (m, 4H, His,182731), 2,99 (dt, J = 33,8, 5,0 Hz,
2H, Has30), 2,03 (s, 3H, Hs3). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm (atribuigdo): 168,21
(C32), 152,10 (Cao), 145,51 (Czs), 134,97 - 122,14 (Coa5789,1011,12), 117,92 - 114,86
(C21.222324), 107,60 (Ci3), 74,60 -66,46 (Cis,6,18), 54,40 - 45,62 (Ce28293031), 37,86 (CH3),
21,22 (C33). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [KTZ(CH3)+2H]" = 547,1091 (547,1879).

3.4.2.5 [Ag(L2)2]1.2CH:Cl> (5)

Em um baldo de trés bocas contendo L2 (0,44 mmol; 0,3 g) e Ag>0O (0,22 mmol; 0,052
mg) foram adicionados 25 mL de diclorometano destilado e o sistema foi deixado sob agitacao,
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos alguns minutos de reacao, observou-se que a
formagao de um soélido cinza escuro nas paredes do baldo e o sobrenadante tornou-se levemente
esbranquicado. Apds 4h, a mistura reacional foi filtrada com celite. O sobrenadante foi
evaporado e observou-se a formagao de um solido bege nas paredes do baldo, o qual foi seco a
vacuo. Solido bege: 0,15g. Rendimento: 53%. Condutividade molar (DMSO, Scm’mol™!): Am=
27,99. Andlise Elementar (%) para CscHesAgCIgINgOs: exp. (calc.) C 44,97 (44,32); H 4,31
(4,29); N 7,49 (8,14). IV (cm™): v(C=0) 1624; v(C=N) 1584; v(C=C) 1508. RMN 'H (500
MHz, DMSO-ds): 6 ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do): 7,74 - 7,53 (m, 5H, Has589,11),
6,93 — 6,74 (dd, 4H, J = 15,7, 9,0 Hz, H2122.2324), 4,78 (m, 1H, He), 4,38 (s, 1H, His), 3,89 -
3,67 (m, 2H, His1g), 3,64 (s, 3H, CH3), 3,57 - 3,45 (m, 4H, His,182731), 2,96 (m, 2H, Hos30),
2,03 (s, 3H, Hs3). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm (atribuigdo): 168,20 (C3z2), 152,10
(C20), 145,50 (C»zs), 138,10 - 122,13 (Cr4,5.7.89,10,11,12), 117,96 - 114,82 (C21222324), 107,59
(C13), 74,64 -66,46 (Cis,16,18), 54,50 - 45,65 (Ce2829,3031), 37,90 (CH3), 21,21 (Cs3). ESI-MS
(m/z) exp. (calc.): [KTZ(CH3)+2H]" = 547.,1182 (547,1879).
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3.4.2.6 [Ag(KTZ);]NO:s (6)

A uma solugdo contendo KTZ (0,2 mmol; 0,1 g) em 20 mL de metanol foram
adicionados 10 mL de uma solucdo etanolica de AgNO3 (0,1 mmol; 0,016 g). O sistema foi
deixado sob agitacdo, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos 24h, a mistura reacional
foi filtrada com celite. O sobrenadante foi evaporado e o so6lido obtido foi lavado com agua
destilada e éter dietilico e seco a vacuo. Solido branco: 0, 11g. Rendimento: 71,5%.
Condutividade molar (DMSO, Scm’mol'): Aw= 31,80. Analise Elementar (%) para
Cs2Hs6AgCLiNoO11: exp. (calc.) C 50,56 (50,66); H 5,09 (4,58); N 10,05 (10,23). IV (cm™):
v(C=0) 1634; v(C=N) 1584; v(C=C) 1510, v(NOs) 1337. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): J
ppm (multiplicidade, integral, atribuicdo): 7,89 (s, 1H, H»), 7,71 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H11), 7,61
(d, 1H, J = 8,5 Hz, Hg), 7,49 (dd, 1H, J = 8,5, 2,1 Hz, Hy), 7,27 (s, 1H, Hs), 7,01 (s, 1H, Ha),
6,84 (m, 4H, H21,22.2324), 4,67 (m, 1H, He), 4,36 (m, 1H, His), 3,89 (m, 2H, Hisg), 3,60 (m, 4H,
Hisis2731), 2,93 (dt, 2H, J = 36,2, 5,0 Hz, Has30), 2,02 (s, 3H, H33). RMN 3C (125 MHz,
DMSO-ds): 6 ppm (atribui¢ao): 168,20 (Csz), 152,02 (C4), 145,52 (Ca), 140,49 (Cas), 134,82
(Co), 134,71 - 122,07 (Cs,789,10,11,12), 117,85 - 115,13 (C21.22,2324), 107,39 (C13), 74,61 - 66,54
(Cis,16,18), 50,95 - 45,56 (Ce28,293031), 21,20 (C33). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [M+H-NOs]" =
1171,1921 (1170,2075), [KTZ+H]" = 531,1160 (531,1566).

3.4.3 Complexos de Au(l)

Para a sintese dos complexos de ouro(I), foi sintetizado o precursor
cloro(tetrahidrotiofeno)ouro(I) (AuCITHT), de acordo com metodologia ja& reportada na
literatura (USON, et al., 1989). Este composto foi caracterizado por espectroscopia de RMN de

'H e 3C e foram confirmadas sua obtengio e pureza.

3.4.3.1 [Au(L1)(CD)].2CH:Cl> (7)

Em um baldo de trés bocas contendo L1 (0,42 mmol; 0,203 g) e Ag>O (0,19 mmol;
0,097 g) foram adicionados 10 mL de diclorometano destilado. O sistema foi deixado sob
agitacdo, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds alguns minutos de reagdo, observou-
se que a formagao de um solido cinza escuro nas paredes do baldo e o sobrenadante tornou-se
levemente esbranquicado. Apos 4h, a mistura reacional foi filtrada com celite e o sobrenadante

foi adicionado a uma solu¢ao de diclorometano contendo AuCITHT (0,42 mmol; 0,134 g) e
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observou-se a formagao imediata de um sélido na solu¢do. Apo6s 1h e meia, a mistura reacional
foi filtrada com celite, o sobrenadante foi reduzido, a ele foi acrescentado éter etilico e
observou-se a formagao de um precipitado. O s6lido foi lavado com éter etilico e seco a vacuo.
Sélido branco: 0,062 g. Rendimento: 25,56%. Condutividade molar (DMSO, Scm?mol™!): Ap=
2,23. Analise Elementar (%) para C2sH23AuClIsNz: exp. (calc.) C 39,73 (39,45); H 2,72 (3,04);
N 3,60 (3,68). IV (cm™): v(C=N) 1566; v(C=C) 1444. RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 6 ppm
(multiplicidade, integral, atribui¢do): 7,45 (s, 1H, Hs), 7,43 - 6,94 (m, 16H, Haromaticos), 3,86 (s,
3H, CH3). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [M+H]" = 591,04895 (591,0696).

3.4.3.2 [Au(CTZ)(Cl)] (8)

A uma solu¢ao contendo CTZ (0,19 mmol; 0,066 g) em 10 mL de diclorometano foram
adicionados 5 mL de uma solu¢do de mesmo solvente de AuCITHT (0,19 mmol; 0,061 g). O
sistema foi deixado sob agitacdo, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos 24h, o
sobrenadante foi reduzido ¢ a ele foi acrescentado éter etilico ¢ observou-se a formagao de um
precipitado. O soélido foi lavado com éter etilico e seco a vacuo. Solido branco: 0, 070g.
Rendimento: 64,1%. Condutividade molar (DMSO, Scm’mol™): Am= 4,74. Analise Elementar
(%) para C22H17AuCLNa: exp. (calc.) C 45,40 (45,85); H 3,09 (2,97); N 4,63 (4,86). IV (cm”
D: v(C=N) 1597; v(C=C) 1493. RMN 'H (400 MHz, CDCl3): § ppm (multiplicidade, integral,
atribuicao): 7,76 (s, 1H, H»), 7,43 - 7,37 (m, 9H, H789.10,12,14,15,17,19), 7,32 (s, 1H, Hs), 7,14 (d,
J =74 Hz, 4H, Hi1,13,16,18), 7,04 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Hag). ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [M]" =
576,07 (576,0434).

3.4.3.3 [Auw(L2)(CD)] (9)

Em um baldo de trés bocas contendo L2 (0,34 mmol; 0,229 g) e Ag>O (0,34 mmol;
0,0797 g) foram adicionados 25 mL de diclorometano destilado. O sistema foi deixado sob
agitacdo, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apods alguns minutos de reagdo, observou-
se que a formagao de um solido cinza escuro nas paredes do baldo e o sobrenadante tornou-se
levemente esbranqui¢ado. Apds 4h, a mistura reacional foi filtrada com celite e o sobrenadante
foi adicionado a uma solucao de diclorometano contendo AuCITHT (0,34 mmol; 0,109 g) e
observou-se a formacdo imediata de um sélido na solugdo. Apds 4h, a mistura reacional foi
filtrada com celite, o sobrenadante foi reduzido, a ele foi acrescentado éter etilico e observou-

se a formacao de um precipitado. O solido foi lavado com éter etilico e seco a vacuo. Solido
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branco: 0,035 g. Rendimento: 13,35%. Condutividade molar (DMSO, Scm?mol™): Am= 3,1.
Analise Elementar (%) para C27H30AuCI3N4O4: exp. (calc.) C 41,07 (41,69); H 3,61 (3,89); N
6,82 (7,20). IV (cm™): v(C=0) 1633; v(C=N) 1585; v(C=C) 1510. RMN 'H (400 MHz, CDCI;):
o ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do): 7,54 - 7,46 (m, SH, Ha589.11), 7,24 — 7,22 (dd, 4H,
J=28,4,2,1 Hz, H2122.2324), 6,88 (s, 1H, He), 6,81 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Hie), 4,82 - 4,64 (m, 2H,
His,18), 3,91 (s, 3H, CH3), 3,83 - 3,74 (m, 4H, His,1527,31), 3,69 (s, 2H, Has30), 2,15 (s, 3H, H33).
ESI-MS (m/z) exp. (calc.): [M-H]" = 777,10919 (777,1076).

3.4.3.4 [Aw(KTZ)(Cl)] (10)

A uma solucdo contendo KTZ (0,29 mmol; 0,154 g) em 20 mL de diclorometano foram
adicionados 10 mL de uma solu¢do de mesmo solvente de AuCITHT (0,29 mmol; 0,093 g). O
sistema foi deixado sob agitacdo, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos 24h, o
sobrenadante foi reduzido e a ele foi acrescentado éter etilico e observou-se a formac¢ao de um
precipitado. O sélido foi lavado com éter etilico e seco a vacuo. Solido branco: 0, 056g.
Rendimento: 25,19%. Condutividade molar (DMSO, Scm?mol™): Ap=5,72. Analise Elementar
(%) para C26H2s AuCl3N4O4: exp. (cale.) C 41,28 (40,88); H 2,75 (3,69); N 7,34 (7,33). IV (cm™
N: v(C=0) 1633; v(C=N) 1585; v(C=C) 1510, v(Au-N) 507. RMN 'H (400 MHz, DMSO-dj):
o ppm (multiplicidade, integral, atribuicao): 8,36 (s, 1H, H»), 7,75 (d, 1H,J = 2,1 Hz, Hi1), 7,61
(d, 1H, J = 8,5 Hz, Hg), 7,49 (dd, 1H, J = 8,5, 2,1 Hz, Hy), 7,22 (s, 1H, Hs), 6,96 (s, 1H, Ha),
6,72 (m, 4H, H2122.2324), 4,53 (m, 1H, Hs), 4,35 (m, 1H, Hie), 3,86 (t, 2H,J = 7.3 Hz, His), 3,55
(m, 4H, His182731), 2,99 (d, 2H, J = 27,2 Hz, H2s30), 2,03 (s, 3H, H33). ESI-MS (m/z) exp.
(calc.): [M]"=763,09210 (763,092).

