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RESUMO

A busca por novos farmacos baseados em metais € motivada pela reconhecida
atividade de ions metalicos em diversos processos bioldgicos. Dentre os metais
explorados na medicina, existe um interesse crescente sobre a investigacdo de
complexos de galio e indio como agentes anticancer e antibacterianos. Este trabalho
descreve a sintese, investigacao estrutural e estudos biolégicos in vitro de novos
complexos de galio e indio com ligantes bases de Schiff. Os ligantes O,N,O-doadores
(benzoilacetona isonicotinoil hidrazona (Hz2L1) e 4-clorobenzoilacetona isonicotinoil
hidrazona (Hz2L2) sintetizados, foram entdo utilizados para a sintese dos complexos
octaédricos de Ga'' e In"'. Os ligantes e seus respectivos complexos ([Ga(L1)(HL1)]
(GaLl), [Ga(L2)(HL2)] (GaL2), [In(L2)(HL2)] (InL1) e [In(L2)(HL2)] (InL2), tiveram
suas estruturas investigadas pelas técnicas espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear, espectrometria de massas com ionizagao por “electrospray”, condutimetria,
espectroscopia de infravermelho e de UV-Vis, difracdo de raios X de monocristal,
ponto de fusdo e analise elementar. Através da marcacdo dos ligantes com o
galio-67, verificou-se uma maior lipofilicidade para o 8’GalL2, em comparag¢éo com o
6’Gal 1, através da determinacéo do Log de P, bem como uma maior estabilidade do
67GaL2 em soro humano e transferrina, embora ambos os compostos tenham
mostrado uma consideravel diminuicdo de estabilidade ap6s 24 h de incubacéao.
Estudos de interacéo in vitro dos complexos de Ga'' e In'"' com a albumina do soro
humano (HSA), evidenciaram uma interacdo moderada de todos os complexos com a
HSA, através de interacdes hidrofébicas espontaneas, onde a maior supressao da
HSA foi causada pelos complexos GalL2 e InL2, o que possivelmente pode estar
associado a uma maior lipofilicidade do HzL2. Para os estudos de interacdo com o
CT-DNA, os dados obtidos a partir de analises de viscosidade, espectroscopia de
dicroismo circular e de UV-Vis, sugerem uma interacdo reversivel dos complexos com
o CT-DNA com modo de ligacao nos sulcos, e com uma interacéo ligeiramente maior
observada para os complexos de Ga''. Ensaios de citotoxicidade com as linhagens
celulares MCF-7 (cancer de mama), PC-3 (cancer de préstata) e RWPE-1 (ndo
tumoral da préstata), mostraram que 0s complexos sdo mais ativos e seletivos contra
a linhagem celular MCF-7. Uma maior citotoxicidade foi observada para os complexos
com o HzL2, o que foi atribuido a maior lipofilicidade e maior permeabilidade celular
do complexo halogenado, como confirmado em testes de acumulacao celular dos
radiocomplexos (6’GaL1 e ¢’GaL2). O complexo InL2 foi 0 mais ativo entre todos os
compostos testados nos ensaios com a MCF-7, com valor de I1Cso ~ 3,8 vezes menor
gue o observado para o farmaco cisplatina (InL2 = 10,34 + 1,69 uM; cisplatina = 39,37
* 1,69 puM). Os ensaios anti-MTB revelaram uma potente atividade bioldgica dos
ligantes livres e dos complexos (onde os complexos GalLl e InL1 foram ligeiramente
mais ativos), com valores observados de CIMgo (ug/mL) entre 0,419 + 0,05 e
1,378 £ 0,21, os quais estdo na ordem de 7 a 24 vezes menores que o0 valor maximo
considerado para subsequentes testes com a MTB (10 pg/mL), portanto, sugerindo
uma promissora atividade biol6gica dos compostos investigados neste trabalho frente
a Mycobacterium tuberculosis.

Palavras-chave: Galio; indio; Base de Schiff; Atividade Bioldgica.



ABSTRACT

The search for new metal-based drugs is motivated by the recognized activity of metal
ions in several biological processes. Among the metals explored in medicine, there is
a growing interest in the investigation of gallium and indium complexes as anticancer
and antibacterial agents. This work describes the synthesis, structural investigation
and in vitro biological studies of new gallium and indium complexes with Schiff base
ligands. The synthesized O,N,O-donor ligands (isonicotinoyl benzoylacetone (HzL1)
and 4-chlorobenzoylacetone isonicotinoyl hydrazone (H2L2), were then used for the
synthesis of the Ga'' and In"" octahedral complexes. The ligands and their respective
complexes ([Ga(L1)(HL1)] (GaLl), [Ga(L2)(HL2)] (GaL2), [In(L1)(HL1)] (InL1) and
[In(L2)(HL2)] (InL2), were investigated by nuclear magnetic resonance spectroscopy,
electrospray ionization mass spectrometry, conductimetry, UV-Vis and infrared
spectroscopy, single crystal X-ray diffraction, melting point and elemental analysis. By
labeling the ligands with gallium-67, it was verified greater lipophilicity for ¢’GalL2,
compared to 8’GalL 1, by log P determination, as well as greater stability of 6’GaL2 in
human serum and transferrin, although both compounds have shown a considerable
decrease in stability after 24 h of incubation. In vitro interaction studies of the Ga"' and
In'"complexes with human serum albumin (HSA) evidenced a moderate affinity of all
compounds with HSA, through spontaneous hydrophobic interactions, where the
greatest suppression of HSA was caused by the complexes GaL2 and InL2, which can
be possible associated to the higher lipophilicity of H2L2. For the CT-DNA interaction
studies, the data obtained from the viscosity, circular dichroism and UV-Vis
spectroscopy analyses suggest a reversible interaction of the complexes with CT-DNA
by groove mode binding, with a slightly greater interaction observed for the Ga'
complexes. Cytotoxicity assays with MCF-7 (breast cancer), PC-3 (prostate cancer)
and RWPE-1 (non-tumoral prostate cancer) cell lines showed that the complexes are
more active and selective against the MCF-7 cell line. A greater cytotoxicity was
observed for the complexes with H2L 2, which was associated to the greater lipophilicity
and greater cell permeability of the halogenated complex, as confirmed by cellular
uptake tests with the radiocomplexes (’GalL1 and ¢’GalL2). InL2 complex was the
most active among all compounds tested in the MCF-7 assays, with I1Cso value ~ 3.8
times lower than that observed for the cisplatin drug (InL2 = 10,34 + 1,69 uM;
cisplatin = 39,37 + 1,69 uM). The anti-MTB assays revealed a potent biological activity
of the free ligands and complexes (where GalL1l and InL1 complexes were slightly
more active), with MICgo (ug/mL) values observed from 0,419 + 0,05 to 1,378 + 0,21,
which are in the order of 7 to 24 times lower than the maximum value considered for
subsequent tests with MTB (10 pg/mL), therefore, suggesting a promising biological
activity of the compounds investigated in this work against Mycobacterium
tuberculosis.

Keywords: Gallium; Indium; Schiff base; Biological activity.
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INTRODUCAO

1.1 Os metais e a vida

Embora ainda exista um constante debate referente a classificacdo de certos
elementos como essenciais, ndo essenciais ou apenas toxicos para certos
organismos vivos, considera-se, especificamente para os seres humanos, a existéncia
de 20 elementos essenciais para a vida (ZORODDU et al., 2019). Destes, apenas 11
correspondem a 99,9% da composicdo por massa do corpo humano (hidrogénio,
carbono, nitrogénio, oxigénio, calcio e fosforo, sédio, magnésio, enxofre, cloro e
potdssio), no entanto, com 99,0% da composi¢cdo sendo atribuida apenas aos
elementos C, O, N e H. Aos quatro ions do metais ja citados (ions Na*, Mg?*, K* e
Ca?*), que correspondem a maioria do contetido de ions metalicos no corpo humano
(99,0%), somam-se 0s metais manganés, ferro, cobalto, cobre, zinco e molibdénio,
normalmente designados como elementos traco, dos quais o ferro possui a maior
abundancia (~5 g em um individuo com 80 kg) (DA SILVA; WILLIAMS, 2001;
CRICHTON, 2012; CRICHTON; LOURO, 2019). Na figura 1, destaca-se na tabela
periodica os elementos quimicos considerados essenciais para a vida (metais e nao

metais).

Figura 1 - Tabela periddica biologica. Os elementos representados na cor azul estdo
presentes na maioria dos seres vivos. Na cor verde, destaca-se 0s elementos restritos
a alguns tipos de organismos. O cromo (Cr), cor cinza, tem sido questionado como
elemento essencial devido ao seu efeito carcinogénico (VINCENT, 2017).
(*lantanideos e actinideos omitidos).

@ Elementos essenciais (Maioria dos seres vivos)
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Fonte: Adaptacéo de Leitdo (2021) a partir de MARET, 2016.
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Na forma de ions livres ou como complexos, os metais estdo envolvidos em
processos biolégicos fundamentais para a vida. O sodio e o potassio, por exemplo,
sd0 necessérios para o equilibrio osmatico, além de atuarem como contra-ions de
espécies negativamente carregadas (SIGEL; SIGEL, 2019). Os metais de transicao,
normalmente associados a proteinas, participam de inumeras fungcbes, como
transferéncia de elétrons, transporte de oxigénio, fixacdo de nitrogénio, etc.
(MCCLEVERTY, 2003). Mais de 30% das proteinas se ligam a metais (CRANS;
KOSTENKOVA, 2020), onde andlises do genoma humano mostram a presenca de
mais de 500 metaloproteinas apenas de ferro (ZORODDU et al., 2019).

O ditado de Paracelsus (1493-1541), médico, alquimista, mistico e filésofo
suico: “Todas as coisas sdo venenosas e nada € sem veneno; apenas a dose garante
que algo nao seja veneno”, é um perfeito exemplo para falarmos sobre a presenca de
metais no corpo humano (CRICHTON, 2012). O acumulo de ions metélicos essenciais
e ndo essenciais nos seres humanos (acumulo por intoxicacdo alimentar, fatores
genéticos, etc.), esta associado a diversas doencas, podendo em alguns casos levar
a morte (SIGEL; SIGEL; SIGEL, 2013). Por outro lado, a deficiéncia de ions metélicos
- incluindo os que estdo presentes em baixissimas concentracdées no organismo

(elementos traco) - também esta associada a diversas enfermidades (tabela 1).

Tabela 1 - Alguns problemas de salde causados pela deficiéncia de metais
(essenciais) no corpo humano.

Metal Efeitos da deficiéncia no corpo humano

Célcio Retardo da maturacdo esquelética
Magnésio Caimbras musculares

Manganés Infertilidade, deformacéo 6ssea
Ferro Anemia, desordens imunolégicas

Cobalto Anemia perniciosa

Cobre Doencas vasculares, doencas hepaticas, anemia
secundaria
Zinco Danos a pele, retardo do crescimento, retardo da

maturacao sexual

Fonte: Adaptacéo de Leitdo (2021) a partir de KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013.
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Ambos os casos citados (deficiéncia ou excesso de metais), reforcam a
importancia de pesquisas na area de quimica bioinorganica, visando resolver
problemas relacionados a saude humana.

Com o conhecimento que temos nos dias atuais, entender que a vida depende
dos elementos metalicos € uma conclusédo obvia. No entanto, como citam Freisinger
e Sigel (2019), as incontaveis reacfes quimicas com a presenca de metais em
diversos processos bioldgicos, nos mostram que apenas comegamos a “arranhar a
superficie da compreensao” sobre os processos altamente complexos que ocorrem
com a participacdo de metais nos organismos vivos. Com o entendimento de tais
processos poderemos, por exemplo, explorar as propriedades Unicas dos metais para
o desenvolvimento de novos compostos para terapias e diagnosticos de doencas
(SPENCER; WALDEN, 2018; BERTINI et al., 2007).