3.5 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE

Os testes biologicos foram realizados em parceria com a Profa. Dra. Heveline Silva, da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
3.5.1 Estudos realizados com os ligantes e os complexos de Ag(I)
Para a determinagdo da concentracdo inibitoria de 50% da viabilidade celular (Clso),

foram utilizadas as linhagens B16-F1, melanoma murino; CT26-WT, carcinoma colorretal de

camundongo ¢ BHK-21, célula normal de rim de hamster. As células foram distribuidas em
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meio de cultura RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10% v/v, utilizando
1x103 células/pogo/100 pL em placas de 96 pocos e foram devidamente incubadas a 37 °C em
atmosfera umedecida a 5% de CO; por 24 horas para ideal aderéncia.

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

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

software GraphPadPrism 8.

3.5.2 Estudos realizados com os complexos de Au(I) e seus precursores

Para determinag¢do da viabilidade celular foram utilizadas as linhagens: MDA-MB-231,
adenocarcinoma metastatico de mama humana; 4T1 células de carcinoma mamario murino;
MCF-10 células normais de glandulas mamarias. As células foram distribuidas em meio de
cultura RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10% v/v, sendo 1,5x10°
células/poco/100 pL. em placas com 96 pocos que foram devidamente incubadas a 37 °C em
atmosfera umedecida a 5% de COx por 24 horas para total aderéncia.

Nos pocos da placa contendo as células ja aderidas, foram distribuidos 100 pL de
concentragdes decrescentes (100, 50, 25, 12,5 e 6,25 mg/L) da substancia a ser testada, em
quadruplicatas. As solugdes estoque dos compostos foram preparadas em DMSO e diluidas em
meio de cultura com no méximo 1% v/v de DMSO. Para controle negativo foi utilizado 100 pL
de meio de cultura suplementado com 10% de FBS. Como padrao foi utilizado cisplatina.

ApoOs a exposicao aos compostos de investigagao por 72h, as c€lulas foram incubadas
com MTT (5 pg/10 puL/pogo) durante 4 horas. A seguir, todo o liquido sobrenadante foi
removido por aspira¢do e foram adicionados 100 pL. de DMSO/pogo, sendo a viabilidade

celular (proporcional a concentragdo dos sais de formazan — produto da redugdo mitocondrial
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do MTT nas células vidveis) determinada pela medida de absorbancia a 570 nm em
espectrofotometro de microplacas (MOSMANN, 1983). Os dados obtidos através dos ensaios
citotoxicos foram normalizados considerando-se a viabilidade celular do controle negativo

como 100% utilizando o software GraphPad Prism 8.0.

3.6 ESTUDOS DE INTERACAO COM BIOMOLECULAS

Os estudos de interagdo com o DNA por eletroforese em gel de agarose e os estudos de
interagdo com BSA por titulagdes espectrofotométricas foram realizados em parceria com a
mestra Ana Luiza de Andrade Querino, do Laboratorio de Sintese e Interagdes Bioinorganicas
(SIBLab), chefiado pela Profa. Dra. Heveline Silva, da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMQ).

3.6.1 Estudos de interacdo com o DNA através de titulacao espectrofotométrica

Os experimentos de titulagdo por absor¢do foram realizados por meio de adi¢des
consecutivas da solucdo de DNA Calf thymus (ct-DNA) (1,38 mM, em Tris-HCI 5 mM, pH
7,54 e tampao NaCl 50 mM) a uma cubeta contendo a solugdo do composto de interesse (80uM)
em DMSO, registrando-se os espectros UV/vis. apds cada adicdo. A absor¢cdo de DNA foi
subtraida adicionando-se as mesmas quantidades de ct-DNA a cubeta do branco. As constantes
de interagdo (Kp) foram calculadas a partir dos dados espectrofotométricos obtidos, utilizando-

se a equagdo de Benesi-Hildebrand (Equacao 1) (PEREIRA et al., 2020),

[DNA] _ [DNA] 1
Ea—Ef E0-Ef Kp(€o-£f)

(Equacao 1)

onde [DNA] ¢ a concentracdo de DNA em pares de bases, €a € o coeficiente de extingdo da
banda de absorcdo observada na concentracio dada de DNA (correspondente a
Abs/[composto]), ef € o coeficiente de extingdo do composto livre em solucdo e eb € o
coeficiente de extingdo do composto quando totalmente ligado ao DNA. Um grafico de
[DNA]/[ea-ef] versus [DNA] foi obtido com o coeficiente angular igual a 1/[ea-¢f] e o
coeficiente linear igual a 1/Kb[eb-ef]. Ky € a razdo entre coeficiente angular e o coeficiente
linear. Além disso, calcularam-se os valores das porcentagens de hipocromismo/hipercromismo

((Absinic — Absfinal)/(Absinic) < 100).
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3.6.2 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 concentracdo de DNA no tampao Tris-HCI foi
mantida constante em todas as amostras, porém a concentracao dos compostos foi incrementada
de 2 para 20 uM. O tempo de fluxo foi medido triplicata com um cronémetro digital e a média
desses valores foi utilizada. Os dados foram apresentados como (n/mo)" versus a razio
[complexo]/[DNA], onde n € no sdo a viscosidade especifica do DNA na presenga e na auséncia
do composto de interesse, respectivamente. Os valores de viscosidade especificos foram
calculados utilizando-se (t - t»)/t, onde t € o tempo de fluxo observado e t, € o tempo de fluxo

do tampdo (NAVARRO et al., 2009).

3.6.3 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Ensaios de mobilidade eletroforética foram realizados para investigar o efeito dos
complexos de prata(I) na estrutura do DNA plasmidial. Resumidamente, ap6s incubagdo de
DNA plasmidico (100 ng) com os compostos testados durante 24 horas a 37°C, adicionou-se
tampao de carga (0,01% azul de bromofenol, 50% glicerol) a mistura para extinguir a reagao.
As amostras foram carregadas em gel de agarose a 0,7% e submetidas a eletroforese em tampao
TAE 1X a uma voltagem constante de 70 mV por 2h. Posteriormente, os géis foram corados

em solugio de brometo de etidio (2,5 pg mL ') por 15 min e registrados sob luz ultravioleta.

3.6.4 Estudos de interacido com BSA por titulacoes espectrofotométricas

A solugao de BSA foi preparada em tampao Tris-HCl 5 mM ajustando o pH para 7,4 e
uma concentragao final de 10 pM. Os compostos testados foram dissolvidos em DMSO e
usados imediatamente, adicionando aliquotas das solugdes estoque a BSA onde razdo r =
[complexo]/[BSA] = 0 — 2. A concentragdo de DMSO nunca excedeu 1% para garantir a
integridade estrutural da proteina. A intensidade de fluorescéncia foi registrada apds cada
adicao sucessiva da solugdo do composto e equilibrio de 2 minutos.

A extingdo de fluorescéncia pode ser analisada usando a equacao de Stern-Volmer, onde
Iy e [ sdo as intensidades de emissdo em estado estacionario de BSA na auséncia e na presenca
de quantidades crescentes do supressor (Q), respectivamente. Ky, € a constante de extingao de

Stern-Volmer (Equacao 2) (LEHRER, 1971).
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T=1+Ky[Q] (Equagio2)

Para determinar a extensdo da interacdo entre a albumina e os ligantes de ligacao,

usamos a equagao

I,—1

log 1_ = logK, + nlog[Q] (Equacéo 3)
que ¢ a equacdo de Stern-Volmer modificada (Equaciao 3), onde K, ¢ a constante de

ligagdo a um sitio n ¢ o numero de sitios de ligacao.
3.6.5 Estudos de interacdo com GSH por titulacoes espectrofotométricas

Os experimentos de titulagdo por absor¢ao foram realizados por meio de adig¢des
consecutivas da solucdo de glutationa reduzida (GSH) (10 mM) a uma cubeta contendo a
solugdo dos compostos de Au(l) de interesse (80 uM) em DMSO, registrando-se os espectros
UV/vis. antes e apos cada adi¢do. A absor¢ao da GSH foi subtraida adicionando-se as mesmas
quantidades de GHS a cubeta do branco (Adaptado de BUTLER; HOEY, 1992). As constantes
de interagdo (Ky) foram calculadas a partir dos dados espectrofotométricos obtidos, utilizando-

se a equagao de Benesi-Hildebrand (Equagao 1) (PEREIRA et al., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 LIGANTES

Foram sintetizados dois sais imidazodlicos derivados do CTZ (L1) e do KTZ (L2) e, a
partir deles, foram obtidos os complexos metalicos de prata(l) e ouro(I), que serdo discutidos

ao longo deste trabalho.
4.1.1 Iodeto de 1-[(2-Clorofenil)(difenil)metil]-3-metil-imidazol hidratado (L1)

O ligante L1, um s6lido amarelo e estdvel a temperatura ambiente, foi obtido a partir da
reacdo com o CTZ e o iodeto de metila, em acetonitrila a temperatura ambiente, com

rendimento de 85% (Esquema 1).

Esquema 1 - Sintese do ligante L1.

(/\ N N/® I
\ 7 \
Qe . Q@
O O CH,CN, ta., 48h O O

Cl Cl

CTZ (L1)

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Sobre os dados obtidos por meio da analise elementar dos teores de carbono, hidrogénio
e nitrogénio (CHN) desse composto, observa-se que eles estdo em concordancia com aqueles
que foram calculados (Tabela 1) para a formula molecular proposta. Em relagdo a
condutimetria, os valores de condutividade molar encontrados foram comparados com dados
da literatura no que se refere a propor¢ao dos eletrolitos, em solventes diferentes (VELHO,
2006). Tais resultados, que se encontram na Tabela 1, corroboram a estrutura sugerida,

confirmando a proposta de uma estrutura cationica para o sal imidazoélico.
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Tabela 1 - Dados analiticos dos ligantes .1 e CTZ.

Analise Elementar (%) Condutividade
molar
Composto %C (%C") %H (%H") %N (%N") Am™
CTZ - - - 0,69
L1 54,68 (54,77) 3,96 (4,31) 5,55 (5,90) 25,99

*9%%experimental (%calculado) para a formula minima Ca3H2CIIN,O; **ohm™ cm? mol™'.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Em relacdo ao espectro de infravermelho do ligante (Figura 17) podemos observar a
presenga das bandas inerentes ao ligante de origem, no caso, uma banda de baixa intensidade
em 1572 cm™ referente a deformacio axial da ligacdo C=N e outra banda mais intensa em 1443

1

cm™ correspondente ao estiramento da ligagdo C=C, ambos presentes no anel imidazolico do

composto. Tais atribui¢cdes foram baseadas em dados anteriormente descritos na literatura
(NAVARRO et al., 2000; AZEVEDO-FRANCA et al., 2021). Além disso, € possivel observar
uma banda intensa em 748 cm’!, atribuida ao estiramento da ligacio C-ClI presente em um dos

anéis aromaticos presentes na molécula (PAVIA et al. 2015).

Figura 17 - Espectro de IV do ligante L1.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Ja no espectro de RMN de 'H obtido em DMSO-d;s do ligante L1, podemos observar os
sinais caracteristicos do ligante de origem, o CTZ (ver Apéndice A), bem como algumas
diferencas bastante significativas, tais como a presenga de um simpleto em & 3,89 ppm,
correspondente aos hidrogénios do grupo metil ligado ao atomo de nitrogénio N; do anel
imidazolico (Figura 18), juntamente com uma significativa variacdo (1,71 ppm) no
deslocamento quimico do hidrogénio H» do farmaco correspondente (MOHAMED et al.,
2020), possivelmente devido ao efeito no ambiente quimico desse hidrogénio, provocado pela
coordenagao do atomo do grupo metil ao atomo de N do anel imidazolico, evidenciando-se a

formagao do produto desejado.

Figura 18 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-d6; 500 MHz) do ligante L1.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Quanto ao espectro de RMN de '*C do ligante L1 (Figura 19) atribuiram-se os mesmos
sinais de ressondncia encontrados no espectro do CTZ (ver Apéndice B), porém, ¢ possivel
observar a presenga do sinal do carbono correspondente ao grupo metil em o 36,34 ppm, bem
como a variagdo do deslocamento quimico do carbono C; igual a 0,1 ppm em relacdo ao
composto de partida, possivelmente devido ao efeito causado no ambiente quimico desse

carbono, provocado pela coordena¢do do atomo do grupo metil ao atomo de N do anel



62

imidazolico MOHAMED et al., 2020). J& os outros carbonos da molécula tiveram variagao de

deslocamento minimo < 0,009 ppm em relagdo ao ligante de origem.

Figura 19 - Espectro de RMN de '*C (DMSO-d6; 125 MHz) do ligante L1.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Foi também obtido o espectro de massas para o ligante L1 (Figura 20), onde foi possivel
observar a presenga do pico do ion molecular [M-I]" identificado em m/z 359,1314 (calc.:
359,1310; A(m/z) = 0,0004) que corresponde ao fragmento [CTZ(CHs3)]*, mais um indicio de

que houve a formagao do composto de interesse.

Figura 20 - Espectro de massas do ligante L1.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Tendo devidamente caracterizado o ligante L1, procedeu-se as sinteses para a obtencao

dos complexos de prata(I) e ouro(I) contendo ligantes NHC.

4.1.2 TIodeto de 1-[4-[4-][|2-(2,4-diclorofenil)-2-(imidazol-1-metil)-1,3-dioxolan-4-

illmetoxi]fenil|piperazin-1-iljetanona dihidratado (L2)

A sintese do ligante L2, um solido bege a temperatura ambiente, se deu a partir da reacao
entre 0 KTZ ¢ o iodeto de metila, em acetonitrila a temperatura ambiente, com rendimento de

89,5% (Esquema 2).

Esquema 2 - Sintese do ligante L2.

N
l oj
Cl Cl \©\ Cl Cl

CH;CN, ta., 48h

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Em relagdo aos dados obtidos por meio da analise elementar dos teores de carbono,
hidrogénio e nitrogénio (CHN) desse composto, observa-se que eles estdo em concordancia
com aqueles que foram calculados para a férmula molecular proposta. Sobre a condutimetria,
os valores de condutividade molar encontrados e comparados com dados da literatura, que se
encontram na Tabela 2, corroboram a estrutura sugerida, confirmando para o sal imidazoélico a

proposta de uma estrutura cationica (VELHO, 2006).

Tabela 2 - Dados analiticos dos ligantes L2 e KTZ.

Analise Elementar (%) Condutividade
molar
Composto %C (%C") %H (YoH") %N (%N") AM
KTZ - - - 1,10
L2 45,71 (45,68) 4,97 (3,85) 7,90 (8,30) 19,42

*9%experimental (%calculado); **ohm™! cm?mol ! para a formula minima Ca7H35C1IN4Os.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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No espectro de infravermelho do ligante (Figura 21) podemos observar a presenga das
bandas inerentes ao ligante de origem, tais como, uma banda de absor¢ao de média intensidade,
referente ao estiramento da ligagdo C=0 na regido de 1621 cm™!, além de bandas de média e
alta intensidade, nas regides de 1584 e 1508 cm’!, correspondentes aos estiramentos das
ligacdes C=N e C=C, respectivamente. Tais atribui¢des foram baseadas em dados anteriormente

descritos na literatura (NAVARRO et al., 2000; AZEVEDO-FRANCA et al., 2021).

Figura 21 - Espectro de IV do ligante L2.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Ja no espectro de RMN de 'H obtido em DMSO-d;s do ligante L2, podemos observar os
sinais caracteristicos do ligante de origem, o KTZ (ver Apéndice B), bem como algumas
diferencas bastante significativas, tais como a presenga de um simpleto em & 3,72 ppm
correspondente aos hidrogénios do grupo metil ligado ao 4tomo de nitrogénio Ni do anel
imidazolico (Figura 22). Além disso, pode observar um deslocamento quimico (Ad)
significativo de 1,55 ppm do hidrogénio H> do farmaco imidazoélico correspondente,
possivelmente devido ao efeito no ambiente quimico desse hidrogénio, também provocado pela
coordenacdo do atomo do grupo metil ao atomo de N do anel imidazolico, evidenciando-se a

formagao do produto desejado.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Quanto ao espectro de RMN de '*C do ligante L2 (Figura 23) atribuiram-se os mesmos
sinais de ressonancia encontrados no espectro do KTZ, porém ¢ possivel observar a presenga
do sinal do carbono correspondente ao grupo metil em 9 35,66 ppm, bem como a variagdo do
deslocamento quimico do carbono Ca, de 0,4 ppm em relacdo ao composto de partida (KTZ),
possivelmente devido ao efeito causado no ambiente quimico desse carbono, também
provocado pela coordenagdo do d&tomo do grupo metil ao 4&tomo de N do anel imidazodlico. Ja
os outros carbonos da molécula tiveram varia¢do de deslocamento minimo < 0,009 ppm em

relagdo ao logante de origem.
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Figura 23 - Espectro de RMN de '*C (DMSO-d6; 125 MHz) do ligante L2.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O espectro de massas do ligante L2 (Figura 24) também foi obtido e foi possivel
observar nele a presenga do pico do ion molecular [M-I]" identificado em m/z 545,1726 (calc.:
545,1693; A(m/z)= 0,0033) que corresponde ao fragmento [KTZ(CHs3)]*, mais um indicio de

que houve a formagao do composto de interesse.

Figura 24 - Espectro de massas do ligante L2.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Tendo o sal imidazdlico L2 previamente caracterizado, foram realizadas as sinteses para

a obtengdo dos complexos de prata(I) e ouro(I) com o ligante de interesse.

4.2 COMPLEXOS DE Ag(l)

Os compostos 1 e 2 foram obtidos por meio da reagdo entre o ligante L1 e o oxido de
prata(I), utilizando-se proporcdes estequiométricas diferentes para a obtencao do produto
monossubstituido (1) e do produto dissubstituido (2). Ja o composto 3 foi preparado através da
reacdo de um excesso do ligante CTZ com o nitrato de prata(I) (Esquema 3). Todas as reagdes
foram realizadas em atmosfera de nitrogénio, protegidas da luz e a temperatura ambiente. Os
compostos foram entdo purificados e caracterizados. Foram obtidos so6lidos beges, estaveis a

temperatura ambiente, com rendimentos que variaram entre 49 e 71,5 %.



Esquema 3 - Sintese dos complexos metalicos de Ag(I) 1-3.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os resultados da analise elementar desses compostos mostram uma diferenga < 0,90%
entre os valores calculados e os encontrados, corroborando a féormula molecular minima
sugerida (Tabela 3). Com base nesses dados, prop0s-se que a estrutura molecular do composto
1 apresenta uma molécula do ligante NHC (L1) coordenada ao ion metalico, enquanto o

complexo 2 apresenta duas moléculas desse ligante coordenadas ao ion Ag(I). Além disso,
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propde-se que o composto 3 apresenta duas moléculas de CTZ coordenadas ao ion metalico.
Em relacdo aos valores de condutividade molar, tais dados, quando comparados com a
literatura, corroboram as estruturas sugeridas, confirmando que o composto 1 € neutro, com um
ligante iodeto completando esfera de coordenagdo. Ja para os complexos 2 e 3, os resultados
obtidos estdo de acordo com os eletrolitos 1:1, indicando que o composto 2 possui duas
moléculas do ligante L1 formando uma estrutura linear, com o ion iodeto atuando como contra
ion, enquanto o composto 3 apresenta duas moléculas de CTZ coordenadas ao centro metalico,
apresentando como contra ion o ion nitrato (VELHO, 2006). Sugere-se, para todas as estruturas

propostas, geometria linear.

Tabela 3 - Dados analiticos dos ligantes .1 e CTZ e dos complexos metalicos 1-3.

Analise Elementar (%) Condutividade

molar

Composto %C (%C") %H (YoH") %N (%N) AM™
CTZ - - - 0,69
L1 54,68 (54,77) 3,96 (4,31) 5,55 (5,90) 25,99

1 45,16 (45,38) 3,46 (2,81) 4,58 (4,29) 8,45

2 46,47 (46,86) 3,59 (3,11) 4,33 (4,61) 14,60

3 62,12 (61,48) 3,77 (3,99) 8,13 (8,15) 32,51

*%9experimental (%calculado) para as formulas minimas Cy3HzAgCIIN,O (1), CsoHusAgClioINs (2),
CusH34AgCLN5O;5 (3); **ohm™! cm?mol .
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Todos os complexos de prata foram analisados por espectroscopia no infravermelho,
utilizando o modo ATR para a realizagao de tais medidas.

Na Figura 25, encontra-se o espectro de infravermelho feito do complexo metalico 1
comparado com o seu ligante de origem (L.1). Pela anélise dos referidos espectros, observa-se
a presenca das bandas inerentes aos ligantes e também se nota um pequeno deslocamento
daquelas que correspondem aos modos vibracionais de estiramento das ligagdes C=C e C=N,
possivelmente devido a coordenacdo do atomo de C-imidazoélico ao ion Ag(I), o que corrobora

a formacgao deste complexo metalico.
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Figura 25 - Espectro de IV do complexo 1 em comparagdo com o ligante L1.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Quanto ao espectro do composto 3 (Figura 26), derivado do sal nitrato de prata(l), além
das bandas inerentes ao ligante, verifica-se uma banda de baixa intensidade na regido de 1334
cm’! referente ao fon nitrato (NOs") evidenciando, assim, sua presenga como contra ion no
composto (NAKAMOTO, 2009). A mesma anélise pode ser feita para o espectro obtido para o

composto 2, que se encontra no Apéndice A.
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Figura 26 - Espectro de IV do complexo 3 em comparacao com o ligante CTZ.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Os espectros de RMN de 'H dos complexos de prata(I) 1 e 2 foram obtidos em DMSO-
ds. Em ambos os espectros pode-se notar a presenca dos sinais caracteristicos do sal imidazoélico
e a auséncia do hidrogénio H» proveniente do ligante (L1), devido a coordenagao do atomo de
C-imidazolico ao ion de Ag(I) (MOHAMED et al., 2020). O desaparecimento desse sinal, de
acordo com dados reportados na literatura, ¢ uma importante evidéncia para a formagao de
compostos organometalicos com ligantes NHC (WAN et al., 2021; TENG et al. 2022; NASR
et al., 2023). Podemos observar na Figura 27 uma comparacio dos espectros de RMN de 'H
do CTZ, do ligante L.1 e do complexo metalico 1. Tal comparacao também pode ser feita para

o espectro de RMN de 'H do complexo 2, que se encontra no Apéndice B.



Figura 27 - Espectros de RMN de 'H dos ligantes CTZ ¢ L1 e do complexo 1.
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J& para o composto 3 (Figura 28), além de observarmos a presenga dos sinais

caracteristicos do ligante de origem, verificam-se significativos deslocamentos quimicos dos

prétons imidazdlicos para uma regido mais desblindada do espectro em relagdo ao ligante livre,

possivelmente devido & coordenagdo do atomo de N-imidazdlico ao ion Ag(l), sendo essa

variacao de 0,52 ppm para o Hz, 0,30 ppm para Hs e 0,47 ppm para Hs. Tais constatagdes

indicam, com base nos dados apresentados, que o CTZ se coordena ao ion prata através do

atomo de nitrogénio nao substituido (N1).
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Figura 28 - Espectros de RMN de 'H do ligante CTZ e do complexo 3.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Quanto ao espectro de RMN de '3C, percebem-se os mesmos sinais inerentes ao ligante
de origem. Além disso, observa-se, no caso do complexo 1 (Figura 29), o deslocamento
quimico bastante significativo do sinal correspondente ao grupo metil ligado ao atomo de
nitrogénio N1 do anel imidazdlico de 18 ppm, juntamente com um pequeno deslocamento do
carbono C,, possivelmente devido a coordenagdo do 4&tomo de C-imidazdlico ao ion Ag(l). A
mesma analise pode ser feita para o espectro de RMN de '*C do complexo 2, que se encontra

no Apéndice B.
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Figura 29 - Espectros de RMN de *C do ligante L1 e do complexo 1.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Ja em relagcdo ao composto 3 (Figura 30), além de observarmos a presenga dos sinais
caracteristicos do ligante de origem, verifica-se um significativo deslocamento quimico dos
carbonos imidazdlicos Cz e C4 em relagdo ao ligante livre, sendo essa variagdo de 0,28 ppm
para o C2e 0,16 ppm para Ca.