1.2 Compostos metélicos na medicina

O uso de metais visando o tratamento de doencas néo € recente, com registros
gue remontam 5000 anos de historia. Os egipcios usaram cobre para esterilizar 4gua
por volta de 3000 anos A.C., enquanto o ouro foi utilizado, em uma variedade de
compostos, por arabes e chineses, had aproximadamente 3500 anos (ORVIG;
ABRAMS, 1999). Na Grécia, sais de magnésio foram mencionados como laxantes por
Hipocrates (460-377 A.C), considerado o pai da medicina (SIGEL, 2004). Diante de
inUmeros exemplos, o fato é que por muitos séculos compostos inorganicos foram
usados apenas de forma empirica, com pouco ou nenhum conhecimento sobre os
seus mecanismos de acdo (BERTINI et al., 2007). No entanto, pouco mais de
100 anos atrds, a quimica inorganica medicinal comecou, como resultado do
desenvolvimento cientifico, a ser desenvolvida de uma forma mais racional. Como
exemplos, o dicianoaurato de potassio K[Au(CN)z] foi utilizado no inicio do século XX
para tratar a tuberculose, enquanto o composto organometalico arsfenamina,
desenvolvido por Paul Ehrlich, considerado o pai da quimioterapia, foi utilizado para o
tratamento da sifilis (ORVIG; ABRAMS, 1999).

Apesar do uso promissor de compostos metalicos na medicina no inicio do
século XX, foi apenas na década de 60 que a quimica bioinorganica, de forte carater

interdisciplinar, tornou-se uma area de pesquisa independente. Isto foi possivel devido
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ao auxilio de diversas areas do conhecimento (biologia, fisica, medicina, etc.), as
quais contribuiram para o desenvolvimento de importantes técnicas experimentais.
Também se cita os esforcos visando a elucidacdo de mecanismos de reacdes
organicas, inorganicas e bioquimicas (KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013). Dentre
os fatores que incentivaram a aplicacdo de compostos bioinorganicos na medicina
(figura 2), destaca-se a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina, que sera

discutida a sequir.

Figura 2 - Algumas aplicacdes de metais na quimica inorganica medicinal.
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Fonte: Autoria prépria.

1.2.1 A descoberta da atividade antitumoral da cisplatina e o desenvolvimento

da quimica inorgéanica medicinal

“An American journal of almost equal distinction had turned the manuscript
down because a referee had commented that it was not noteworthy since so
many new drugs with activity were being found”. Barnett Rosenberg
(ROSENBERG, 1999)

A frase de Barnett Rosenberg (1926-2009) citada acima, refere-se a sua
primeira tentativa de reportar a atividade antitumoral do complexo

cis-diaminodicloretoplatina(ll), ou simplesmente cisplatina, figura 4(a), em testes
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in vivo com camundongos portadores de sarcoma 180 e leucemia L1210. Obviamente,
Rosenberg ndo se convenceu com o revisor da “distinta” revista, ja que logo depois
submeteu e conseguiu a aceitagcédo do trabalho sob sua lideranca na famosa revista
Nature, em 1969. (ROSEMBERG et al., 1969). Anos antes (por volta de 1965), ao
investigar os efeitos da aplicacdo de uma corrente elétrica sobre bactérias E. coli, em
um meio tamponado e com o uso de eletrodos de platina, Rosenberg observou que a
divisdo celular das bactérias foi inibida. Posteriormente, Rosenberg e o seu grupo
descobriram que a inibicdo da divisdo celular ndo era causada pela corrente elétrica
aplicada, mas sim devido a presenca de compostos de platina, gerados no
experimento a partir dos eletrodos contendo o metal. (ALDERDEN; HALL; HAMBLEY,
2006). Subsequentes estudos em humanos confirmaram a potente atividade
anticancer da cisplatina, onde testes clinicos foram iniciados em 1971 e, em 1978, a
FDA (do inglés, Food and Drug Administration) aprovou o uso da cisplatina no
tratamento de tumores avancados de testiculo, ovario e bexiga, o que posteriormente
foi estendido para outros tipos de tumores (RIDDELL; LIPPARD, 2018).

Apesar da elevada complexidade em entender-se 0s inUmeros processos que
envolvem a atuacdo de farmacos no corpo humano (absorcéo, interacbes com
biomoléculas, toxicidade, etc.), o que explica a ainda existente publicacdo de novos
resultados sobre a acdo antitumoral da cisplatina mesmo apés mais de 50 anos de
sua descoberta, os mecanismos de acdo deste farmaco sdo considerados
relativamente bem conhecidos, sendo o DNA o alvo critico de sua atividade anticancer
(CRICHTON, 2012).

Em uma suscinta descricdo dos mecanismos da acdo antitumoral da cisplatina
(figura 3), sabe-se que a mesma acessa o interior da célula por difusdo passiva na
membrana celular, ou por difuséo ativa mediada por transportadores de cobre (Ctrl e
Ctr2) bem como por transportadores de cations organicos poliespecificos (OCTS).
Evidéncias também indicam que proteinas ATPases do tipo P (transportadoras de
cobre) regulam o efluxo da cisplatina (WANG; LIPPARD, 2005; CRICHTON, 2012).
No interior da célula, a baixa concentracdo de ions cloreto no citosol, em relacdo ao
ambiente extracelular, favorece a hidrélise do complexo cisplatina (cis-[PtCl2(NHz3)2)]),
levando a formacéo dos complexos cis-[PtCI(H20)(NHz)2]* e cis-[Pt(H20)2(NH3)2]**, os
quais sdo mais ativos para a interacdo com o DNA. O centro metéalico de platina

liga-se covalentemente a posi¢cao N7 das purinas (preferencialmente a guanina devido

29



ao seu maior carater nucleofilico), formando majoritariamente ligacbes cruzadas
1,2-intrafita e 1,3-intrafita. A formacédo dos adutos Pt-DNA modifica a estrutura da
biomolécula, comprometendo vérias fun¢des, como a replicacdo e a transcrigéo,
podendo levar a morte celular programada (apoptose) (ROCHA et al., 2018;
ALDERDEN; HALL; HAMBLEY, 2006; WANG; LIPPARD, 2005).

Figura 3 - Mecanismo simplificado da agcdo anticancer da cisplatina. Influxo da
cisplatina no ambiente intracelular através de difusdo passiva ou ativa, efluxo da
cisplatina e suas reacdes de hidrélise no citosol (a), representacado das ligacdes
cruzadas 1,2-intrafita e 1,3-intrafita da cisplatina com o DNA através da base
nitrogenada guanina (b).

d Efl
uxo
( ) Extracelular CTR1
ou .
ATPases (Ex: ATP7B)
.
[CI7~100 mM OCTs -
Plasma sanguineo A
Difusido
H,0 +
HaNg,,. =S el "Pi‘"“\CI HaNll""F"c"‘\\\OH2
Pt
HN? g HN®T NG VN v
ot cr
Cisplatina
P Difusdo Hz0
passiva cr
Intracelular
A 2+
[cn _4 10 mM H3N,v,h.. J\\\\OHz
Citosol Pt
1 HNY Vo,
_ .. Pl ’ ligagéo cruzada ligagéo cruzada Bl e
HsNy, ) . \OH, . 1,2-intrafita 1,3-intrafita
Pt /:5\ NH NH
HNY NG . gl B 5
L ] / Nucleo B NH ~NH, i o--Hn7 " Citosina
e - > e v NH
r 12+ j/ ’7<,N / N—H _N>_:\ /;
HsNin.,,Pr..\\\OHz Q%c_ﬂ GuaninaN_—_’(N\H,c;
HN® “WoH, T I

Fonte: Autoria propria.

A cisplatina ainda é considerada de grande importancia para a quimioterapia
do céancer nos dias atuais, sendo utilizada, por exemplo, no tratamento de cancer

testicular. Para este tipo de tumor, a cisplatina apresenta cerca de 90% de chances
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de cura, podendo este valor chegar proximo aos 100% quando a deteccdo da doenca
€ realizada em seu estagio inicial de desenvolvimento (WANG; LIPPARD, 2005).
Antes da aprovacdo da cisplatina, a chance de cura do céancer testicular era
consideravelmente menor (<10%) (WILSON; LIPPARD, 2014). Isto exemplifica a
grande importancia deste farmaco no tratamento quimioterapico atual.

Apesar da forte atividade da cisplatina frente a alguns tipos de cancer, diversos
efeitos adversos severos (incluindo neurotoxicidade) limitam o seu uso na terapia.
Grande parte da cisplatina interage com biomoléculas ao entrar no plasma sanguineo.
Além disso, apenas 5-10% da concentracdo do farmaco que consegue atingir o
ambiente intracelular consegue interagir com o seu principal alvo, o DNA. As
interacdes indesejadas da cisplatina com diversas biomoléculas explicam ndo apenas
a sua elevada toxicidade, mas também o aparecimento de mecanismos de resisténcia
das células tumorais contra este farmaco (GOMEZ-RUIZ et al., 2012). Desta forma,
um enorme esforco foi realizado pela comunidade da quimica inorganica medicinal,
desde a descoberta da atividade anticancer da cisplatina, pela busca de novos
complexos de platina (incluindo complexos octaédricos de Pt'V) menos toxicos e mais
eficientes para o tratamento do cancer (O'DWYER; STEVENSON; JOHNSON, 1999).

Mesmo com a enorme guantidade de novos compostos de platina testados
como agentes anticancer, apenas uma minoria conseguiu avancar para o uso clinico.
Os complexos de platina aprovados para o tratamento do cancer em nivel mundial
incluem, além da cisplatina, a carboplatina e a oxaliplatina (figuras 4(b) e 4(c)). A
nedaplatina, a lobaplatina e a heptaplatina, foram aprovadas para uso no Japéo, China
e Coreia do Sul, respectivamente (figuras 4(d), 4(e) e 4(f)) (CRICHTON, 2012).
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Figura 4 - Complexos de platina utilizados no tratamento do cancer.
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Fonte: Autoria prépria.

A descoberta da cisplatina e o grande sucesso de sua aplicagdo como agente
antitumoral, pode ser considerado um marco no desenvolvimento da quimica
inorganica medicinal, afinal, demonstrou-se através da medicina moderna que
compostos contendo metais, incluindo os ndo essenciais, podem ocupar um lugar de
destaque na busca por novos medicamentos. Em conjunto com a exploracao de novos
compostos de platina, uma grande variedade de elementos metalicos tem se mostrado
promissores como agentes terapéuticos. Nas Uultimas duas décadas, complexos
metalicos de ruténio, ferro, titanio, paladio, ouro, cobre e galio, dentre outros,
alcancaram a fase de testes clinicos em humanos para o tratamento de diversas
doencas (FREI et al., 2020). Seguindo os objetivos deste trabalho, seréo discutidas a
seguir as caracteristicas quimicas e a aplicacdo na quimica inorganica medicinal de

compostos contendo os metais galio e indio.
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1.3 Galio e indio: descoberta e propriedades

O metal galio (Ga), foi descoberto no ano de 1875 pelo quimico francés
Paul-Emile Lecoq de Boisbaudran, como elemento tragco presente em amostras de
sulfeto de zinco. Utilizando técnicas espectroscopicas recém desenvolvidas, o quimico
francés observou a presenca de bandas espectrais até entdo desconhecidas, as quais
foram atribuidas ao novo elemento. Esta descoberta representa um interessante
acontecimento na histéria da quimica, uma vez que o quimico russo Dmitri Mendeleev
ja havia previsto a existéncia do galio poucos anos antes de sua descoberta (1871).
Mendeleev reportou o elemento pelo nome “eka-aluminum”, que significa “abaixo do
aluminio”, e descreveu as propriedades esperadas para o elemento (CHITAMBAR,
2018; BERNSTEIN, 2005; RODGERS, 2011). Analisando-se as propriedades
previstas por Mendeleev, com os dados experimentais obtidos por Lecoq de
Boisbaudran (tabela 2), verifica-se uma grande semelhanca entre os dados, o que

comprova o grande feito de Mendeleev.

Tabela 2 - Comparacao entre as propriedades previstas por Dmitri Mendeleev para o
“eka-aluminum” em 1871, com as propriedades determinadas experimentalmente por
Paul-Emile Lecoq de Boisbaudran em 1875.

Previsbes de Mendeleev Propriedades do galio
para o “eka-aluminio” (1871) observadas por De
Boisbaudran (1875)

Peso Atdmico ~68 69,9
Valéncia 3 3
Densidade, g/cm? 5,9 5,93
Ponto de Fuséo Baixo 30,1°C
Volatilidade Baixo Baixo
Formula do 6xido M203 Ga20s3
Formula do cloreto MCls GaCls

Fonte: Adaptado de Leitdo (2021) a partir de RODGERS, 2011.
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Como um solido, o galio é um elemento macio, com um coloracdo branca-
azulada. O metal se funde em temperatura ambiente e permanece no estado liquido
até a temperatura de 2403°C, sendo assim o elemento que permanece no estado
liquido no maior intervalo de temperatura conhecido (RODGERS, 2011,
HOUSECROFT; SHARPE, 2012). Presente no mesmo grupo do galio, o metal indio
(In) foi descoberto em 1863 pelos aleméaes Ferdinand Reich e Hieronymous Theodor
Richter, através de amostras de minério de zinco. Assim como o galio, o indio foi
descoberto através de técnicas espectroscopicas, tendo o seu nome derivado da
observacao da cor azul “indigo” em seu espectro. Constitui-se como um metal macio,
brilhante, de coloracéo branco-prateado, com pontos de fusdo e de ebulicdo de 157 e
2072°C, respectivamente (GUNN, 2014). O gélio e o indio sdo metais de pés-transicdo
(grupo 13 da tabela periddica) com configuracdes eletronicas [Ar]3d° 4s2 4p! e
[Kr]4d195s25pt, respectivamente. Em meio aquoso, esses metais podem estar
presentes como ions Ga3* e In%*, sendo classificados como acidos duros, possuindo
uma grande afinidade por &tomos de N e O. Estes ions também possuem afinidades
por atomos macios, como o enxofre, o que torna a quimica em solugéo do Ga''e do
In"" mais variada que a observada para o Al Ressalta-se, no entanto, que o In'"
possui uma tendéncia maior que o Ga'' de se ligar com mais eficiéncia a atomos
macios, devido ao seu menor carater de dureza. Além disso, diferentemente do galio,
o indio pode expandir seu numero de coordenacdo de 6 para 7 ou 8 em seus
complexos (WADAS et al., 2010; PRADO et al., 2021). Por apresentarem configuracao
eletronica d'°, os ions Ga3®* e In®* (diamagnéticos) possuem energia de estabilizagdo
do campo cristalino igual a zero, e, portanto, a geometria de seus complexos sera
dominada por fatores estéricos dos ligantes (ZHENG et al., 1996; LEWIS;
WINDHORST; ZEGLIS, 2019).

Um dos grandes desafios de se trabalhar com sais de Ga"' e In'' em meio
aquoso, especialmente para aplicagdes biologicas, consiste na formacao de espécies
polinucleares em uma ampla faixa de valores de pH, como resultado da hidrolise de
ambos os ions, onde em meio fisiolégico (pH = 7,4) observa-se a formacédo de
precipitados. Na tabela 3, apresenta-se os valores de pK calculados para cada
espécie de galio e indio em solugédo aquosa, com a solubilidade (uUM) de cada ion no

valor de pH 7,4.
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Tabela 3 -Valores de pK da sequéncia de hidrélise dos ions Ga3* e In®* (forca i6nica
0,15 M), com valores de solubilidade (uM) em pH = 7,4. “M” corresponde aos metais
galio ou indio.

Sequéncias de hidroélise Ga®* In%

[M(H20)6]** = [M(OH)(H20)s]** + H* pKi 3,09 4,49

[M(OH)(H20)s]*? = [M(OH)2(H20)4]* + H*  pK, 3,55 4,07
[M(OH)2(H20)4]** = [M(OH)3(H20)s] + H*  pKs 4,40 4,58

[M(OH)3(H20)s] = [M(OH)4(H20)2] +H*  pKsa 6,05 9,42

Solubilidade total (uM), pH =7,4 1 0,06

Fonte: Adaptado de Leitdo (2021) a partir de HARRIS; MESSORI, 2002.

Nas condicdes fisioldgicas, o galio esta presente em solucdo em grande parte
como Ga(OH)4",(anion galato), com apenas uma pequena por¢do da espécie neutra

Ga(OH)s. Por esta razdo, o Ga' possui uma maior solubilidade em solucéo aquosa
com valor de pH fisiolégico em relagédo ao ion In"", que no mesmo meio existe quase
completamente na forma da espécie neutra In(OH)s (HARRIS; MESSORI, 2002). No
entanto, em solu¢des aquosas (pH = 7,4) com elevadas concentracGes de Ga'
(na ordem de mM), verifica-se a formacéo de precipitado, devido a maior presenca da
espécie neutra Ga(OH)s (HARRIS; MESSORI, 2002; DABROWIAK, 2017). A
precipitacdo das espécies neutras estd relacionada com a sua tendéncia de

associacao para formar complexos di-, tri- e polinucleares com ligantes hidroxo (OH")

e oxo (Oz2), os quais sao insolaveis (DABROWIAK, 2017).

Tendo em vista os problemas associados a insolubilidade dos compostos de
galio(lll) e indio(lll) em meio aquoso nas condi¢des fisiologicas, torna-se essencial o
desenvolvimento de compostos com ligantes que possam prevenir a precipitacao
destes metais em solucéo, evitando assim o comprometimento da aplicagédo de tais
compostos na medicina, como sera discutido posteriormente.

Um importante ponto a ser discutido referente a aplicacdo de compostos

contendo Ga'' e In"" aplicados a medicina, refere-se as similaridades quimicas desses

35



metais com o Fe''. Como verificado na tabela 4, os ions desses metais apresentam
semelhancas em diversos aspectos, com destaque para os ions Ga3®* e Fe3*, os quais
apresentam valores muito proximos de raio ibnico, afinidade eletronica e
eletronegatividade (BERNSTEIN, 1998). Adicionalmente, assim como os ions Ga3*e
In%*, que possuem configuracéo eletrénica d'°, o ion Fe®* (d°, spin alto) também possui
energia de estabilizacdo do campo cristalino igual a zero, o que aproxima ainda mais

a quimica desses ions frente a bioligantes em meio aquoso.

Tabela 4 - Alguns parametros quimicos dos ions Fe3*, Ga3* e In®*.

Parametro Unidade Ga®* Fe3* (spin alto) In3*
Raio ibnico (octaédrico) A 0,620 0,645 0,800
Raio idnico (tetraédrico) A 0,47 0,49 0,62
Potencial de ionizagao

, o eV 64 54,8 54
(4° potencial de ionizacéo)
Afinidade eletronica

. L eV 30,71 30,65 28,03
(3° potencial de ionizacéo)

o _ Unidades de
Eletronegatividade (Pauling) ) 1,81 1,83 1,78
Pauling

Fonte: Adaptado de Leitdo (2021) a partir de BERNSTEIN, 1998.

Apesar das diversas similaridades entre os ions Ga®*, In%* e Fe3®, estas
espécies se diferem em relacdo a atividade redox. Em meio fisiol6gico, o gélio e o
indio ndo participam de reacBes redox, portanto, permanecendo no estado de
oxidacao Il (HARRIS; MESSORI, 2002), diferentemente do ferro, que desempenha
diversas funcbes fisiologicas através de processos redox, alternando entre as
espécies nas quais apresenta os estados de oxidacéo Il e Il (KIRCHEVA; DUDEV,
2021).

A semelhanca com o fon essencial Fe3*, somada a inatividade redox em meio
fisioldgico, € considerado um ponto chave para a exploracdo de compostos de galio
como agentes antitumorais e antibacterianos. Pesquisas tem evidenciado que células
tumorais e bactérias requerem uma quantidade superior de ferro para se

desenvolverem, comparado as células normais (MANZ et al., 2016; CHITAMBAR,;
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ANTHOLINE, 2013; KANEKO et al., 2007). Desta forma, compostos de galio tém sido
considerados uma promissora estratégia para, ao competirem com ferro em meio
biolégico, inibirem processos ferro-dependentes necesséarios ao desenvolvimento de
tumores malignos ou bacterias (CHITAMBAR, 2016; CHEN et al., 2007; MITIDIERI et
al., 2021; BEST et al., 2020). Embora existam trabalhos na literatura que mostrem a
potencialidade de compostos de In'' como agentes antitumorais e antibacterianos,
ainda sao consideradas “praticamente inexploradas” as atividades de compostos com
este metal em sua forma néo radioativa, ao contrario de compostos com o indio-111,
0s quais sao reconhecidamente explorados na area de radiofarmacos (MERLI et al.,
2018; BERALDO, 2020).

No livro “General Chemistry”, escrito pelo famoso quimico Linus Pauling (1901-
1994), encontra-se em breves linhas dedicadas aos metais galio, indio e talio a
seguinte informacéao: “The elements of group lllb—gallium, indium, and thallium—are
rare and have little practical importance” (traduzido para o portugués: “Os
elementos do grupo lllb - galio, indio e talio — sdo raros e possuem pequena
importancia préatica”). Nado podemos culpar Pauling por tal afirmacéo, afinal na época
em que publicou a ultima verséo de seu livro, no ano de 1970, tais elementos ainda
figuravam de forma timida entre os elementos quimicos. Ao analisarmos os dias
atuais, tendo como exemplo a aplicacéo do galio na medicina, vemos que a afirmacao
de Pauling ja ndo corresponde a realidade. Apesar de ndo serem metais essenciais
em sistemas bioldgicos, pesquisam tém evidenciado caracteristicas importantes de
compostos de galio e, em menor proporcao, de indio, para o tratamento de diversas

patologias, como sera visto a seguir.

1.4 Compostos de galio e indio com atividade anticancer e anti-Mycobacterium

tuberculosis

1.4.1 Cancer

Segundo o Instituto Nacional do Cancer - INCA, céancer é o termo dado para
mais de 100 diferentes tipos de doencas malignas causadas por um conjunto de
células de crescimento anormal e incontrolavel, capazes de invadir tecidos por todo o
corpo de forma agressiva (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2020).
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O Relatorio sobre 2020 da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) sobre o
Cancer, o qual define estratégias para prioridades, investimentos e fornecimento de
cuidado para todos, indica que “A resposta global ao cancer tem sido desigual e
injusta”, ja que ha desigualdade no acesso a tratamentos eficazes, o que faz com que
paises com Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) inferiores tenham taxas de
mortalidade mais altas, tornando assim o cancer um sério problema de saude
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). O relatério ainda afirma que o
desenvolvimento de pesquisas em varios dominios é importante para se obter novas
alternativas contra essa doenca, que podem ser transformadas em politicas e
programas para acdes preventivas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020),
mostrando assim a importancia de pesquisas voltadas para o diagndéstico precoce e 0
tratamento do cancer.

Uma em cada seis mortes em 2018 (9,6 milhdes de mortes), foi relacionada a
um tipo de cancer, tornando essa doenca a segunda maior causa de morte em todo o
mundo. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021?). No Brasil, a estimativa da
incidéncia de novos casos de cancer, somente em 2020, foi de 316.280 em mulheres,
e 309.750 em homens (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2021). Entre os cinco
tipos de cancer com maior incidéncia no mundo em 2020, tabela 5, o cancer de mama
foi o mais incidente em mulheres (2.261.419 novos casos), enquanto para os homens
foi verificada uma maior incidéncia do cancer de prostata (1.414.259 novos casos)
levando a morte 375.000 pessoas em todo o mundo em 2020 (SUNG et al., 2021).

Tabela 5 - NUumero estimado de novos casos dos cinco tipos de cancer que tiveram
maior incidéncia em homens e mulheres de todas as idades no ano de 2020.

Céancer Numero
Todos os tipos 19.292.789
Mama 2.261.419
Pulméo 2.206.771
Colorretal 1.931.590
Prostata 1.414.259
Estdmago 1.089.103

Fonte: Adaptado de Leitdo (2021) a partir de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020.
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A seguir, sera discutida a aplicacdo de compostos de galio e indio, como parte
dos esforcos que vem sendo desenvolvidos por pesquisadores da area da quimica

inorganica medicinal, na busca por metalofarmacos para o tratamento do cancer.