De acordo com os dados analiticos e espectroscopicos encontrados, pode-se inferir que
tanto o ligante L1 quanto os complexos metalicos 1-3 foram obtidos, confirmando as estruturas

previamente sugeridas no Esquema 3.
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Figura 30 - Espectros de RMN de '*C do ligante CTZ e do complexo 3.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Foram também obtidos os espectros de massa dos compostos de prata(I) derivados dos
ligantes L1 ¢ CTZ. No espectro do complexo 2 (Figura 31) foi observado o pico do ion
molecular [M-I]" em m/z = 825,1513 (calc.: 825,1681; A(m/z)=0,0168) e o fragmento do ligante
carbeno [CTZ(CH3)]" em 359,1312 (calc.: 359,1310; A(m/z)= 0,0004). Ja para o composto 1
(Apéndice C) nao foi observada a presenca do pico do ion molecular, mas sim do fragmento

correspondente ao ligante L1, que também pode ser observado no espectro do composto 2.
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Figura 31 - Espectro de massas do composto 2.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Para o complexo 3 (Figura 32), foi observado um pico em 797,0739 (calc.: 797,1208;
A(m/z)= 0,0469) referente ao ion molecular para [M-NOs]", além do fragmento [CTZ-
imidazol]" em 277,0536 (calc.: 277,24; A(m/z)= 0,0188), sugerindo a formag¢io dos compostos

almejados.

Figura 32 - Espectro de massas do composto 3.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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De acordo com os dados encontrados por meio da utilizacdo das diversas técnicas de
caracterizagdo, pode-se inferir que os complexos metalicos 1-3 foram obtidos, confirmando as

estruturas previamente sugeridas.

Ja a obten¢do dos compostos 4 ¢ 5 se deu através da reagdo entre o ligante L2 e o 6xido
de prata(l), utilizando-se proporg¢des estequiométricas diferentes para a obtengdo do produto
monossubstituido (4) e do produto dissubstituido (5). A sintese do composto 6 se deu por meio
da reagao de um excesso do ligante KTZ com o nitrato de prata(l) (Esquema 4). Todas as
reacdes foram realizadas em atmosfera de nitrogénio, protegidas da luz e a temperatura
ambiente e os compostos foram entdo purificados e caracterizados. Foram obtidos sélidos

beges, estaveis a temperatura ambiente, com rendimentos que variaram entre 53 ¢ 71,5 %.
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Esquema 4 - Sintese dos complexos metalicos de Ag(I) 4-6.
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Partindo-se dos dados obtidos através da analise elementar (CHN) desses compostos, a
qual apresenta uma diferenca < 1,50% entre os valores calculados e os encontrados, observou-
se que eles se encontram em concordancia com os valores calculados para a formula molecular
sugerida (Tabela 4). Assim, foram propostas as estruturas moleculares desses compostos
sendo, para o complexo 4, uma estrutura na qual teriamos somente uma molécula do ligante L2
coordenado ao ion Ag(I) e para os complexos 5 ¢ 6, uma estrutura que apresentaria duas
moléculas do ligante de interesse coordenadas ao centro metalico. J4 em relagdo aos valores
obtidos por meio da condutividade molar dos compostos, eles também corroboram as estruturas
sugeridas, confirmando a proposta de uma estrutura neutra para o composto 4 com um ligante
iodeto completando a estrutura. Em relagao aos complexos 5 ¢ 6, os resultados obtidos estio de
acordo com os eletrolitos 1:1, indicando que o composto 5 possui duas moléculas do ligante L2
com o ion iodeto atuando como contra ion, enquanto o composto 6 apresenta duas moléculas
do ligante KTZ coordenadas ao centro metalico, apresentando como contra ion o ion nitrato

(VELHO, 2006). Para todas as estruturas propostas, sugere-se uma geometria linear.

Tabela 4 - Dados analiticos dos ligantes L2 e KTZ e dos complexos metélicos 4-6.

Analise Elementar (%) Condutividade
molar
Composto %C (%C") %H (%H") %N (%N") Am™
KTZ - - - 1,10
L2 45,71 (45,68) 4,97 (3,85) 7,90 (8,30) 19,42
4 41,56 (41,84) 3,87 (3,92) 7,18 (7,65) 10,22
5 44,97 (44,32) 4,31 (4,29) 7,49 (8,14) 27,99
6 50,56 (50,66) 5,09 (4,58) 10,05 (10,23) 31,80

*%experimental (%calculado) para as formulas minimas C7H30AgCLIN4Os (4), CssHesAgClsINsOs (5),
Cs2Hs6AgCliNgO1; (6); **ohm™! cm? mol™.
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na Figura 33, podemos observar o espectro de infravermelho obtido do composto 4,
comparado com o seu ligante de origem (L2).

Analisando tais espectros, observa-se a presenca das bandas inerentes ao ligante e
também se nota um pequeno deslocamento daquelas que correspondem aos modos vibracionais

de estiramento das ligagdes C=0, C=C e C=N, o que corrobora a formag¢ao deste complexo
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organometalico, possivelmente devido a coordenagao do dtomo de C-imidazolico ao ion Ag(I).

A mesma analise pode ser feita para o espectro do composto 5 (Apéndice A).

Figura 33 - Espectro de IV do complexo 4 em comparacao com o ligante L2.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Ja em relacdo ao espectro do complexo 6 (Figura 34), resultante da reacdo entre o nitrato
de prata(l) e o KTZ, além das bandas inerentes ao ligante, verifica-se uma banda de baixa
intensidade na regido de 1337 cm! referente ao ion nitrato (NO5") evidenciando, assim, sua

presenca como contra ion desse composto (NAKAMOTO, 2009).
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Figura 34 - Espectro de IV do complexo 6 em comparagdo com o ligante KTZ.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Os espectros de RMN de 'H dos complexos de prata(I) 4 e 5 também foram obtidos em
DMSO-ds. Pode-se observar, em ambos os espectros, a presenca dos sinais caracteristicos do
ligante de origem e a auséncia do hidrogénio H> proveniente do sal imidazdlico (L2),
possivelmente devido a coordenagdo do atomo de C-imidazoélico ao ion Ag(I), evidenciando,
entdo, a formagdo do composto organometilico. Podemos observar na Figura 35 uma
comparagdo dos espectros de RMN de 'H do KTZ, do ligante L2 e do complexo metalico 4.
Tal comparacgdo também pode ser feita para o espectro de RMN de 'H para o composto 5, que

pode ser visto no Apéndice B.
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Figura 35 - Espectros de RMN de 'H dos ligantes KTZ e L2 e do complexo 4.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Em relacdo ao espectro de RMN de 'H do composto 6 (Figura 36), além de observarmos
a presenca dos sinais caracteristicos do ligante de origem, verificam-se significativos
deslocamentos quimicos dos prétons imidazolicos para uma regido mais desblindada do
espectro em relagao ao ligante livre, sendo essa variagdo de 0,31 ppm para o Hz, 0,01 ppm para
Ha4 e 0,27 ppm para Hs. Tais constatagdes indicam, com base nos dados apresentados, que o

KTZ se coordena ao ion prata através do atomo de nitrogénio, N1, ndo substituido.
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Figura 36 - Espectros de RMN de 'H do ligante KTZ e do complexo 6.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

J4 em relacdo ao espectro de RMN de !°C, percebem-se os mesmos sinais inerentes ao
ligante de origem. Além disso, observa-se, no caso do complexo 4 (Figura 37), o deslocamento
quimico significativo do sinal correspondente ao grupo metil, ligado ao atomo de nitrogénio N
do anel imidazolico de 2,2 ppm, juntamente com um significativo deslocamento do carbono C»,
possivelmente devido a coordenagao do atomo de C-imidazoélico ao ion Ag(I). Tal anélise pode
também ser realizada para o espectro de RMN de '*C do complexo 5 se encontra no Apéndice

B.
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Figura 37 - Espectros de RMN de !*C do ligante L2 e do complexo 4.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

No que se diz respeito ao composto 6 (Figura 38), além de observarmos também a

presenca dos sinais caracteristicos do ligante de origem, verifica-se uma variagdo de

deslocamento minimo < 0,009 ppm em relacdo ao ligante de origem para os carbonos

imidazolicos Cz, C4 e Cs, devido a coordenagdo ao ion prata pelo nitrogénio N; do anel

imidazolico.
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Figura 38 - Espectros de RMN de '*C do ligante KTZ e do complexo 6.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Foram também obtidos os espectros de massa dos compostos de prata(I) derivados dos

ligantes L2 e KTZ. Apenas para o composto 6 (Figura 39) foi observada a presenca de um
pico em 1171,1921 (calc.: 1170,2075; A(m/z)= 0,9846) referente ao ion molecular [M-NOs]",
além do fragmento [KTZ-imidazol]" em 531,1160 (calc.: 531,1566; A(m/z)= 0,0406). Ja para

os espectros dos compostos 4 e 5 (Apéndice C) ndo foi observada a presenga do pico do ion

molecular, mas sim a do fragmento correspondente ao ligante 1.2, o que sugere a formacgao dos

compostos de interesse.



Figura 39 - Espectro de massas do composto 6.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Com base nos dados encontrados através das inumeras técnicas de caracterizagao
utilizadas, pode-se inferir que os complexos metalicos 4-6 foram obtidos, confirmando as
estruturas previamente sugeridas no Esquema 4.

Foi também analisada a estabilidade dos complexos de prata(I) 1-6 em solucdo de
DMSO, solvente este utilizado nos testes in vitro, por RMN de 'H ao longo de 0 h, 24 h, 7 ¢ 29
dias e todos os compostos mostraram-se estaveis. A titulo de exemplificagdo, podemos observar
na Figura 40 os espectros obtidos para o composto 1, onde pode-se inferir que o composto &
estavel nesse solvente no intervalo de tempo avaliado, uma vez que ndo foram observados
novos sinais € nenhum deslocamento significativo dos sinais ja existentes. Todos os espectros

de RMN adquiridos para os demais complexos podem ser encontrados no Apéndice D.
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Figura 40 - Estudo de estabilidade do composto 1 por RMN de 'H (DMSO-d6).
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Apo6s a obtencao dos complexos de prata(I), foram sintetizados os compostos de ouro(I).
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4.3 COMPLEXOS DE Au(])

Os compostos 7 ¢ 9 foram obtidos, respectivamente, por meio das reagdes de
transmetalagdo entre os precursores de prata(l), os complexos 1 e 4 (provenientes das reagdes
entre os ligantes L1 e L2 e o oxido de prata(I)) com o cloro(tetrahidrotiofeno)ouro(I)
(AuCITHT). J& os compostos 8 e 10 foram preparados, respectivamente, através da reacao de
um excesso dos ligantes CTZ e KTZ com o cloro(tetrahidrotiofeno)ouro(I) (Esquema 5).
Todas as reagdes foram realizadas em atmosfera de nitrogénio e a temperatura ambiente. Os
compostos foram entdo purificados e caracterizados. Foram obtidos s6lidos brancos, estaveis a

temperatura ambiente, com rendimentos que variaram entre 13 e 64%.



Esquema 5 - Sintese dos complexos metalicos de Au(I) 7-10.
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Os valores obtidos através da analise elementar (CHN) desses compostos, observa-se
uma diferenca < 1,50% entre os valores calculados e os encontrados, os quais corroboram o0s
valores calculados para a formula molecular sugerida (Tabela 5). Com base nesses dados,
propOs-se que as estruturas dos compostos 7 € 9 apresentam uma molécula do ligante NHC de
interesse (L1 ou L2) coordenada ao ion metalico, enquanto os complexos 8 e 10 apresentam
uma molécula do ligante imidazolico CTZ (8) e KTZ (10) coordenada ao ion metalico. Em
relagdo aos valores de condutividade molar, tais dados, quando comparados com a literatura,
corroboram as estruturas sugeridas, confirmando a proposta de uma estrutura neutra para todos
os complexos metalicos, com um ligante cloreto completando a esfera de coordenagdo

(VELHO, 2006). Sugere-se, para todas as estruturas propostas, geometria linear.

Tabela 5 - Dados analiticos dos ligantes e dos complexos metalicos 7-10.

Anélise Elementar (%) Condutividade

molar

Composto %C (%C") %H (Y%oH") %N (%N") Am™
CTZ - - - 0,69
KTZ ; ; ; 1,10
L1 54,68 (54,77) 3,96 (4,31) 5,55 (5,90) 25,99
L2 45,71 (45,68) 4,97 (3,85) 7,90 (8,30) 19,42
7 39,73 (39,45) 2,72 (3,04) 3,60 (3,68) 2,23

8 45,40 (45,85) 3,09 (2,97) 4,63 (4,86) 4,74

9 41,07 (41,69) 3,61 (3,89) 6,82 (7,20) 3,10
10 41,28 (40,88) 2,75 (3,69) 7,34 (7,33) 5,72

*%experimental (%calculado) para as formulas minimas CisHa3AuClsNa (7), CoHizAuCLN, (8),
C27H30AUC]3N404 (9), CzﬁHngUC]3N404 (10); **ohm'l sz mo]'l.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Todos os complexos de ouro(I) derivados dos ligantes L1 e CTZ foram analisados por
espectroscopia no infravermelho, utilizando o modo ATR para a realizagdo de tais medidas.

Na Figura 41, encontram-se os espectros de infravermelho dos complexos metalicos 7
e 8. Pela analise dos referidos espectros, observa-se a presenca das bandas inerentes aos seus
ligantes de origem: bandas de baixa intensidade em 1566 cm™ (7) e 1597 cm™! (8) referentes ao

estiramento da ligagdo C=N e outras bandas menos intensas em 1444 cm no composto
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organometalico e em 1493 cm™! no composto de coordenacio correspondentes ao estiramento

da ligagcdo C=C, ambos presentes nos anéis imidazolicos dos compostos.

Figura 41 - Espectros de IV dos complexos 7 ¢ 8.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os espectros de RMN de 'H dos complexos de ouro(I) 7 e 8 foram obtidos em CDCls.
No espectro do composto organometéalico (Figura 42) pode-se notar a presenca dos sinais
caracteristicos do sal imidazolico e a auséncia do hidrogénio H> proveniente do ligante (L1),
possivelmente devido a coordenacdo do atomo de C-imidazdlico ao ion Au(l). O
desaparecimento desse sinal, de acordo com dados reportados na literatura, ¢ uma importante
evidéncia para a formacdo de compostos organometélicos de ouro(I) com ligantes NHC

(GUARRA et al. 2020; IACOPETTA et al. 2021).
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Figura 42 - Espectro de RMN de 'H do complexo 7.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

J& para o composto 8 (Figura 43), além de observarmos a presenga dos sinais

caracteristicos do ligante de origem, verificam-se significativos deslocamentos quimicos dos

protons imidazoélicos para uma regido mais desblindada do espectro em relacao ao ligante livre.

Tais constatagdes indicam, com base nos dados apresentados, que o CTZ se coordena ao ion

ouro através do d&tomo de nitrogénio ndo substituido (N1).
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Figura 43 - Espectro de RMN de 1H do complexo 8.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Foram também obtidos os espectros de massa dos compostos de ouro(I) derivados dos
ligantes L1 e CTZ. No espectro do complexo 7 (Figura 44) foi observado o pico do ion
molecular [M+H]" em m/z=591,04895 (calc.: 591,0696; A(m/z)=0,02065). Ja para o complexo
8 (Figura 45), foi observado um pico em 576,07 (calc.: 576,0434; A(m/z) = 0,0266) referente

ao ion molecular para [M]", sugerindo a formagdo dos compostos almejados.
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Figura 44 - Espectro de massas do composto 7.
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Figura 45 - Espectro de massas do composto 8.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Foram obtidos cristais do complexo 7 apropriados para o experimento de difracdo de
raios X por monocristal, apOs recristalizagdo em metanol e evaporacio lenta do solvente em
temperatura ambiente apos uma semana. Na Tabela 6 podemos observar os dados
cristalograficos para o complexo de Au(l) e a estrutura resolvida estd apresentada na Figura

46.
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Tabela 6 - Principais dados cristalograficos para o complexo 7.

Composto 7
Férmula Ca6H3sN4ClsAu
Massa molar / g mol™! 1182,53
T /K 301(2)
A /A 1,5418
Sistema Cristalino Triclinico
Grupo de Espaco P1
a/A 10,6604(4)
b/A 12,6311(4)
c/A 17,2554(5)
al® 111,299(3)
Bl° 95,196(3)
y/° 94,963(3)
v/ A3 2137,96(13)
7} 2
7" 4
p/Mgm? 1.837
4 /mm™! 15,305
F(000) 1136
Tamanho / mm? 0,31x0,21x0,11
Reflexdes coletadas 8704
Reflexdes com I >2o(1) 7237
Rint 0,0546
R¢, wRY [1 >26(I)] 0,0662; 0,2011
R, wRY (todas reflexdes) 0,0760; 0,2135
S¢ 1,044
Maximo e minimo residual / e 2,697, -2.219
A3

7 definido como numero de unidades assimétricas por célula unitaria, neste caso

dois complexos por unidade assim. °Z’ definido como niimero de unidades de
interesse, neste caso um complexo. R= X |[Fo| - [Fe|| / Z[Fol. WR = [ W(|Fof* - |Fe|*)?
/ T wFo1"2. ¢S = [ W(|Fo|* - [Fe[?)? / (no - np)]"?, onde w & 1/a, n=namero de

observaveis e n, =nimero de parametros refinados.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Figura 46 - Estrutura cristalina de uma das duas unidades assimétricas de
[AuCl(C23H19N2Cl)] presentes célula unitaria com numeracao de todos os dtomos, exceto para
atomos de carbono (esferas cinzas) e hidrogénio (esferas brancas).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Na estrutura cristalina do composto 7, que se cristaliza no grupo de espago triclinico, ha
dois complexos por unidade assimétrica, que variam levemente nos angulos e comprimentos de
ligagcdo, mas quimicamente sdo equivalentes. Neste complexo (Figura 45) ¢é possivel perceber
0 ouro com numero de coordenacao igual a dois, sendo coordenado por um cloreto e um ligante
L1 através do carbono central do grupo imidazoélico. Os comprimentos de ligagdo metal-ligante
sdo iguais a 2,312 A [Aul-Cl1; 2,333 A para Au2-CI2] e 1,980 A [Aul-C1; 1,969 A para Au2-
C24], com angulo CI-Au-C igual a 176,99 [Cl1-Aul-C1; 179,12 para CI2-Au2-C24]. Estes

comprimentos de ligacdo e angulo observados sdo condizentes com um ion de ouro(I).

Dessa forma, de acordo com os dados encontrados por meio da utilizagdo das diversas
técnicas de caracterizagdo, pode-se inferir que os complexos metéalicos 7 e 8 foram obtidos,

confirmando as estruturas previamente sugeridas.

Assim como 0s compostos anteriores, os complexos de ouro(I) oriundos dos ligantes 1.2
e KTZ também foram caracterizados.
Quanto aos espectros de infravermelho dos compostos 9 e 10 (Figura 47), podemos

observar a presenca das bandas inerentes ao ligante de origem, tais como, uma banda de
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absorc¢ao de média intensidade, referente ao estiramento da ligagdo C=0 na regido de 1633 cm”
! para ambos os compostos, além de bandas de média e alta intensidade, respectivamente, nas
regides de 1585 e 1510 cm™!, correspondentes aos estiramentos das ligagdes C=N e C=C,
respectivamente. Além disso, a presenca de uma banda em 507 cm™! atribuida ao estiramento
Au-N no composto de coordenacao também foi observada, indicando a coordenagdo do ion

metalico pelo 4&tomo de N do anel imidazolico (CHAVES et al., 2015).

Figura 47 - Espectros de IV dos complexos 9 ¢ 10.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os espectros de RMN de 'H dos complexos de ouro(I) 9 e 10 foram obtidos em CDCl;
e em DMSO-ds, respectivamente. Pode-se observar a presenca dos sinais caracteristicos do
ligante de origem e a auséncia do hidrogénio H> proveniente do sal imidazolico (L2),
possivelmente devido a coordenacao do atomo de C-imidazolico ao ion Au(l), evidenciando,
entdo, a formacao do composto organometalico. Podemos observar na Figura 48 o espectro de

RMN de 'H do complexo metélico 9.
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Figura 48 - Espectro de RMN de 'H do complexo 9.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Em relagdo ao espectro de RMN de 'H do composto 10 (Figura 49), além de
observarmos a presenga dos sinais caracteristicos do ligante de origem, verificam-se
significativos deslocamentos quimicos dos protons imidazolicos para uma regido mais
desblindada do espectro em relagdo ao ligante livre. Tais constatacdes indicam, com base nos
dados apresentados, que o KTZ se coordena ao ion ouro através do atomo de nitrogénio, N,

ndo substituido.
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Figura 49 - Espectro de RMN de 'H do complexo 10.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Foram também obtidos os espectros de massa dos compostos de ouro(I) derivados dos
ligantes L2 ¢ KTZ. Para o composto 9 (Figura 50) foi observada a presenca de um pico em
777,10919 (calc.: 777,1076; A(m/z)= 0,00159) referente ao ion molecular [M]". Ja para o
complexo 10 (Figura 51), foi observado um pico em 763,09210 (calc.: 763,092; A(m/z) =

0,0001) referente ao ion molecular para [M], sugerindo a formagdo dos compostos almejados.
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Figura 50 - Espectro de massas do composto 9.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Figura 51 - Espectro de massas do composto 10.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Com base nos dados encontrados através das inumeras técnicas de caracterizagao
utilizadas, pode-se inferir que os complexos metalicos 9 e 10 foram obtidos, confirmando as

estruturas moleculares previamente sugeridas.
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Foi também analisada a estabilidade dos complexos de ouro(I) 7-10 em solugdo de
DMSO, solvente este utilizado nos testes in vitro. Foram preparadas solucdes dos complexos
metalicos da ordem de 10~ mol. L! e medidas de condutividade foram realizadas no periodo
de trés dias consecutivos, tempo no qual sdo realizados os experimentos de citotoxicidade.
Foram realizadas cinco medidas por dia e foi feito o calculo médio desses valores. Os dados

desse estudo sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Condutividade molar média dos complexos de Au(I) em fung¢do do tempo.

Condutividade molar (Am ohm™ cm?mol') em DMSO

Composto Oh 24h 48h 72h
7 2,236 3,084 3,878 3,794
8 4,738 4,776 5,672 5,482
9 3.1 3,804 3,644 3,666
10 5,722 9,702 12,64 12,906

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Com base nos dados apresentados, podemos inferir que os compostos ndo apresentaram
mudangas significativas quanto a condutividade molar, uma vez que todos os valores se
mantiveram na faixa de 0-20 o que indica que, em DMSO, tais compostos continuaram neutros

(VELHO, 2006), sugerindo que eles sdo estaveis nesse solvente no intervalo de tempo avaliado.

4.4 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE

Os estudos de citotoxicidade foram realizados pela Profa. Dra. Heveline Silva e seu
grupo de pesquisa, no Laboratério de Sintese e Interacdes Bioinorganicas — SIBLab, da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
4.4.1 Estudos realizados com os ligantes e os complexos de Ag(l)
Estudos de citotoxicidade foram realizados contra trés linhagens celulares diferentes,

duas linhagens tumorais (B16-F1-melanoma cutaneo, CT26-WT-c6lon) e uma linhagem nao

tumoral (BHK-21-rim de hamster). Os resultados expressos como valores de Clso (concentracao
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de inibigcdo de 50% da viabilidade celular) estdo resumidos na Tabela 8 juntamente com o IS

(indice de seletividade) para comparagdo da resposta de citotoxicidade.

Tabela 8 - Clso - Concentracao Inibitoria de 50% da viabilidade celular para os compostos
avaliados em células tumorais e normais. (UM + SD*).