1.4.2 Compostos de gélio(lll) como agentes antitumorais

O primeiro estudo associado a atividade terapéutica do galio foi publicado em
1931 (LEVADITI et al., 1931). Os pesquisadores demonstraram, em experimentos
in vivo, que o tartarato de galio, figura 5(a), era capaz de erradicar a sifilis em coelhos,
com uma dose Unica de 30-45 mg de Ga/Kg por via intramuscular, bem como eliminar
o Trypanosoma evansi em ratos com uma dose de 225 mg de Ga/kg, onde também
foi verificada uma baixa toxicidade nos ratos (tolerancia de 750 mg Ga/kg). Apesar
dos resultados promissores, s6 décadas depois foram publicadas novas pesquisas
medicinais de compostos com gélio (BERNSTEIN, 2005). No final da década de 60,
demonstrou-se que o citrato de galio-67, figura 5(b), poderia se acumular em tumores
malignos através de aplicacao por via intravenosa (EDWARDS; HAYES, 1969), o que
levou, junto a outros estudos, a utilizacdo do galio-67 como agente de imagem para o
diagndstico de doencas (HOFFER, 1980; CHITAMBAR, 2016).

A demonstrada capacidade do gdlio-67 de se acumular em tumores, abriu
caminho para novos estudos com compostos de galio (radioativos e ndo-radioativos).
Em um trabalho publicado em 1971 (HART; ADAMSON, 1971), onde foi investigada
a atividade antitumoral de sais do grupo 13, AI(NO3)3, Ga(NO3s)s, In(NO3)3 e TICls,
identificou-se que o nitrato de galio, figura 5(c), era o mais efetivo em inibir o
crescimento de diferentes tumores soélidos, seguido pelo sal de indio.

Por ter se sobressaido sobre os outros sais com uma potente atividade
antitumoral, o nitrato de galio foi utilizado em testes clinicos (fases | e Il), sendo
posteriormente aprovado (inicio da década de 90) pela FDA para o tratamento de
cancer associado a hipercalcemia (CHITAMBAR, 2010). No entanto, um dos grandes
problemas da utilizagdo do nitrato de galio como quimioterapico refere-se a sua baixa
biodisponibilidade, o que dificulta a sua aplicagao oral no corpo humano. Apesar de
esforcos para a producédo de uma formulacao oral, o nitrato de galio foi retirado do

mercado em 2016, ndo por razdes relacionadas ao farmaco, mas sim, devido ao
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fechamento da empresa farmacéutica (Genta Incorporated) que era responsavel por
sua producdo (POTSCH et al., 2019).

Figura 5 - Estrutura quimica de compostos de galio com atividade biologica.
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Mesmo apresentando limitagBes, a acdo antitumoral do nitrato de gélio serviu
como ponto de partida para a investigacdo de novos compostos de galio para
diferentes tipos de cancer. O cloreto de galio, é outro sal de Ga' que teve sua
atividade anticancer comprovada. Em um dos exemplos, ensaios em ratos mostraram
gue, quando administrado por via intraperitoneal, o cloreto de galio levou a uma
diminuicdo do crescimento do adenocarcinoma CA755. No entanto, assim como o
nitrato de galio, o GaCls apresenta uma baixa biodisponibilidade, impossibilitando a
sua aplicacao terapéutica (CHITAMBAR, 2012).
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A complexacéo do galio(lll) com quelantes multidentados tem se mostrado uma
estratégia eficiente para resolver os problemas associados a farmacocinética e
toxicidade apresentada pelos sais de galio, os quais sdo susceptiveis a hidrélise em
meio fisiologico (KUBISTA et al., 2017; SILVA et al., 2010). Entre os compostos que
apresentaram atividade antitumoral em estudos clinicos, destacam-se os complexos
tris(3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-onato)galio(lll) e tris(8-hidroxi-quinolinolato)galio(lll),
comumente descritos como maltolato de galio, figura 5(d) e KP46 figura 5(e),
respectivamente.

O complexo octaédrico maltolato de galio, € coordenado exclusivamente por
atomos de oxigénio, os quais possuem elevada afinidade pelo galio(lll), a partir de trés
ions maltolatos. Pesquisas demonstraram que o maltolato de galio possui uma
solubilidade moderada em solu¢cdes aquosas e lipidicas, com uma boa
biodisponibilidade verificada em ensaios com animais e humanos (BERNSTEIN,
2005). O maltolato de galio mostrou-se significativamente mais ativo do que o nitrato
de galio em estudos in vitro frente a diferentes linhagens celulares de carcinoma
hepatocelular (CHUA et al., 2006). Chitambar e colaboradores (2007), reportaram que
0 maltolato de galio possui elevada citotoxicidade e uma maior acumulagcédo contra
diferentes linhagens celulares de linfoma, quando comparado ao nitrato de galio. No
mesmo estudo, também se mostrou que o maltolato de galio € ativo contra células
humanas resistentes ao nitrato de galio (linfoma/leucemia CCRF-CEM).

O composto KP46, é atualmente considerado o composto antitumoral de gélio
mais promissor em andlise (POTSCH et al., 2019). Assim como o maltolato de galio,
€ um composto de coordenagcdo com geometria octaédrica, com o galio coordenado
a trés moléculas bidentadas. No entanto, diferentemente do ligante maltolato, o qual
se coordena ao galio(lll) exclusivamente por atomos de oxigénio, o ligante do
composto KP46 (8-hidroxiquinolinato) se coordena ao metal através de atomos
doadores de oxigénio e nitrogénio, figura 5(e). Por si s6, o ligante livre
8-hidroxiquinolina possui propriedades anticancer conhecidas (ELLAHIOUI;
PRASHAR; GOMEZ-RUIZ, 2017; NORDENBERG et al., 1990). As propriedades do
guelante 8-hidroxiquinolina tornam o KP46 um complexo com propriedades distintas
a outros compostos de galio com atividade antitumoral. Ensaios in vivo demonstraram
gue o KP46 possui uma biodisponibilidade bem superior as dos sais de galio e, ao ser

administrado de forma oral, 0 composto apresenta uma elevada estabilidade em meio
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fisioldgico, sendo capaz de atravessar o trato gastrointestinal e chegar a corrente
sanguinea praticamente intacto (TIMERBAEV, 2009; CHITAMBAR, 2018). Estudos
pré-clinicos in vitro j& demonstraram uma promissora atividade antitumoral do KP46
frente a linhagens celulares de cancer de pulmé&o, ovéario, mama, colon e melanoma,
com valores encontrados de ICso < 5 pm para tais células. Atualmente o complexo
KP46 encontra-se na fase Il de testes clinicos (LITECKA et al., 2020).

O sucesso na estratégia de coordenar ligantes ao galio(lll) visando melhorar as
propriedades farmacoldgicas de seus compostos, como nos exemplos citados do
maltolato de galio e do KP46, tem atraido cada vez mais a aten¢céo de pesquisadores
para a busca de novos compostos de galio com atividade anticancer. Observa-se na
literatura, a eficacia antitumoral de complexos de galio(lll) com variados tipos de
quelantes, por exemplo, ligantes tiosemicarbazonatos (QI JINXU et al., 2020)
figura 5(f), salen (YIN et al., 2020) figura 5(g) e hidrazonatos (DOS SS FIRMINO et
al., 2019) figura 5(h).

Como visto anteriormente, a atividade medicinal do galio esta associada a sua
similaridade com o ferro. O transporte do Ga'" até o ambiente intracelular deve-se em
grande a sua ligacdo a proteina transferrina (Tf). Apenas cerca de 30% da Tf que
circula no plasma encontra-se ligada ao Fe'' (Tf-Fe), o que deixa grande parte Tf
disponivel para se ligar a outros ions metalicos, incluindo o Ga3* (CHITAMBAR, 2016).
Desta forma, mesmo possuindo uma menor afinidade pela Tf que o Fe'", praticamente
todo Ga'' presente no plasma consegue se ligar a Tf (LESSA; PARRILHA; BERALDO,
2012). O transporte dos metais ligados a Tf para o interior das células € mediado pela
ligacdo da proteina com o seu receptor (TfR) na membrana celular. Ap6s a absorcao
celular da TfR por endocitose, o compartimento acido endossomal (pH ~ 5,5) leva a
liberacdo dos metais no meio pela proteina, que por sua vez é reciclada com o seu
receptor pela célula. E importante citar que muitos tumores expressam uma maior
quantidade de TfR, o que pode explicar a observacdo, em estudos com galio-67, da
maior acumulacéo do galio em tumores (BERNSTEIN, 2005).

O alvo mais citado na literatura, relacionado a acao antitumoral do galio no
ambiente intracelular, é a enzima ribonucleotideo redutase (RR) (KIRCHEVA;
DUDEV, 2019; CRUMBLISS; BANERJEE, 2021; DABROWIAK, 2017; MERLI et al.,
2018; CHITAMBAR, 2012). O mecanismo de acdo do Ga' refere-se a sua capacidade

de substituir o Fe'' presente na enzima, a qual é responsavel pela reducéo de
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ribonucleotideos a desoxirribonucleotideos necessarios para a sintese do DNA
(KIRCHEVA; DUDEV, 2019; CRUMBLISS; DABROWIAK, 2017; MERLI et al., 2018;
CHITAMBAR, 2012). A RR possui um centro binuclear de ferro, onde a reducao do
Fe'' a Fe' é requerida durante a atividade catalitica da enzima. Desta forma, quando
o Ga" (sem atividade redox) substitui o Fe'' na RR, a enzima torna-se inativa e a
sintese do DNA é comprometida (KIRCHEVA; DUDEV, 2019; DABROWIAK, 2017).
Ressalta-se que a acdo antitumoral do gélio através de sua interacdo com a
RR, representa apenas uma pequena parte entre inUmeros mecanismos ja
evidenciados, frutos da interacédo direta do Ga'"' com diferentes biomoléculas, por
exemplo, o DNA (CHITAMBAR, 2016). As investigacfes referentes aos mecanismos
da acdo antitumoral de complexos de gélio ttm mostrado cada vez mais que as vias
de sinalizacdo celular sdo complexas e altamente dependentes das estruturas dos
ligantes (YIN et al., 2020). Portanto, novas pesquisas sdo essenciais para o avango

do uso de compostos de Ga'' na terapia do cancer.

1.4.3 Compostos de indio(lll) como agentes antitumorais

A aplicagdo de complexos de In'' como agentes antitumorais ainda se encontra
“varios passos atras” em relagdo ao que ja foi investigado para os complexos de Ga''".
Como citado na secao 1.3, os estudos relativos a atividade anticancer de compostos
de In"" ainda s&o raros (exceto os de indio-111 aplicados como radiofarmacos). No
entanto, foram selecionadas algumas evidéncias disponiveis na literatura sobre o
potencial de compostos de indio para a terapia do cancer.

Orvig e colaboradores (MOHAMMADI et al., 2005), analisaram a atividade de
complexos de indio com os ligantes B-dicetonatos derivados da curcumina ([In(cur)s])
e diacetilcurcumina [In(DAC)z], figura 6(a), frente a células tumorais de linfoma
(L1210). Os resultados mostraram uma maior citotoxicidade do complexo [In(cur)s]
(ICs0 = 5-10 pM), em relagédo ao complexo [In(DAC)3] (ICs0 = 20-25 uM). O complexo
[In(cur)3] também mostrou-se mais ativo que o seu ligante livre (ICso = 25-35 uM),
indicando um efeito positivo na atividade biolégica da curcumina ao ser complexada
com o In". Em um outro estudo (OLIVEIRA et al., 2017), complexos de In"' com
tiosemicarbazonas, figura 6(b), tiveram suas atividades citotdxicas analisadas contra
linhagens tumorais de leucemia (HL-60, Jurkat e THP-1), mama (MDA-MB-231 e
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MCF-7) e colorretal HCT-116). Em muitos casos, os valores obtidos de ICso mostraram
uma maior atividade dos complexos em relacdo aos ligantes livres, com destaque para
o complexo com o substituinte R(1) = hidrogénio, figura 5(b), o qual além de ter se
mostrado citotoxico em concentra¢cdes submicromolares contra todas a linhagens
tumorais testadas, apresentou valores de indices de seletividade (SI) de 72 e 144 para
as células HL-60 e HCT-116, respectivamente, tendo como modelo de células sadias

a linhagem Vero (rim de macaco verde africano).