Células Tumorais Célula normal

B16-F1 CT26-WT BHK-21

Compostos Clso IS* Clso IS* Clso
CTZ 5,2+0,8 2,6 7,3+£0,1 1,9 13,7+2,8
L1 48+ 0.8 10 462+13 10 457407
1 193+0,5 2 | 29459 | 10 23,0407
2 6,9 £0,1 2,7 7,3+0,6 2,6 18,8 +£0,6
3 42+ 1,6 2,6 3,9+0,6 2,8 10,9+ 0,7
KTZ 17,1 £33 1,6 219+1,0 1,2 27,2+0,2
L2 4,3 +1,7 10,4 454+ 6,2 1,0 44,9 + 6,6
4 2,8+0,1 9,3 16,1 £5,3 1,6 26,3+ 0,4
5 2,2+0,6 10,9 15,7+ 1,5 1,5 242 £ 0,6
6 12,8 £ 0,3 1,4 16,3 +£2,6 1,1 18,4 +0,4
Cisplatina 54+0,5 3,4 6,0 +0,8 3,1 18,4+1,9

*SD: Desvio padrao; Quadruplicata de dois experimentos independentes.
#18S: Indice de seletividade; calculado pela razdo entre os Clso da célula normal e da tumoral.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os resultados de CTZ e seus derivados (L1, 1, 2 e 3) mostraram comportamento regular
de citotoxicidade contra todas as trés linhagens celulares e baixa seletividade. Os valores Clso
do CTZ variaram de 3,9 a 13 pM, semelhantes aos da cisplatina. E importante notar que a
conversao de CTZ em CTZ-NHC (L1) diminuiu sua citotoxicidade em 10 vezes (valores de
Clso de 45 a 48 uM). A inclusao do ion de prata nos complexos 1 e 2 foi capaz de recuperar
alguma atividade (Clso na faixa de 12 a 23 uM e 7 a 18 uM, respectivamente), porém esse
aumento foi mais significativo quando ela foi coordenada ao CTZ no complexo 3 (4 a 10 uM).
Isto significa que a coordenagdo do CTZ com o ion de prata ¢ uma boa estratégia para se
aumentar a atividade biologica. Além disso, complexos de prata(I)-NHC e derivados do
clotrimazol j& foram avaliados contra linhagens celulares de adenocarcinoma pancreatico e

carcinoma colorretal e alguns deles demonstraram ser seletivos e mais eficazes que a cisplatina
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(ASIF et al., 2016; MOHAMED et al., 2020, PATIL et al., 2020). Foi também relatada a
atividade anticancer do clotrimazol e seus compostos de coordenacdo a base de platina(Il)
(NAVARRO et al., 2009), paladio(Il) (NAVARRO et al., 2006) e ruténio(Il) (COLINA-
VEGAS, L. et al., 2016).

KTZ e seus derivados (L2, 4, 5 € 6) mostraram 0 mesmo comportamento descrito acima
contra carcinoma de célon (Ct26-WT) e células renais ndo tumorais (BHK-21, porém ndo para
células de melanoma de pele (B16- F1). No entanto, KTZ-NHC foi trés vezes mais ativo que
KTZ, L2 (Clso 4 uM quando comparado ao KTZ 17 uM) contra células de melanoma cutaneo
(B16-F1) e ainda melhor quando coordenado a prata (2,8 e 2,2 uM, para os complexos 4 ¢ 5,
respectivamente) (destacados na Tabela 8). Porém, KTZ, L2 e o composto 6 apresentaram
menor atividade para carcinoma de célon. Além disso, os compostos NHC (L2, 4 ¢ 5) foram
10 vezes mais seletivos para células de melanoma cutaneo do que para células renais normais.
Vale a pena ressaltar que diversos trabalhos na literatura relatam que os complexos de
ruténio(II)-KTZ também demonstraram atividade relevante contra melanoma humano
(STRASBERG et al., 2004), carcinoma de colon, carcinoma de mama , carcinoma de prostata,
fibroblastos e osteoblastos (NAVARRO et al., 2009; MARTINEZ et al., 2012; INIGUEZ et
al.,2013).

4.4.2 Estudos realizados com os complexos de Au(l) e seus precursores

A atividade citotoxica das fragdes isoladas foi avaliada em duas linhagens de células
tumorais diferentes (MDA-MB-231 e 4T1) e em uma linhagem de célula normal (MCF-10) que
foi utilizada para avaliar a seletividade. As células foram expostas aos compostos por 72 horas
e a viabilidade determinada pelo método espectrofotométrico MTT. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Clso - Concentracdo Inibitéria de 50% da viabilidade celular para os compostos
avaliados em células tumorais € normais. (UM + SD¥*).

Células Tumorais Célula normal

MDA-MB-231 4TI MCF-10
Compostos Clso IS* Clso IS* Clso
CTZ 21,3+1,7 1,0 7,1 +£0,5 3,0 21,6 £3.4
L1 20,6 £0,8 1,2 >100 - 25,6 £ 1,7
1 24+04 25  64+03 0.9 6,1+02
7 33408 24  83+03 1,0 79402
KTZ 39,6 £4,6 - 15,2+0,9 - >100
L2 >100 - 23,6 £2,7 - >100
4 22,1 £0,5 2,1 18,4 +£2,1 2,5 454 +£ 6,4
9 244+ 1,1 2,9 68,1 £1,0 1,0 70,4 +0,8
Cisplatina 2,9+0,1 4.8 6,0+ 04 2,3 139+1,4

*SD: Desvio padrao; Quadruplicata de dois experimentos independentes.
#18: Indice de seletividade; calculado pela razdo entre os Clsoda célula normal e da tumoral.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Em relagdo aos resultados do CTZ e seus derivados (L1, 1 e 7), os compostos nao
metalados (CTZ e L1) apresentaram comportamento regular de citotoxicidade contra todas as
trés linhagens celulares com baixa seletividade. Os valores de Clso para o ligante L1
demonstraram que a conversdo do CTZ nesse ligante manteve a sua citotoxicidade ou a
diminui, aumentando o valor do Clso (Clso variaram de 20 a mais de 100 uM, para L1). J4 o
complexo de prata(I) (1), se mostrou dez vezes mais ativo (Clso 2,4 uM) que CTZ (Clso21 pM)
e L1 (Clso 20 uM) frente as células de adenocarcinoma metastatico de mama humana (MDA-
MB-231). Este mesmo composto (1) foi pelo menos quinze vezes mais ativo contra células de
carcinoma mamario murino (4T1) com Clso 6,4 uM quando comparado ao L.1 com Clso >100
uM. Enquanto isso, o complexo de ouro(I) (7) se mostrou seis vezes mais ativo que o seu ligante
de origem frente as células MDA-MB-231, apresentando atividade comparavel a seu precursor
de prata(l) para todas as linhagens de células tumorais. Além disso, ambos os complexos
metalicos apresentaram valores de Clso comparaveis com as da cisplatina. Diversos trabalhos
na literatura relatam que complexos de ouro(I)-NHC ja foram avaliados contra linhagens

celulares de adenocarcinoma de pulmao, adenocarcinoma de mama e carcinoma colorretal e
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alguns deles demonstraram ser seletivos e mais eficazes que a cisplatina (CURRAN et al., 2020;
CERAMELLA et al., 2022; EKINCI et al., 2022; GULZAR et al., 2023).

Ja os derivados do KTZ (L2, 4 ¢ 9) mostraram comportamento regular de citotoxicidade
contra todas as trés linhagens celulares utilizadas, porém com baixa seletividade. E importante
notar que a conversao de KTZ em KTZ-NHC (L2) teve pouca influéncia na citotoxicidade com
uma piora expressiva apenas contra a MDA-MB-231. A inclusdo do ion de prata no complexo
4 foi capaz de recuperar alguma atividade (Clso na faixa de 2,4 a 6,4 uM), porém esse aumento
na citotoxicidade nao foi significativo quando o mesmo ligante foi coordenado ao ouro no
complexo 9 (24 a 70 uM).

De forma geral, todos os complexos organometalicos se mostraram mais ativos na
linhagem celular MDA-MB-231, com seletividade interessante. Essa linhagem compreende
células de cancer de mama triplo negativo (TNBC). Esse tipo de cancer ¢ constituido por
tumores com caracteristicas heterogéneas, maior incidéncia de metastases, menor sobrevida dos
pacientes e opgoes de tratamento limitadas. Essas células cancerigenas ndo tém receptores de
estrogénio ou progesterona e ndo produzem a proteina HER2, de modo que as terapias
hormonais e direcionadas ao receptor HER2 nao se mostram promissoras, tornando este um
tipo de cancer bastante agressivo (HERO et al., 2019). Diante do exposto os compostos tiveram
melhor desempenho e seletividade em células tumorais de grande interesse farmacoldgico tendo
em vista suas peculiaridades e grande desafio em termos de tratamento.

Além disso, quando comparada a atividade dos complexos de Ag(I) 1 e 4 frente as
linhagens testadas anteriormente, podemos observar que o composto 1, derivado
monossubstituido do ligante L1, mostrou-se significativamente mais ativo na linhagem celular
MDA-MB-231 do que nas outras células testadas (B16-F1-melanoma cutaneo, CT26-WT-
célon e célula ndo tumoral de rim de hamster-BHK-21), enquanto o derivado monossubstituido
do ligante L2, apresento comportamento regular de citotoxicidade contra todas as linhagens
celulares, com baixa seletividade.

Buscando-se avaliar os possiveis mecanismos de agdo antitumoral e compreender qual
o mecanismo de acdo dos ligantes CTZ, KTZ, seus sais imidazélicos (L1 e L2) e seus

derivados metalicos (1-10), foram investigadas suas interacdes com DNA, BSA e GSH.

4.5 ESTUDOS DE INTERACAO COM BIOMOLECULAS

Nesta se¢o, sdo apresentados os dados referentes aos estudos de interagdo com o DNA,

a BSA e a glutationa realizados com os compostos que foram sintetizados.
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Vale ressaltar que tanto a eletroforese em gel de agarose quanto os estudos de interacao
com BSA foram realizados em parceria pela Ma. Ana Luiza de Andrade Querino, do
Laboratorio de Sintese e Interacdes Bioinorganicas — SIBLab, chefiado pela Profa. Dra.

Heveline Silva, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.5.1 Titulagdes espectrofotométricas

Sabe-se que a interagao entre um complexo metalico € a molécula de DNA resulta em
perturbagdes eletronicas nessa biomolécula, as quais podem ser detectadas através de estudos
espectroscopicos. Dessa forma, a titulacdo espectrofotométrica ¢ um método bastante
empregado para se evidenciar a presenca (ou auséncia) de interagdes reversiveis entre ambos,
através de possiveis alteracdes nos espectros do complexo metalico a medida que aliquotas
sucessivas de DNA sao adicionadas a ele (VILLARREAL et al., 2017).

Por meio de tal experimento € possivel obter as constantes de interacdo entre os
complexos metalicos ¢ o DNA, permitindo-se, assim, avaliar a intensidade desse tipo de
interacao: quanto maior a constante, maior a interagdo entre esses compostos e o nucleotideo.
Para o célculo dessas constantes, ¢ utilizada a equag¢ao de Benesi-Hildebrand.

Partindo-se dessas informagdes foi avaliada a interacdo do DNA com os ligantes (CTZ,
KTZ, L1 e L2) e os complexos metalicos 1-10, realizada por meio da adi¢do de sucessivas
aliquotas de 10 pL de uma solugao tampao trisma HCIl (pH 7,4) contendo DNA-Calf timus a
cubeta do branco e a cubeta de quartzo contendo uma solugiio de concentragio 10~ mol. L' do
composto de interesse em dimetilsulfoxido, ja que ambos os compostos se mostraram insoliveis
em tampdo. Um volume total de 200 pL de DNA foi adicionado em ambas as cubetas. A titulo
de exemplificacdo, os espectros de absorbancia versus comprimento de onda dos complexos 4

e 9 estdo na Figura 52. Os espectros dos demais compostos se encontram no Apéndice E.
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Figura 52 - Espectros de absor¢ao na regido do UV-Visivel para os complexos 1 e 9.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os resultados dos experimentos de titulagdo UV-Vis com KTZ, L2 e seus complexos
(4,5, 6,9 e 10) mostraram ligeira diminui¢do na intensidade de absorbancia (hipocromismo)
da banda de absor¢do méxima selecionada de cada composto apds a adicdo de sucessivas
aliquotas de ct-DNA. O mesmo padrao foi observado para os complexos de Ag(I) quando a
solugdo foi titulada apenas com tampao. Isto sugeriu que o hipocromismo observado era devido
a um efeito de diluicao, o que indica que tais compostos ndo apresentam interacdes reversiveis
entre eles e o DNA. Estudos de titulagdo UV-Vis com os derivados do CTZ também foram
realizados, porém com excecdo do composto 8, ndo foi possivel obter uma banda de absor¢ao
clara para os demais compostos. Tal composto apresentou comportamento idéntico ao

observado para os compostos derivados do KTZ.
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Dessa forma, os resultados obtidos por meio dos experimentos de titulacdo
espectrofotométrica sugerem que os compostos analisados ndo interagem de forma reversivel

com a molécula de DNA.

4.5.2 Estudos de viscosidade

Considerada uma técnica bastante sensivel quanto a mudangas no
comprimento da cadeia do DNA, a viscosidade vem sendo bastante empregada em estudos de
interagdo entre diversos compostos com essa biomolécula. Tal método possibilita a distingao
entre os possiveis tipos de interacdo entre o composto ¢ o DNA, ja que interagdes
covalentes e ndo covalentes apresentam caracteristicas hidrodinamicas diferentes, causando
possiveis tor¢des, alongamento, abertura da dupla hélice e enrijecimento dessa biomolécula
(NAVARRO et al., 2004; BIEBRICHER et al., 2015, KELLETT et al., 2019).

Partindo-se dessa premissa, os estudos de viscosidade foram realizados em um
viscosimetro de Ostwald, utilizando-se solucao tampao Tris-HCl 5 mM (pH 7.4), 50 mM NaCl
contendo DNA Calf thymus (ct-DNA), a qual possibilitaria observar de forma mais sensivel
mudangas fisico-quimicas que poderiam ocorrer na solucio de DNA (COLINA-VEGAS,
VILLAREAL, NAVARRO, 2019). Ja em relacdo aos compostos, foram preparadas solugdes
estoque de concentra¢io da ordem de 102 M em dimetilsulfoxido, sendo que a cada medida, a
concentragdo deles era incrementada, ao contrario da concentragdo e do volume de DNA, que
eram mantidos constantes. Para haver uma padroniza¢do nas medidas e para que possiveis
mudangas viessem a ser observadas unicamente por meio do incremento da concentragao do
composto em estudo, o volume de DMSO foi mantido constante.

Dessa forma, o experimento foi realizado trés vezes, em duplicata e avaliou-se o tempo
de escoamento dessas solugdes, no caso, o tempo que elas levavam para passar entre os dois
meniscos do viscosimetro. Tendo posse desses valores, construiu-se o grafico de viscosidade
relativa pela razao das concentragdes dos ligantes e dos complexos metalicos 1-10 (Graficos 1

e2).
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Grifico 1 - Avaliagdo da viscosidade relativa do DNA para os compostos derivados do CTZ.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Grifico 2 - Avaliacdo da viscosidade relativa do DNA para os compostos derivados do KTZ.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
De acordo com os dados obtidos, observou-se que o acréscimo da concentragdo de

ambos os compostos nao interferiu na viscosidade do ct-DNA, o que indica que os compostos

analisados ndo interagem por intercalacdo com esta biomolécula.
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4.5.3 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Em razdo da influéncia do tamanho e da configuragdo da molécula de interesse, a
investigacao da migracdo do DNA durante a andlise pode ser abordada devido a diversidade de
conformagdes que essa biomolécula pode adotar. Um exemplo desse fenomeno € observado no
DNA plasmidial, que ¢ uma molécula circular capaz de existir em trés isOmeros
conformacionais: superenrolado ou superenovelado (SC), circulo relaxado ou circular aberto

(OC) e linear (L), conforme ilustrado na Figura 53 (KELLETT et al., 2019).

Figura 53 - Representagdo das trés formas predominantes da molécula de DNA plasmidial.

Circular aberto (OC) Superenovelado (SC)

Linear (L)

Fonte: adaptada de KELLETT (2019).

Em termos de mobilidade relativa através da matriz do gel, a forma OC tende a ser a
mais lenta, uma vez que seu formato ndo ¢ compacto como o SC, seguida pela forma L, que
apresenta baixa mobilidade devido ao seu comprimento, resultando em certa retencao.
Geralmente, a ordem de mobilidade é: SC > L > OC. No entanto, essa relacdo & constante
apenas sob determinadas circunstancias, sendo influenciada por fatores como o tamanho do
poro, a corrente, o peso molecular, o pH e o tampdo utilizados. Além disso, em situacdes em
que o gel ¢ corrido na presenca de agentes de intercalagdao (BE), a Forma SC pode ser induzida
a assumir a Forma OC devido a intercalagdo do corante nas bases nitrogenadas, o que reduz a
mobilidade eletroforética da molécula (KELLETT et al., 2019).

Dessa forma, a andlise do gel de eletroforese no DNA plasmidial foi realizada para
encontrar um possivel alvo bioldgico, a fim de racionalizar as excelentes atividades citotoxicas
e os indices de seletividade apresentados pelos compostos de Ag(l) em ensaios
antiproliferativos. Portanto, todos os derivados de CTZ e KTZ foram incubados a 25 p mol. L
' com DNA plasmidico circular pBR322 (100 ng) por 24h a 37°C e sua mobilidade

eletroforética do gel foi monitorada em uma corrida a 70 mV por 2h seguida de imagem. A
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cisplatina (CDDP), que ¢ um conhecido ligante de DNA e um importante metalofarmaco contra
doengas cancerigenas, foi utilizada como controle positivo.

Conforme mostrado na Figura 54, observou-se que o DNA ndo parece ter sua
mobilidade eletroforética alterada pela presenca de derivados de CTZ, comparado com a
amostra de DNA controle, sendo possivel supor que estes compostos sdo improvaveis
clivadores do DNA do pBR322 — ao contrario do CDDP — j& que nenhum deles interagiu
significativamente com moléculas de DNA. No entanto, os derivados KTZ poderiam induzir
uma presenca moderada das formas circulo aberto (OC) e linear (L) do DNA, enquanto
suprimiam a forma superenrolada (SC), o que poderia ser hipotetizado a partir de derivados
KTZ contendo grupos mais polares, proporcionando interagdes notaveis com estruturas de
DNA, porém nao suficientemente fortes para clivar a biomolécula ou alterar sua mudanga de

mobilidade do gel.

Figura 54 - Gel de eletroforese do plasmideo pBR322 (DNA) e do plasmideo pBR322 apds
24h e 37°C de incubagdo com CDDP e os derivados CTZ ¢ KTZ a 25 umol. L',

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Em resumo, estes resultados indicam que as atividades anticancerigenas de CTZ e KTZ
e seus derivados (L1, L2 e complexos 1-6) sdo mediadas por um mecanismo de agdo distinto

de outros complexos metélicos que t€ém como alvo o DNA.



112

4.5.4 Estudos de interacio com BSA por titulagdes espectrofotométricas

Os ions de prata podem formar complexos fortes com uma variedade de biomoléculas
contendo grupos tiol, como proteinas contendo cisteina ou metalotioneina. Portanto, as
interagdes com o Cys-34 da albumina livre e exposto ao solvente podem fornecer informagdes
valiosas sobre a absor¢do, biodisponibilidade e potenciais efeitos colaterais dos compostos de
coordenagao de prata (I) como agentes anticancerigenos (SHEN et al., 2003).

Dessa forma, a titulagdo de BSA com os compostos investigados pareceu diminuir a
banda de fluorescéncia de emissao a 340 nm, pelo menos em pequena extensao, como mostrado
na Figura 55. Notam-se diferencas entre seus aspectos estruturais e suas interagdes com esta

biomolécula.

Figura 55 - Espectros de emissd@o de BSA na concentragdo de 10 uM e comprimento de onda
de excitacdo de 280 nm foram registrados na presenga e auséncia de ligantes L1 e L2, bem
como seus complexos Ag(I) 1-6.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os resultados da fluorescéncia de emissdao mostraram que os complexos de prata (I) sdo
supressores mais eficazes do que os ligantes livres derivados do NHC, e isso também ¢

traduzido nas baixas constantes de ligagdo obtidas a partir das equagdes de Stern-Volmer

(Tabela 10).
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Tabela 10 - Constante de extingao (Ksv), constante de ligacao (Kp) e numero de locais de
ligagdo (n) para ligantes L1 e L2 e seus compostos derivados de Ag (I) interagindo com BSA.

Composto Ksv K n
(-10°M™1) (-10M™)
L1 0,13 0,056 0,7
L2 4,0 0,014 0,9
1 0,6 0,01 0,9
2 2,1 3,0 0,8
3 0,7 0,03 0,9
4 0,8 1,7 0,8
5 2,1 3,0 0,8
6 0,3 0,4 0,9

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O efeito do complexo 2 na intensidade de emissdo de fluorescéncia BSA ¢ mostrado na
Figura 56. Os compostos Ag(I)-NHC carregados positivamente tiveram um efeito maior na
diminui¢do da intensidade de emissdo da proteina - cerca de 78% e 70% de extingao de emissao
para 2 e 5, respectivamente, enquanto os analogos ndo carregados (complexos 1 e 4) extinguem
apenas 50% da fluorescéncia nas mesmas condi¢des. Isto ¢ importante porque a estrutura da
albumina tem um ponto isoelétrico em torno de 4,7 - 5,6, sugerindo que em condicdes
fisiologicas a proteina tem carga negativa. Esta caracteristica poderia levar a um aumento da
atragdo de pequenas moléculas cationicas com efeitos nas interagdes eletrostiticas e na
afinidade de ligagdo (NAVEENRAJ, ANANDAN, 2013).

Uma mudanga na posi¢cdo maxima da banda de emissdao pode ocorrer por mudangas na
hidrofobicidade e polaridade em torno da molécula cromofora. Tais resultados mostraram uma
mudanga batocromica. Isto resultou das interacdes entre os complexos Ag(I) carregados
positivamente e BSA, por exemplo, como mostrado na Figura 56 para o complexo 2, enquanto
0 pico maximo mudou de 340 nm para 356 nm. Segundo a literatura, isso pode indicar a
presenca de interacdes de curto alcance com Trp ou Tyr. BSA contém dois Trp, um esta
localizado no subdominio IA (Trp-134) e outro na bolsa hidrofébica do subdominio IIB (Trp-
212). O Cys-34 livre também esté localizado nas proximidades do antigo (SURYAWANSHI et
al., 2016).

O ligeiro desvio para o azul observado com o complexo 3 de 340 nm para 334 nm pode
estar relacionado a uma diminui¢do na polaridade ou a um aumento na hidrofobicidade em
torno do residuo Trp-212 localizado no local I (Figura 56) (NAVEENRAJ, ANANDAN,
2013).
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Figura 56 - A) Espectros de fluorescéncia de BSA com diversas concentragdes do complexo
2. A exc = 280 nm. B) Grafico logaritmico duplo para a interagao BSA: 3 em pH = 7,4 ¢ 298
K.

L
P E—
log(l, -1
e o
s =
-
-
-
-
-
.

log[Q]

Emission intensity (a.u.)

300 350 400 450 500
A (nm)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Esses resultados sugerem que a interacao eletrostética (ver valores de Ky dos compostos
carregados 2 e 5, Tabela 10) desempenha um papel mais relevante na interacdo do complexo -
BSA do que o residuo de aminoacido Cys34. Isto confirma que estes complexos de prata sao
muito estaveis nestas condi¢des. Algumas interagdes com aminodacidos isolados como
moléculas como a N-acetil-L-cisteina podem confirmar esta hipotese em trabalhos futuros. E
uma estratégia usada, por exemplo, para inferir sobre o alvo dos complexos de ouro (THOMAS

et al., 2020).