Figura 6 - Estrutura quimica de compostos de indio com atividade antitumoral.
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Pesquisadores testaram a atividade antitumoral do complexo maltolato de indio
(InMal), figura 6(c), frente a linhagem celular MDA-MB-231 (mama) (MERLI et al.,
2018). O InMal apresentou valor de ICso (mM) de 32, valor quase trés vez menor que

0 observado para o complexo maltolato de galio (GaMal) (ICso (mM) = 90), também
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avaliado no mesmo estudo, e que, como citado anteriormente, € conhecido por
apresentar atividade antitumoral. Os autores classificaram o InMal como o complexo
mais vantajoso nos ensaios, uma vez que o complexo de indio se mostrou menos
citotoxico em relacio ao GaMal para células sadias analisadas
(NIH-3T3, fibroblastos). Assim como o GaMal, o complexo InMal se mostrou estavel
em meio de cultura, onde analises por HPLC indicaram uma degradacao < 10% do
complexo apdés 14 dias de sua dissolu¢cdo no meio de cultura.

Um complexo octaédrico de In" derivado de uma tiosemicarbazona,
figura 6(d), (TAl et al., 2016), teve sua atividade antitumoral testada frente a linhagem
celular HepG2 (carcinoma hepatocelular). O complexo mostrou-se bastante efetivo
contra as células cancerigenas, com um valor de ICsp = 2,02 + 0,14 uM. Este valor de
ICsofoi cerca de sete vezes menor que o encontrado para o ligante livre, demonstrando
que a complexacdo do ligante com In" levou a um efeito positivo na atividade
anticancer.

Através dos exemplos discutidos acima, verifica-se que complexos de In'!' tem
apresentado interessantes resultados de atividade antitumoral, o que sugere a
possivel aplicacdo de tais compostos com agentes anticancer. Apesar dos poucos
estudos relativos a atividade antitumoral dos complexos (ndo-radioativos) de In', é
provavel que, assim com o Ga'"', os processos ferro-dependentes sejam o principal
alvo da acdo antitumoral do In"", uma vez que algumas pesquisas ja mostraram que
este metal possui uma elevada afinidade pela Tf, além de apresentar tendéncia de se
acumular em tecidos que expressam a TfR em elevadas quantidades, como
observado nas células tumorais (BERALDO, 2020).

Desta forma, as evidéncias da atividade antitumoral do In"', apresentadas em
um numero ainda discreto de trabalhos, reforcam a importancia de novas pesquisas

visando explorar o potencial de complexos de In'! para a terapia do cancer.

1.4.4 Tuberculose

A tuberculose (TB) € uma das 10 principais causas de morte no mundo, sendo
considerada uma doenca infectocontagiosa de grande impacto na saude publica

mundial. Segundo dados da OMS, aproximadamente 10 milhbfes de pessoas
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contrairam a TB em 2019, com cerca de 1,4 milhes de mortes causadas por esta
doenca no mesmo ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). O Boletim
Epidemiolégico - Tuberculose de 2021, do Ministério da Saude (BRASIL, 2021),
aponta que o Brasil esta entre os 30 paises com maior incidéncia de TB no mundo,
onde registrou-se 66.819 novas pessoas infectadas em 2020 (31,6 casos por 100 mil
habitantes), e cerca de 4,5 mil mortes causadas por esta doenca em 2019.

Estes dados, demonstram a importancia da instalacdo de politicas publicas de
combate a doenca, e a intensificacdo de pesquisas voltadas a melhoria do diagnéstico
e do tratamento de TB, visando o avanco tecnoldgico almejado como alvo da
“Estratégia para o Fim da Tuberculose até 2030” pela OMS (World Health
Organization, 2020).

A Mycobacterium tuberculosis (MTB) é o agente etiolégico da TB, afetando
principalmente o pulmao (WEI et al., 2020). A maioria das pessoas infectadas sao
assintoméaticas e classificadas como portadoras de infeccdo tuberculosa latente
(STERLING et al.,, 2020). Estima-se que um quarto da populacdo mundial esteja
infectada com a TB latente, proporcionando assim um grande reservatorio para futuros
casos desta doenca (GAGNEUX, 2018). A alta taxa de infeccdo da TB, deve-se ao
fato de a MTB sobreviver aerolisada no ar infectando de pessoa para pessoa, onde a
sua infecciosidade depende da susceptibilidade deste hospedeiro e de fatores
bacterianos, uma vez que o grau de infecciosidade tende a aumentar de acordo com
o grau de positividade para a TB (CHURCHYARD et al., 2017).

No tratamento clinico da TB, usa-se uma combinacdo dos farmacos,
considerados de “primeira linha” (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol
(figura 7). Embora o tratamento com estes farmacos tenha uma boa efetividade de
cura, de até 95%, o aparecimento de cepas da MTB multirresistente aos
medicamentos utilizados (rifampicina e isoniazida) tem diminuido consideravelmente
a efetividade no tratamento da TB, com as chances de cura podendo cair para 65%
em areas menos desenvolvidas. A situagdo torna-se agravada principalmente em
paises com um elevado numero de pessoas portadoras do HIV (sigla em inglés para
o Virus da Imunodeficiéncia Humana), as quais sdo mais susceptiveis a TB (SILESHI
et al., 2021; REYNOLDS; HEYSELL, 2014).
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Figura 7 - Estruturas quimicas dos farmacos de primeira linha utilizados no tratamento
da tuberculose.
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A utilizacdo de medicamentos adicionais para tais casos, 0S quais sao
conhecidos como farmacos de “segunda linha”, surge com uma alternativa para o
tratamento da TB. Entre os farmacos de segunda linha estdo acido aminossalicilico,
tioamidas, etionamida, protionamida, rifabutina, rifapentina, cicloserina, capreomicina
e varias fluoroquinolonas (FERNANDES; SALGADO; SANTOS, 2017). No entanto,
tém sido reportados problemas associados ao alto custo, maior toxicidade e menor
efetividade dos farmacos de segunda linha (REYNOLDS; HEYSELL, 2014).

Parte dos esforcos para a contencédo da epidemia de TB estdo focados no
tratamento de casos latentes, jaA que a TB € uma doenca curavel e de longo tratamento
com mdltiplas drogas (VILCHEZE; JACOBS JR, 2019). O longo tratamento anti-MTB
pode ocasionar a amplificacdo da resisténcia a droga (DHEDA et al., 2017). Outros
problemas como o uso indevido, a administracdo incorreta e o abandono precoce do
tratamento vém sendo relatados como causas do aparecimento de TB resistente a
medicamentos (NGUYEN, 2016).

Em adicdo as cepas da MTB multirresistentes, estdo os casos de TB
classificados como extensivamente resistentes, quando além da resisténcia aos

farmacos de primeira linha, rifampicina e isoniazida, a MTB também apresenta
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resisténcia a qualquer fluoroquinolona e a pelo menos um dos trés farmacos de
segunda linha injetaveis, amicacina, canamicina ou capreomicina (COLL et al., 2018;
AGYEMAN; OFORI-ASENSO, 2017; VELAYATI et al, 2009).

Desta forma, s&o urgentes os esfor¢os para o avanco de tratamentos eficazes
contra as formas resistentes a medicamentos contra a tuberculose (REID et al., 2019),
e pesquisas na area da quimica inorganica medicinal podem oferecer estratégias
interessantes na busca por novos farmacos anti-MTB, seja a partir da elucidacéo de
funcBes desempenhadas por metaloproteinas alvo, ou mesmo, como no presente
trabalho, através do desenvolvimento de metalofarmacos ativos contra a MTB
(LOPES; CARVALHO; SOUSA, 2020).

1.4.5 Compostos de gélio(lll) como agentes anti-Mycobacterium tuberculosis

Inimeros trabalhos na literatura reportam uma eficiente capacidade de
compostos de Ga'' no combate a diversos tipos de bactérias (HIJAZI et al., 2018;
CRUNKHORN, 2018; DA SILVA et al., 2009; BONCHI et al., 2014). Entre as diversas
bactérias que jA se mostraram sensiveis a acdo do galio estd a Mycobacterium
tuberculosis, e a aplicacdo de compostos de Ga' frente a esta bactéria sera o foco da
discusséo a sequir.

Olakanmi, Britigan e Schlesinger (2000) mostraram que o Ga(NOs3)z foi capaz
de inibir o crescimento de diferentes cepas da MTB in vitro em baixas concentracdes
(1,25-2,5 uM para inibir 50% das bactérias), tanto no ambiente extracelular (meio de
cultura), como em macrofagos humanos cultivados. Em um segundo estudo do
mesmo grupo utilizando-se um modelo in vivo (camundongos BALB/c) (OLAKANMI
etal., 2013), reportou-se que 0 Ga(NOs3)s foi capaz de inibira MTB em diversos 6rgaos,
com uma concentracdo comprovadamente tolerada de 10 mg/kg. Adicionalmente,
mostrou-se que o Ga'' inibiu a atividade enzimas ferro-dependentes requeridas pela
MTB (Ribonucleotideo redutase e aconitase). Esses dois estudos citados,
representam ndo apenas potencial do Ga'' para o tratamento da tuberculose, mas
também evidenciam a correlacdo entre a atividade MTB do Ga'' com a capacidade
deste metal de alterar o metabolismo do ferro necessario a MTB.

A investigacdo de novos complexos de galio surge como uma alternativa

interessante na busca por novos farmacos anti-MTB. De fato, cita-se na literatura um
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aumento de atividade do Ga"' quando complexado com a protoporfirina (GaPP)
(figura 8(a)) frente a diversas bactérias, incluindo espécies Mycobacterium (ABDALLA
et al., 2015).

Figura 8 - Estrutura quimica de compostos de galio com atividade anti-MTB.
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Fonte: Autoria propria

Gambino e colaboradores (MACHADO et al., 2014) avaliaram a atividade anti-
MTB de um complexo octaédrico de Ga'"', com o anion 1-6xido de piridina-2-tiolato
atuando como ligante bidentado através de atomos doadores de O e S, figura 8(b).
Os ensaios foram realizados com a cepa Hs7Rv (pan-susceptivel) e com outras cinco
cepas (resistentes a isoniazida e a rifampicina) isoladas clinicamente. O complexo de
gdlio [Ga(mpo)s] apresentou valor de MICgo (ug ML) = 0,48 nos ensaios com a cepa
Hs7Rv, sendo mais ativo que outros dois complexos com o mesmo ligante coordenado
ao Fe'" e ao Bi", e que apresentaram valor de MICg = 0,66 e 1,47 pug mL™,
respectivamente. O valor de MICg do complexo [Ga(mpo)s] foi bem préximo ao
observado no mesmo estudo para a rifampicina (0,4 ug mL?), e de menor valor (mais
ativo) que alguns farmacos de 22 linha, como a capreomicina (2,0 pg mL7?).
Adicionalmente, o complexo [Ga(mpo)s] mostrou atividade semelhante frente a todas
as 5 cepas resistentes a isoniazida e a rifampicina, reforcando assim a potencial
atividade do composto como agente anti-MTB.

Embora existam pontos a serem elucidados sobre os mecanismos de agao anti-

MTB do Ga'", as pesquisas tem mostrado que a similaridade entre o Ga'' e o Fe',
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considerada como crucial para a atividade antitumoral do galio, é também considerada
o principal fator responsavel pela atividade antibacteriana do galio. Em uma
investigacdo com diferentes metais de estados de oxidacéo Il e 1ll, o0 Ga"' foi o que se
mostrou mais eficiente em se ligar a sideréforos (moléculas sintetizadas e secretadas
por bactérias para capturar o Fe'", com elevada afinidade de ligagdo. Considerando
tal afinidade, e o fato de o ferro ser essencial para o crescimento e a sobrevivéncia de
quase todas as bactérias aerdbicas (SRITHARAN, 2016), torna-se claro que novas
pesquisas com compostos de Ga'' sdo de grande importancia na busca por novos

agentes anti-MTB.