4.5.5 Estudos de interacido com GSH por titulacoes espectrofotométricas

Sabe-se que a glutationa (GSH) ¢ um alvo bem estabelecido no que se diz respeito a
obtengdo e ao estudo de substancias antitumorais. Diversas substincias que podem se ligar a
essa biomolécula podem ter sua atividade antitumoral diminuida. Dessa forma, a fim de se
avaliar o efeito dessas biomoléculas no potencial bioldgico dos compostos de ouro(l), foi
avaliada a interagdo da GSH com os complexos metélicos 7-10, realizada por meio da adi¢ao
de sucessivas aliquotas de 10 pL. de uma solucao aquosa contendo glutationa reduzida a cubeta
do branco e a cubeta de quartzo contendo uma solugdo de concentragio 10 mol. L' do
composto de interesse em dimetilsulfoxido, j& que ambos os compostos se mostraram pouco

soluveis em agua destilada. Um volume total de 150 uLL de GSH foi adicionado em ambas as
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cubetas. Os espectros de absorbancia versus comprimento de onda dos complexos 7-10 estao

na Figura 57.

Figura 57 - Espectros de absor¢do na regido do UV-Visivel para os complexos 7-10.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Nesses espectros, podemos observar que todos os complexos apresentaram
hipercromismo nos sinais de absorbancia, ou seja, com o acréscimo das aliquotas de GSH houve
um aumento no coeficiente de absor¢do, tal como indicado pelas setas presentes em ambos 0s
espectros. Além disso, os complexos derivados do KTZ (9 e 10) apresentaram efeito

hipsocromico, enquanto o composto de coordenagdo derivado do CTZ (8) apresentou efeito
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batocrémico. Ja no espectro do complexo organometalico 7, com a adi¢do da GSH, podemos
observar o surgimento de uma nova banda, na regido do ultravioleta, em 358 nm.

Também foram calculadas as constantes de interagao (Kp) para os complexos de Au(I)
(Tabela 11). Os compostos apresentaram valores de Ky na faixa de 10°— 10° o que indica que

ha uma forte interag@o entre a glutationa e os compostos de ouro estudados.

Tabela 11 - Dados obtidos das titulagdes espectroscopicas dos compostos com a GSH.

Composto Kb (mol. L)1 A (nm)
7 4,29x10* 296
8 1,67 x10° 261
9 5,50x10* 306
10 1,00x10° 306

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Tais resultados sugerem que os complexos metalicos de Au(I) reagem rapidamente com
a glutationa, provavelmente formando complexos estaveis com este tripeptideo devido a saida
de um dos ligantes e a coordenacdo do ion metalico ao enxofre do tiol. Tais mudancas
estruturais poderiam vir a afetar a estabilidade dos compostos na célula ou indicar uma forte
reatividade deles frente a diversas outras enzimas, tais como a TrxR que também contém
cisteinas em sua estrutura (KREZEL, BAL, 1999).

Vale ressaltar que esse estudo fornece apenas informagdes preliminares sobre a
atividade dos compostos com esse tripeptideo. Experimentos mais detalhados para uma

avaliacdo mais ampla da intera¢do entre os compostos € a glutationa sao necessarios.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram sintetizados e caracterizados dois sais imidazolicos, os ligantes
L1 e L2, derivados das reacgoes entre os azois CTZ ¢ KTZ com o iodometano. Foram também
obtidos os complexos organometalicos de prata(I) por meio da complexacao desses derivados
com o oxido de prata(I) [Ag(L1)(I)]. H2O (1), [Ag(L1):]I. 4CH2ClL> (2), [Ag(L2)(D)] (4) e
[Ag(L2)> ]I. 2CH2Cl> (5) e os complexos de prata(l) oriundos das reagdes entre os azdis € 0o
nitrato de prata(I), os compostos [Ag(CTZ):]NOs3 (3) e [Ag(KTZ)2]NO3 (6), com bons
rendimentos.

Foram também sintetizados os compostos organometalicos de ouro(I) [Au(L1)(CI)].
2CHCL (7) e [Au(L2)(CD)] (9) obtidos por meio de reacdes de transmetalacdo entre os
precursores de Ag(I) (1 e 4) com o cloro(tetrahidrotiofeno)ouro(I) e os complexos
[Au(CTZ)(CD)] (8) e [Au(KTZ)(C1)] (10) oriundos das reagdes entre os azois € o mesmo sal de
ouro(I), com rendimentos moderados.

Por meio da utilizagdo de todas as técnicas de caracterizagdo disponiveis, tais como
espectroscopia na regido do UV-Vis., infravermelho, massas, RMN de 'H e *C, analise
elementar e difragdo por raios X (complexo 7), tais compostos puderam ser caracterizados e
tiveram sua estrutura elucidada.

Os estudos de citotoxicidade investigaram o efeito desses compostos em diferentes
células tumorais e ndo tumorais, e os resultados revelaram que o complexo de prata(I) derivado
do ligante L1 (1), se mostrou dez vezes mais ativo que o seu ligante de origem frente as células
de adenocarcinoma metastatico de mama humana, uma linhagem bastante agressiva. Este
mesmo composto também foi pelo menos quinze vezes mais ativo contra c€lulas de carcinoma
mamario murino (4TI). J4 o complexo de ouro(]) (7) se mostrou seis vezes mais ativo que o seu
ligante de origem frente as células MDA-MB-231. Enquanto isso, L2 e seus complexos de
Ag(l) 4 e 5 exibiram atividade citotoxica significativa. Além disso, estes compostos
demonstraram excelente seletividade para células de melanoma da pele (B16-F1), com até 10
vezes mais atividade que as células normais. Tais resultados nos levam a constatar que o tipo
de coordenacdo ao ion metalico ¢ um fator importante no que se diz respeito a atividade
biologica dos compostos, nas linhagens estudadas.

Os estudos de interacdo dos ligantes e complexos metalicos com o DNA foram
realizados utilizando-se as técnicas: titulacdo espectrofotométricas, viscosidade e eletroforese

(somente para os compostos de prata(l)). Por meio desses ensaios foi possivel observar que o
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DNA ndo ¢ o alvo desses compostos e que, dessa forma, a citotoxicidade dessas moléculas pode
estar relacionada a outro alvo biomolecular.

Os estudos de interagdo com BSA, conduzidos por meio de titulagdes
espectrofotométricas, revelaram que os complexos de Ag(I) apresentam interagao eletrostatica
com essa proteina. Isso sugere a possibilidade de interagdo, transporte ou reten¢do desses
compostos pela BSA. Ja os experimentos de titulacdo espectrofotométrica realizados com GSH
e os complexos de ouro(I) (7-10) indicam uma forte interagdo entre esses compostos € a
glutationa. Essa observagao sugere uma reagdo rapida dos complexos metéalicos de Au(I) com
essa biomolécula, impactando potencialmente a estabilidade desses compostos na célula. Além
disso, a interagdo pronunciada com a glutationa sugere uma elevada reatividade em relacao a
outras enzimas, tais como a TrxR, que também contém cisteinas em sua estrutura.

Como frutos desse trabalho, além de gigantesco enriquecimento profissional e pessoal,
foram publicados um review e um artigo cientifico (Apéndice F), enquanto outro se encontra

em produgdo.
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APENDICE A - ESPECTROS NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Figura 58 - Espectro de IV do ligante CTZ.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 59 - Espectro de IV do ligante KTZ.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).



Figura 60 - Espectro de IV do complexo 2 em comparagdo com o ligante L1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 61 - Espectro de IV do complexo 5 em comparagao com o ligante L2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE B - ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEARDE 'HE
13C

Figura 62 - Comparacao dos espectros de RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6) dos ligantes
CTZ ¢ L1 e dos complexos 1 e 2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 63 - Comparacio dos espectros de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) dos ligantes
KTZ e L2 e dos complexos 4 e 5.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 64 - Comparagio dos espectros de RMN !*C (125 MHz, DMSO-d6) do ligante L1 e
dos complexos 1 ¢ 2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 65 - Comparagio dos espectros de RMN '*C (125 MHz, DMSO-d6) do ligante L2 e

dos complexos 4 ¢ 5.
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APENDICE C - ESPECTROS DE MASSAS

Figura 66 - Espectro ESI-MS do composto 1 (calc.: 359,1310; A(m/z)= 0,0004).

+ Scan (rt: 0.072-1.977 min)

x105 |+ESI Scan (rt: 0.072-1.977 min, 116 scans) Frag=20.0V MNCO150.d
825.1522
1.57

17| 350.1315
17 ] [CTZ(CH3)]"
0.75-]

0.57

0.25 179.0176
gt IR I O 550.6293 _ 749.5260 =

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 29500 3000

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 67 - Espectro ESI-MS do composto 4 (calc.: 547,1879; A(m/z)= 0,0788).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 68 - Espectro ESI-MS do composto 5 (calc.: 547,1879; A(m/z)= 0,0697).
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APENDICE D - ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Figura 69 - Estudo da estabilidade por RMN de 'H (DMSO-d6) do composto 2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 70 - Estudo da estabilidade por RMN de 'H (DMSO-d6) do composto 3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 71 - Estudo da estabilidade por RMN de 1H (DMSO-d6) do composto 4.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 72 - Estudo da estabilidade por RMN de 'H (DMSO-d6) do composto 5.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 73 - Estudo da estabilidade por RMN de 'H (DMSO-d6) do composto 6.
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APENDICE E — EXPERIMENTOS DE TITULACAO COM O DNA
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Figura 74 - Experimentos de titulacdo dos compostos: CTZ, KTZ, L1, L2 e complexos

metalicos (1-6) com 0-100 uL. de DNA (A) e 0-100 pL de tampao (B).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 75 - Experimentos de titulacdo dos complexos metalicos 7-10 com 0-200 puL de DNA.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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APENDICE F — ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORAMENTO

Figura 76 - Artigo publicado durante o doutorado.
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Silver(I) complexes containing N-heterocyclic carbene azole drugs:
Synthesis, characterization, cytotoxic activity, and their BSA interactions

Camila Aparecida da Silva dos Reis Condé®, Ana Luiza de Andrade Querino ® Heveline Silva ",
Maribel Navarro™

* Laboratério de Quimica Bicinorganica ¢ Catdlises (LaQBIG), Departamento de Quimica, Instituta de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de Juis de Fora, Juig de
Fora. MG, Brazil
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Horizonte, MG, Brazil

Fonte: Condé et al., 2023.

Figura 77 - Review publicado durante o doutorado.
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COMPOSTOS QUIM I()T‘ER:LPI COS DE OURO: UMA VISAO GERAL DOS COMPLEXOS ANTICANCER DE
Au(V/IIT} EM RELACAO A ESTRUTURA DO LIGANTE

Giset Y. Sanchez Delgado~*~, Camila A. 5. R. Condé®, Hélio F. Dos Santos® ¢ Maribel Navarro**
“Departamento de Quimica, Universidade Federal de Juiz de Fora, Campus Universitirio, 36036-900 Juiz de Fora— MG, Brasil

Recebido em 21/02/2020; aceito em 23/04/2020; publicado na web em 10/06/2020

GOLD CHEMOTHERAPEUTIC COMPOUNDS: AN OVERVIEW OF ANTICANCER Au(UIIN-COMPLEXES IN RELATION
TOTHE STRUCTURE OF THE LIGAND. Gold compounds engape an important place in the field of medicinal chemistry due to
their therapeutic properties. Since the last four decades, Au(l) and Au(III} complexes have attracted the attention of researchers due
Lo their anti-twmor proprieties and the different mechanisms of action they display in comparison to conventional anticancer platinum
compounds. Au(IVI) complexes can inhibit the activity of enrymes containing thiols including thioredoxin reductase; nevertheless,
the affinity for several therapeutic targets has been confirmed in recent years. The properties conferred by auxilizry ligands such
a5 phosphines (PR,) and N-heterocyclic carbenes (NHCs) 1o gold complexes have been key to the development of more promising
anticancer compounds. In the same way, it has happened with the inclusion of some multidentate ligands in Au(l1l) complexes,
increasing their stability and selectivity for tumor cells. In this review, we discuss the anticancer effects of Au(l) complexes containing
PR; and NHCs ligands as well as Au(IIl) complexes containing multidentate ligands especially those that have high cytotoxicity and
information on the mechanism of action, as well as attempts to target identification and validation.

Keywords: Au(l) complexes; Au(Ill} complexes; anticancer activity:; phosphines: N-heterocyclic carbenes.

Fonte: Delgado et al., 2020.