1.4.6 Compostos de indio(lll) como agentes anti-Mycobacterium tuberculosis

Compostos de In""tém sido reportados como ativos frente a diversas bactérias
(JIN et al., 2011; TAJBAKHSH et al.,, 2008; WANG et al., 2017; MAGADLA et al.,
2019). No entanto, a investigacdo do In"' como agente anti-MTB ainda é quase
inexistente. Em um raro estudo visando esta aplicacdo (DAVID et al., 2005), analisou-
se a acdo do complexo [In(TETA)]" (TETA = 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-
1,4,8,11-tetraacético) contra a Mycobacterium tuberculosis (Hs7Rv). Apéds
identificarem, por métodos radiométricos, uma elevada redugéo da viabilidade celular
da MTB (99%) causada pelo [IN(TETA)], na concentracdo de 116 uM, os autores
decidiram verificar a capacidade de inibicdo de crescimento da MTB pelo complexo.
Verificou-se uma concentracgao inibitéria minima de 3,6 uM do [In(TETA)]" para inibir
99% das bactérias (MICg9), enquanto para o ligante livre (TETA) e sal In(NO3)s, foi
necessaria uma concentracao aproximadamente 30 vezes maior (116 uM), indicando
assim um aumento consideravel na atividade anti-MTB como efeito da complexacéo
do ligante TETA com o In'".

O estudo citado acima, somado a rara presenca de investigacdes de compostos
de In"" contra a MTB, exemplifica a importancia de se explorar a aplicacdo de
complexos com este metal, como parte da urgente busca por novos medicamentos

para a terapia da tuberculose.
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1.5 Ligantes bases de Schiff bioativos

As bases de Schiff (BS) estédo entre as classes de compostos organicos mais
investigadas, tendo sido reportadas pela primeira vez no século XIX (1864), pelo
quimico alemao Hugo Schiff (1834-1915), figura 9 (TIDWELL, 2008).

Figura 9 - Fotografia de Hugo Schiff, lecionando no dia 24 de abril de 1915.

Fonte: TIDWELL, 2008.

De forma geral, uma BS possui formula RiR2C=N-Rs, figura 10(a), e sdo
sintetizadas a partir da reacao de condensacdo de um aldeido, ou cetona, com uma
amina primaria, figura 10(b) (MALIK et al., 2018). Entre suas diversas aplicacdes, as
bases de Schiff sdo conhecidas por apresentarem atividades bioldgicas frente a um
amplo nimero de patologias (AL RASHEED et al., 2020; DA SILVA et al., 2011).
Considera-se a ligagdo C=N do grupo imina um ponto chave na atividade biol6gica
das bases de Schiff, onde, por exemplo, o &tomo de nitrogénio pode atuar formando
ligacdes de hidrogénio com centros ativos de constituintes celulares, podendo assim

levar a inativacdo de processos biolégicos (KAJAL et al., 2013).
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Figura 10 - Estrutura geral das bases de Schiff (a), com a representacdo da sua
reacdo geral de sintese (b). Estruturas quimicas dos grupos hidrazona (c), hidrazina
(d) e hidrazida (e).

(a) (b) Atividade
R3 0 R, /’ biolégica
/ “““““
ll\lj R1_C_R2 + R3_NH2 —— — ic_:-?NE_R3 + Hzo
R1/C\R2 Aldeido A_mipz_u R,
ou primaria )
Estrutura geral Cetona Basede Schit.
(BS) . '
(R4, Ry e Ry = alquila, arila ou H (R3 # H)
(c) @ L () o
©oT ) '
N R R1 N R4
N C A a2 N ~NT
S o~ R N C
Ry~ N R4 > | I |
R4 ®) R3
Hidrazonas Hidrazinas Hidrazidas

(R4, Ry, R3 e R4 = alquila, arila ou H)
Fonte: Autoria propria.

As bases de Schiff tem ocupado um lugar de destaque na quimica de
coordenacdo, uma vez que possuem uma elevada afinidade por metais, podendo
formar complexos estaveis de diferentes geometrias e com ions metélicos de
diferentes estados de oxidacéo. Desta forma, constituindo-se como ligantes versateis
e com uma reconhecida atividade medicinal, as bases de Schiff tem sido um
importante alvo na busca por novos complexos metélicos com potencial terapéutico
(HAMEED et al., 2017).

Entre os diferentes tipos de quelantes BS investigados na quimica inorganica
medicinal, estdo as hidrazonas, as quais sao compostos com formula geral
R1R2C=N-NR3R4, figura 10(c). Hidrazonas sdo geralmente preparadas pela reagao
de condensacao de grupos hidrazina, figura 10(d), ou hidrazida, figura 10(e), com
um grupo carbonil (aldeido ou cetona) (MALIK et al.,, 2018) e sao amplamente
conhecidas por serem compostos ativos contra diversas doencas (ROLLAS;
KUCUKGUZEL, 2007; PAVAN et al.,, 2010). Complexos metalicos com ligantes
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hidrazonas, incluindo complexos com Ga', tem apresentado promissoras atividades
anticancer, antibacteriana (incluindo contra a MTB), anti-inflamatéria, entre outras
(SHAKDOFA et al., 2014; CHEW et al., 2014; DEVI; BATRA, 2015; DESPAIGNE et
al., 2012; RICHARDSON, 1997).

Em especial, ligantes hidrazonas derivados da hidrazida isoniazida (estrutura
quimica na figura 7), complexados com diversos metais (Ga"', Cu", zn", Co" e Ni",
etc.), tem apresentado atividade biologica frente a diferentes doencas, como
Alzheimer, tuberculose e cancer (HAUSER et al., 2015; DOS SS FIRMINO et al., 2019;
HUNOOR et al., 2010). Desta forma, as evidéncias disponiveis na literatura sugerem
gue novas hidrazonas derivadas do antibiético isoniazida podem representar uma
interessante classe de ligantes a serem investigadas, na busca por complexos

metélicos como agentes terapéuticos.

1.6 Hipoteses para a obtencéo dos complexos de galio e indio bioativos

Recentemente, nosso grupo de pesquisa reportou a sintese, estudos in vitro e
in vivo de novos complexos de 6’Ga" e n'"' com ligantes derivados de iminas
(semicarbazonas e tiossemicarbazonas), visando contribuir com a investigacao de
novos potenciais radiofarmacos (PRADO et al., 2021). Tendo em vista a também
promissora atividade de compostos de galio e indio (ndo radioativos) para a terapia
de doencas, este trabalho visa dar continuidade as investigacdes em nosso grupo de
pesquisa com compostos de coordenacéo de Ga'' e In'"', com foco na busca por novos
agentes anticancer e anti-MTB.

Como discutido anteriormente, a escolha dos ligantes € crucial para a
efetividade da aplicacéo terapéutica dos complexos metélicos. Especificamente para
os compostos de Ga'' e In", foram citados diversos estudos que evidenciam um
aumento significativo da atividade biolégica dos complexos sintetizados com ligantes
que previnem as reacées de hidrélise do Ga'' e do In"" no meio fisiol6gico, os quais
também podem oferecer uma maior seletividade desses compostos para os alvos
biolégicos. Propde-se que a obtencdo de complexos de Ga" e In"' com ligantes
hidrazonas, derivados do antibiético isoniazida, possa levar a formacéo de compostos
com propriedades antitumoral e/ou anti-MTB. Assim como o complexo KP46,

considerado atualmente o complexo de galio mais promissor como agente antitumoral
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(secéo 1.4.2), os complexos de Ga'' e In"' deste trabalho foram idealizados com uma
geometria octaédrica, e com ligantes com atomos doadores de oxigénio e nitrogénio.
No entanto, o ligante do composto KP46 (8-hidroxiquinolina) caracteriza-se como um
quelante N,O-doador do tipo bidentado, diferentemente dos complexos metalicos
deste trabalho, os quais foram planejados com a presenca de quelantes tridentados
do tipo O,N,O-doador. A figura 11, portanto, resume as estratégias para o

desenvolvimento desta pesquisa.

Figura 11 - Representacdo geral da hipotese deste trabalho.

Ligantes Hidrazona

Hidrazida B-dicetona .
_____________________________ tridentados
HZN\ i
NH R1WR2 Solvente Ry R,
i + —_—
o =y o o -H,0
] HN
E o =N
. Isoniazida i (2 equiv.)
N
Precursor
Antibiotico de M M = Ga(lll) ou In(lll)
(1 equiv.)

. Investigagao estrutural

@ Interagdo com biomoléculas

. Atividade antitumoral

Mycobacterium
Tuberculosis

@ Atividade anti-MTB Complexos Octaédricos
de Ga(ll) e In(lll)

Fonte: Autoria propria.
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2 OBJETIVOS

De forma geral, este trabalho tem como objetivo realizar a sintese,
caracterizacdo estrutural e interagdo com biomoléculas de novos compostos de
coordenacdo octaédricos de Ga" e In" com ligantes tridentados derivados do
antibiotico isoniazida e B-dicetonas, e avaliar a atividade citotoxica dos mesmos frente
a células cancerigenas e a Mycobacterium tuberculosis. Os objetivos estdo
apresentados, de forma especifica, nos itens a seguir:

o Sintetizar os ligantes benzoilacetona isonicotinoil hidrazona (H2L1) e
4-clorobenzoilacetona isonicotinoil hidrazona (H2L2), e seus respectivos complexos
com galio(lll) [Ga(L1)(HL1)] (GaL1l) e [Ga(L2)(HL2)] (GaL2) e indio(lll) ([In(L1)(HL1)]
(InL1) e [In(L2)(HL2)] (InL2));

o Realizar a investigagdo estrutural dos ligantes e complexos, através de
diferentes técnicas em solucao (espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), espectrometria de massas com ionizagdo por “electrospray” (ESI-MS),
condutimetria e espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta e visivel (UV-
Vis)) e no estado sdlido (difracdo de raios X de monocristal (DRX de monocristal),
espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (IV), ponto de fusdo (PF) e
analise elementar (AE));

o Complementar a caracterizacao estrutural através de dados obtidos de célculos
computacionais, utilizando-se a teoria do funcional da densidade (DFT);

o Analisar, através da radiomarcacdo dos ligantes com galio-67, para o0s
respectivos complexos “quentes” a lipofilicidade, a estabilidade em soro humano (SF)
e apo-transferrina (apo-Tf), bem como a acumulacdo dos mesmos em linhagens
celulares de cancer de mama e de prostata (MCF-7 e PC-3);

o Investigar a interacdo dos complexos de Ga" e In"' com as biomoléculas
albumina e DNA;

o Analisar a atividade dos complexos de galio e indio frente a linhagens tumorais

(MCF-7 e PC-3), ndo tumoral (RWPE-1, prostata) e a Mycobacterium tuberculosis.
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3 METODOLOGIA

3.1 Sintese dos compostos

3.1.1 Reagentes

Os compostos 1-fenil-1,3-butanodiona (benzoilacetona), 1-(4-clorofenil)l,3-
butanodiona, piridina 4-carbohidrazida (isoniazida, INH), tris(acetilacetonato)galio(lll)
[Ga(acac)s] e tris(acetilacetonato)indio(lll) [In(acac)s], utilizados para a sintese dos
ligantes e complexos, foram obtidos comercialmente e utilizados conforme recebidos.

N&o houve a necessidade de purificacdo prévia dos solventes utilizados.

3.1.2 Ligantes

3.1.2.1 Benzoilacetona-isonicotinoil-hidrazona (HzL1)

Para a sintese do ligante hidrazona HzL1, em um baldo contendo 20 mL de
etanol (EtOH), adicionou-se 2 mmol (274,3 mg) de isoniazida (INH) sob agitacdo a
70 °C. Ap6s a solubilizacdo da INH, adicionou-se 2 mmol (324,4 mg) da
benzoilacetona, dissolvida em 20 mL de EtOH. O sistema foi mantido em agitacéo sob
refluxo por 4 h. Em seguida, removeu-se o solvente sob vacuo para a obtencédo de um
sélido amarelo claro. Para a recristalizagdo do composto, em EtOH quente,
dissolveu-se o sélido e manteve-se o0 mesmo sob refrigeracdo por 48 h. Em seguida,
os cristais foram coletados por filtracdo da solucdo, secos sob vacuo.
Massa obtida do produto = 399,0 mg (rendimento de 71%). Monocristais adequados
para a analise de DRX de monocristal foram obtidos através da evaporacéao lenta de
uma solucdo concentrada do composto em etanol. Observou-se a rapida formacao de
cristais amarelos em solucdo durante as primeiras 24 h. Apos, cristais incolores foram
lentamente se acumulando nas paredes do tudo de vidro da cristalizagédo até a total
secagem do solvente (EtOH). Os cristais, pertencentes aos tautdbmeros de cadeia
aberta (amarelos) e fechada (incolores) do HzL1, foram entéo isolados para serem
caracterizados separadamente no estado sélido por DRX de monocristal, IV e PF.

PF: Cristais amarelos se fundiram entre 163 e 164 °C. Cristais incolores converteram-
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se em cristais amarelos na faixa de 80 a 100 °C. Analise elementar para CisH15N302
(%): Calculado, C 68,31; H 5,37; N 14,94; Experimental, C 68,48; H 5,43; N 14,77. IV
(vmax /cm™t), pastilha de KBr: Tautdbmero HzL1a (cristais amarelos), 3147,2972 v(N-
H),1690 v(C=0),1593 v(C=C),1520 v(C=N), 724, 675 v(C-H); Tautdbmero HaL1f
(cristais incolores), 3418 v(O-H), 3207 v(O-Hagua), 1628 v(O-Hagua), 1546 v(C=C), 1497
v(C=N), 1450 v(CH2), 732, 705 v(C-H). RMN H (300 MHz, Solvente: DMSO-ds)
[ppm]: 1,98 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 3,06-3,21 (m, 2H), 6,02 (s, 1H), 7,25-7,57 (m, 10H),
7,79-7,81 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 7,91-7,92 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 8,67-8,69 (d, J = 5,3 Hz,
2H), 8,79-8,81 (d, J = 5,7 Hz, 2H), 11,15 (s, 1H), 12,29 (s, 1H). RMN *3C (75 MHz,
DMSO-ds) 8 [ppm]: 15,72, 18,03, 55,17, 91,83, 92,86, 121,44, 122,25, 124,54, 126,92,
127,23, 128,06, 128,42, 131,12, 138,92, 139,34, 143,03, 143,49, 149,58, 150,44,
155,85, 163,54, 164,70, 186,22. ESI-MS(+): valores experimentais (m/z) para
C16H1sN3O2 [M+H]* e [M+Na]*: 282,5 e 304,4; massa exata [M] calculada: 281,1.

3.1.2.2 4-clorobenzoilacetona-isonicotinoil-hidrazona (HzL2)

Para a sintese do ligante hidrazona HzL2, em um baldo contendo 20 mL de
EtOH, adicionou-se 1,53 mmol (210,0 mg) de isoniazida (INH) sob agitacdo a 70 °C.
Apés a solubilizacdo da INH, adicionou-se 1,53 mmol (301,0 mg) da
4-clorobenzoilacetona, dissolvida em 20 mL de EtOH. O sistema foi mantido em
agitacao sob refluxo por 4 h. Os procedimentos de purificacdo e obtencéo de cristais
foram os mesmos citados para o ligante H2L1. Massa obtida do produto = 300,0 mg
(rendimento de 62%). PF: Cristais amarelos se fundiram entre 185 e 187 °C. Cristais
incolores converteram-se a cristais amarelos entre 80 e 100 °C. Analise elementar
para Ci6H14CIN3O2-H20 (%): Calculado, C 57,58; H 4,83; N 12,59; Experimental, C
58,04; H 4,40; N 13,31. IV (vmax /cm™), pastilha de KBr: Tautdbmero HzL2a (cristais
amarelos), 3265, 3040 v(N-H),1682 v(C=0),1578 v(C=C),1546 v(C=N), 760, 692 v(C-
H); Tautbmero H2L2f (cristais incolores), 3422 v(O-H), 3152 v(O-Hagua), 1624 v(O-
Hagua), 1551 v(C=C), 1497 v(C=N), 1451 v(CH2), 748, 717 v(C-H). RMN *H (300 MHz,
DMSO-ds) & [ppm]: 1,98 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 3,14 (s, 2H), 6,01 (s, 1H), 7,20 (s, 1H),
7,40-7,57 (m, 10H), 7,79-7,80 (d, J = 4,5 Hz, 2H), 7,91-7,94 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,67-
8,68 (d, J = 3,2 Hz, 2H), 8,78-8,80 (d, J = 4,2 Hz, 2H), 11,17 (s, 1H), 12,27 (s, 1H);
RMN 3C (75 MHz, DMSO-de) & [ppm]: 16,18, 18,49, 55,39, 92,06, 92,73, 121,91,
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123,00, 127,16, 128,43, 128,95, 129,28, 132,30, 136,37, 138,08, 139,77, 142,91,
143,36, 150,03, 150,90, 156,42, 163,95, 165,57, 185,16. ESI-MS(-): valor
experimental (m/z) para CisH14CIN3O2 [M-H]: 314,0; massa exata [M] calculada:
315,1.

3.1.3 Complexos

3.1.3.1 [Ga(L1)(HL1)] (GaL1)

Para a sintese do complexo de galio GaL1, em um baldo contendo 5 mL de
metanol (MeOH), adicionou-se 0,72 mmol (200,0 mg) do ligante H2L1. Em seguida,
adicionou-se uma solucdo contendo 0,36 mmol (132,0 mg) do precursor metalico
[Ga(acac)s], dissolvido em 5 mL de MeOH, e o sistema foi mantido sob agitacdo em
temperatura ambiente por 4 h. Em seguida, o produto precitado (sélido vermelho) foi
recolhido por filtracdo, lavado com metanol gelado e seco sob vacuo. Massa obtida
do produto = 204,8 mg (rendimento de 90,4%). Monocristais adequados para a analise
de DRX de monocristal foram coletados na solu¢gdo mée da reacgdo. PF: 262-264 °C.
Analise elementar para Cs2H27GaNsO4-H20 (%): Calculado, C 59,37; H 4,52; N 12,98;
Experimental, C 58,87; H 4,48; N 13,28. IV (Vmax/cm™), pastilha de KBr: 3063, 3033
v(C-H), 2920, 2828 v(C-H), 1594 v(C=0), 1518 v(C=C),1483 v(C=N), 752, 696 v(C-H).
RMN H (300 MHz, DMF-d7) & [ppm]: 2,57 (s, 6H), 5,80 (s, 2H), 7,27-7,29 (m, 6H),
7,75-7,77 (m, 4H), 8,09-8,11 (d, J = 5,8 Hz, 4H), 8,74-8,75 (d, J = 3,0 Hz, 4H). RMN13C
(75 MHz, DMF-d7) & [ppm]: 20,33, 93,17, 122,31, 126,62, 128,03, 129,33, 141,00,
146,81, 147,13, 160,49, 165,26, 172,82. ESI-MS(-): valor experimental (m/z) para
Cs2H27GaNsO4 [M-H]: 627,1; massa exata [M] calculada: 628,1.

3.1.3.2 [Ga(L2)(HL2)] (GaL2)

Para a sintese do complexo de géalio GaL2, a um baldo contendo 5 mL de
MeOH, adicionou-se 0,127 mmol (40,0 mg) do ligante HzL2. Em seguida,
adicionou-se 0,064 mmol (23,5 mg) do precursor metélico [Ga(acac)s], dissolvido em
5 mL de MeOH, e o sistema foi mantido sob agitacdo em temperatura ambiente por
4 h. O produto precitado (sélido vermelho) foi recolhido por filtragédo, lavado com
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MeOH gelado e seco sob vacuo. Massa obtida do produto = 30,5 mg (rendimento de
68,2%). Nao foram obtidos monocristais adequados para a analise de DRX de
monocristais. PF: 242-244 °C. Andlise elementar para Csz2H2sCl2GaNeOs (%):
Calculado, C 55,05; H 3,61; N 12,04; Experimental, C 54,88; H 4,01; N 11,82. IV (Vmax
/lcm?t), pastilha de KBr: 3066, 3033 v(C-H), 2920, 2828 v(C-H), 1594 v(C=0), 1517
v(C=C),1483 v(C=N), 760, 702 v(C-H). RMN H (300 MHz, DMF-d7) d [ppm]: 2,55 (s,
6H), 5,80 (s, 2H), 7,32-7,35 (d, J = 8,5 Hz, 4H), 7,76-7,78 (d, J = 8,5 Hz, 4H), 8,08-
8,10 (d, J = 5,1 Hz, 4H), 8,73-8,74 (d, J = 3,4 Hz, 4H). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds)
0 [ppm]: 20,84, 93,53, 122,27, 128,34, 128,41, 134,04, 139,67, 145,99, 147,80,
160,78, 164,53, 170,19. ESI-MS(+): valor experimental (m/z) para Cs2H2s5Cl2GaNsO4
[M-H]: 697,0; massa exata [M] calculada: 696,1.

3.1.3.3 [In(L1)(HL1)] (InL1)

Para a sintese do complexo de indio InL1, em um baldo contendo 5 mL de
MeOH, adicionou-se 0,72 mmol (200,0 mg) do ligante H2L1. Em seguida, adicionou-
se 0,36 mmol (148,0 mg) do precursor metalico [In(acac)s], dissolvido em 5 mL de
MeOH, e o sistema foi mantido sob agitacdo em temperatura ambiente por 4 h. Em
seguida, o produto precitado (sé6lido vermelho) foi recolhido por filtracéo, lavado com
MeOH gelado e seco sob vacuo. Massa obtida do produto = 216,7 mg (rendimento de
89,0%). O rendimento calculado da sintese foi de 89,2%. Nao foram obtidos
monocristais adequados para a analise de DRX de monocristal. PF: 258-260 °C.
Analise elementar para Cs2H271nNsO4-H20 (%): Calculado, C 56,99; H 4,04; N 12,46;
Experimental, C 56,45; H 4,43; N 12,00. IV (vmax/cm), pastilha de KBr: 3060, 3032
v(C-H), 2922, 2810 v(C-H), 1586 v(C=0), 1514 v(C=C),1482 v(C=N), 752, 700 v(C-H).
RMN H (400 MHz, DMF-d7) & [ppm]: 2,59 (s, 6H), 5,80 (s, 2H), 7,30-7,31 (m, 6H),
7,79-7,80 (m, 4H), 8,16-8,18 (d, J = 5,0 Hz, 4H), 8,75-8,76 (d, J = 4,9 Hz, 4H). RMN
13C (75 MHz, DMF-d7) & [ppm]: 21,01, 93,77, 122,10, 126,50, 127,87, 129,05, 141,66,
147,10, 147,99, 159,93, 167,82, 174,53. ESI-MS(-): valor experimental (m/z) para
Cs2H27InN6O4 [M-H]: 673,0; massa exata [M] calculada: 674,1.
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3.1.3.4 [In(L2)(HL2)] (InL2)

Para a sintese do complexo de indio InL2, a um baldo contendo 5 mL de MeOH,
adicionou-se 0,158 mmol (50,0 mg) do ligante H2L2. Em seguida, adicionou-se 0,079
mmol (32,6 mg) do precursor metalico [In(acac)s], dissolvido em 5 mL de MeOH, e o
sistema foi mantido sob agitacdo em temperatura ambiente por 4h. Em seguida, o
produto precitado (solido vermelho) foi recolhido por filtracdo, lavado com metanol
gelado e seco sob vacuo. Nao foram obtidos monocristais adequados para a anélise
de DRX de monocristal. Massa obtida do produto = 49,0 mg (rendimento de 90,4%).
O rendimento calculado da sintese foi de 83,4%. PF: 290-292 °C. Analise elementar
para C32H25Cl2InNeO4-H20 (%): Calculado, C 50,48; H 3,57; N 11,04; Experimental, C
50,68; H 4,01; N 10,86. IV (vmax/cm™t), pastilha de KBr: 3099, 3064 v(C-H), 2920, 2821
v(C-H), 1586 v(C=0), 1508 v(C=C),1479 v(C=N), 765, 704 v(C-H). RMN *H (300 MHz,
DMF-d7) & [ppm]: 2,58 (s, 6H), 5,82 (s, 2H), 7,35-7,68 (d, J = 8,5 Hz, 4H), 7,79-7,82
(d, J = 8,5 Hz, 4H), 8,15-8,17 (d, J = 4,9 Hz, 4H), 8,75-8,77 (d, J = 3,9 Hz, 4H); RMN
13C (75 MHz, DMSO-ds) d [ppm]: 21,75, 94,18, 121,72, 128,40, 128,46, 133,94,
140,29, 149,23, 150,32, 160,74, 167,19, 171,86. ESI-MS(-): valor experimental (m/z)
para Cs2H25Cl2GaNeOa [M-H]: 741,1; massa exata [M] calculada: 742,0.

3.2 Investigacdo estrutural dos compostos

3.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As amostras foram preparadas nos solventes DMSO-ds € DMF-d7. As analises
de RMN de 'H e 3C foram realizadas em espectrdmetros da marca Agilent
Technologies, modelos 500/54 Premium Shielded (500 MHz) e 400/54 Premium
Shielded (400 MHz), na Central de Andlises Quimicas Instrumentais (CAQI), do
Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC/USP).

Andlises adicionais de RMN de H (variando-se a temperatura de aquisicdo dos
espectros), 13C e DEPT-135, foram realizadas em espectrometros da marca Bruker,
modelos Avance Ill (300 e 400 MHz), alocados no Instituto Superior Técnico (IST),

Lisboa, Portugal.
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3.2.2 Espectrometria de massas com ionizagao por “electrospray” (ESI-MS)

Os compostos foram caracterizados por ESI-MS, utilizando-se MeOH como
solvente, foram analisados nos modos negativo e positivo em um instrumento
ESI/QITMS Bruker HCT, localizado no Centro de Ciéncias e Tecnologias Nucleares
(C?TN), do Instituto Superior Técnico (IST), Bobadela, Portugal.

3.2.3 Condutimetria

As medidas de condutividade foram realizadas em condutivimetro Orion Star
Series I, no Grupo de Quimica Inorgéanica Estrutural e Biol6gica (GQIEB), do Instituto
de Quimica de Sao Carlos - USP. O equipamento foi calibrado para as andlises com
uma solucédo padrao com valor de condutividade de 1413 uS/cm (concentracdo de
NaCl de 692 ppm). Os compostos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMF) em
uma concentracéo de 1x10-3 M. Todas as andlises foram realizadas apds ajustar-se a
temperatura solucdes para 20 °C. ApOGs a primeira analise, as amostras foram

guardadas e suas condutividades foram novamente determinadas apds 1 e 24 h.

3.2.4 Espectroscopia de absorcado naregido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)

Os compostos foram preparados para andlise em solucdo de acetonitrila,
dimetilsulféxido e tampao PBS, pH = 7,4, (10% DMSO), e entédo transferidos para
cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm. Os espectros foram obtidos com
varredura na faixa de 220 a 650 nm, em um espectrofotbmetro UV-1800, da marca
Shimadzu, localizado no GQIEB.

3.2.5 Difracéo de raios X de monocristal (DRX de monocristal)

Monocristais adequados para as analises de DRX de monocristal foram obtidos
através da evaporacéo lenta de solu¢des de EtOH (ligantes) e da coleta na solugéo
mae pos sintese (complexo GalL1). As analises foram realizadas em um difratbmetro
da marca Bruker, modelo APEX Il Duo, localizado na CAQI do IQSC. A coleta de
dados foi realizada & 296 K por aplicacdo de radiagio Mo-Ka (A = 0,71073 A), com
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monocromador de grafite. O método multi-scan foi aplicado para correcdo de
absorcdo. As estruturas foram resolvidas por métodos diretos através do programa
SHELXS-97 (SHELDRICK, 2008), para os ligantes, e SIR92 (ALTOMARE et al., 1994),
para o complexo GaL 1. Os refinamentos foram realizados com o programa SHELXL-
2018/3 (SHELDRICK, 2015). O método “riding model” foi utilizado para o
posicionamento dos atomos de hidrogénio e todos os outros atomos foram refinados
com parametros de deslocamento anisotropicos. As figuras com as representacdes
dos compostos foram geradas através do programa Mercury (MACRAE et al., 2020).

3.2.6 Espectroscopia de absorgéo na regiao do infravermelho (IV)

Os soélidos dos compostos foram preparados para analise em pastilhas de KBr,
na proporcao aproximada de 1 mg do composto para 100 mg do sal. Os espectros
foram obtidos na regido do infravermelho entre 400 e 4000 cm, utilizando-se um
espectrofotometro da marca Shimadzu, modelo IRPrestige-21, pertencente ao
GQIEB. Para as andlises dos ligantes em diferentes temperaturas (50-100 °C), as
pastilhas dos compostos foram, apds a aquisicdo dos espectros em temperatura
ambiente, armazenadas por 1h em uma estufa para cada temperatura analisada,
seguido do resfriamento das mesmas em um dessecador e posterior aquisicdo do

espectro.

3.2.7 Ponto de fuséo (PF)

Para as determinacdes do ponto de fusdo dos compostos, os solidos (po6 finos)
foram previamente secos em alto vacuo e inseridos em um tubo capilar
(preenchimento de amostra de 2-3 mm de altura no tubo), com taxa de aguecimento
de 5 °C/min, utilizando-se um medidor de ponto de fusdao Gehaka, PF 1500 Farma,
alocado no GQIEB.

3.2.8 Analise elementar (AE)

Na determinacéo elementar dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio, as

amostras foram previamente secas em alto vacuo (temperatura de aproximadamente
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40 °C). Os experimentos foram conduzidos utilizando-se um analisador elementar da
marca Thermo Scientific, modelo FlashSmart, localizado na Central de Analises
Quimicas (CAQI) do IQSC — USP. Andlises adicionais foram realizadas utilizando-se
um analisador EA 110 CE Instruments, alocado no Centro de Ciéncias e Tecnologias
Nucleares (C?TN), do Instituto Superior Técnico (IST), Bobadela, Portugal.

3.2.9 Calculos computacionais

Os célculos tedricos foram realizados aplicando-se a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) (BECKE, 2014), através do pacote Gaussian 09, Revisdo D. 01
(FRISCH et al., 2009) Utilizou-se o método CAM-B3LYP (YANAI; TEW; HANDY, 2004)
para todos os complexos investigados, e as funcdes de base 6-311g** (CURTISS et
al., 1995; KRISHNAN et al., 1980) e DZP-DKH (JORGE et al., 2009; BARROS et al.,
2010) foram aplicadas para complexos de gélio e indio, respectivamente. Para a
otimizagdo das geometrias dos complexos, utilizou-se como modelo inicial a estrutura
cristalografica obtida por DRX de monocristal do complexo GalLl. O efeito da
solvatacdo foi estimado utilizando-se o método IEFPCM (modelo do continuo
polarizavel com o formalismo da equacdo integral) (CANCES; MENNUCCI; TOMASI,
1997), considerando-se o DMSO como solvente. Espectros de UV-Vis foram
simulados utilizando-se a variante dependente do tempo da DFT (TD-DFT) (ADAMO;
JACQUEMIN, 2013), onde os primeiros 45 estados excitados foram calculados. O
programa GaussView 6.0 (DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2016) foi utilizado para

gerar os orbitais moleculares dos complexos.

3.3 Andlises de estabilidade e de interacdo in vitro com biomoléculas

3.3.1 Radiomarcacéao dos ligantes com gélio-67

Os procedimentos que envolveram a manipulacédo de fontes radioativas nao
seladas foram realizados em laboratorio, no Centro de Ciéncias e Tecnologias
Nucleares (C2TN), Instituto Superior Técnico (IST), Bobadela - Portugal, seguindo as
regras exigidas de prote¢cédo contra a radiacdo. As manipulacdes das solucbes de

galio-67 foram feitas usando barreira de protecdo de chumbo com visor de vidro
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contendo sais de chumbo. Os frascos contendo as solucdes radioativas foram
mantidos em contentores de chumbo com a espessura adequada e manipulados com

luvas e pincas longas.

3.3.1.1 Preparacéao do tricloreto de galio-67

A solucdo do 8’GaClz a ser usada nos procedimentos de radiomarcacéo foi
preparada de acordo com o descrito na literatura (SCASNAR; VAN LIER, 1993). Uma
solucéo de citrato de galio-67 (Mallinckrodt) (2,2 mL) foi adicionada a um cartucho
SEP-PAK SI (Waters), o qual foi previamente condicionado com 10 mL de H20. Apés
a adicdo do %’GaCls, adicionou-se ao cartucho 10 mL de H20 destilada, seguido de
secagem do sistema com ar. Em seguida, foram adicionadas aliquotas de 500 pL (5x)
de uma solucédo de HCI 0,1 M. Todas as aliquotas foram coletadas e o 6’GacCls obtido

foi usado para as radiomarcagoes.

3.3.1.2 Radiomarcacao dos ligantes

As radiomarcacoes dos ligantes HoL1 e HoL 2 foram realizadas seguindo-se os
mesmos procedimentos. Para 20 uL de uma solucéo do ligante em etanol (solucao
estoque com concentracdo de 1x102 M), adicionou-se 200 pL de uma solugdo tampéo
de acetato de sédio (0,4 M, pH ~ 5), seguido da adigdo de 100 yL de uma solucéo de
6’GaCls (HCI 0,1 M). A mistura foi aquecida a 50 °C por 15 min. Em seguida,
verificou-se a eficiéncia das radiomarcacbes por HPLC, seguindo as condi¢cdes
descritas na secdo 3.3.1.3. Os produtos (¢’GalL1l e 9’Gal2), foram utilizados em

analises posteriores sem necessidade de purificacao.

3.3.1.3 Analise por HPLC

Os solventes empregados foram de grau HPLC e a H20 usada no preparo das
solugdes foi bidestilada e filtrada em filtros milipore de 0,22 ym. Equipamento: Perkin-
Elmer bomba LC200 com detector-y Berthold LB-507A. As condi¢des gerais utilizadas

nas andlises foram: Coluna Nucleosil C-18, 5 um (diametro interno de 3 mm),
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Fluxo: 0,5 mL/min, Gradiente A (0,05% TFA) e B (100% CH3CN), comprimento de

onda de 254 nm e solucgéo do ligante de 1x10?mol L.

Tabela 6 - Condi¢des cromatograficas utilizadas para as andlises de HPLC.

Passo Tempo (min) 0,05% (TFA) 100% (CH3sCN) Curva
0 5,0 100 0 0,0
1 20,0 30 70 1,0
2 1,0 0 100 1,0
3 4,0 0 100 0,0
4 1,0 100 0 1,0
5 4,0 100 0 0,0

Figura 12 - Curva do gradiente de eluicdo do método descrito na tabela 6.
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3.3.2 Avaliagéao da lipofilicidade

A lipofilicidade dos radiocomplexos foi avaliada através da determinacédo do

coeficiente de particéo (log Pow), equagéo 1, de um sistema bifasico n-octanol/PBS
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0,1M utilizando-se o método de mudltiplas extracbes. Os resultados foram

apresentados na forma de log Pomw:

C1
Po/w= a (eCI- 1)

onde, C1 corresponde a radioatividade na fase organica (n-octanol) e C2 a
radioatividade na fase aquosa (PBS 0,1 M).

Em 1 mL de uma mistura (1:1) n-octanol/PBS 0,1 M, adicionou-se 30 pL da
solugdo de marcagéo contendo 6’GalL 1 ou ’GaL 2, e em seguida o sistema foi agitado
em vortex durante 1 min. Apos, centrifugou-se a mistura durante 3 min a 8000 rpm.
Por fim, coletou-se 3 aliquotas de 100 uL de cada fase da mistura e a radioatividade

foi medida em um contador de radiagao y.

3.3.3 Ensaios de estabilidade em meio aquoso dos complexos de galio-67 em

soro humano e apo-transferrina

3.3.3.1 Soro humano (SH)

Foram coletados 50 pL da solucdo da marcacdo dos radiocomplexos ¢’Gal1
ou 5’GaL 2 e adicionados a 200 pL de SF. O sistema foi mantido em banho a 37 °C e

aliquotas foram retiradas para injecdo no HPLC nos intervalos de 1, 4 e 24 h.

3.3.3.2 Apo-transferrina (apo-Tf)

Preparou-se uma solugédo de apo-Tf (3 mg/mL) em NaHCOs (10 mM, H20
destilada). A 300 pL da solucdo da biomolécula, adicionou-se 75 uL da solucdo de
marcacdo (°’GalL1 ou ¢’GalL 2). O sistema foi mantido em banho a 37 °C e aliquotas

foram retiradas para injecdo no HPLC nos intervalos de 1, 4 e 24 h.

3.3.4 Ensaios de interacdo em meio aquoso dos complexos de géalio(lll) e

indio(lll) com albumina e DNA

Os estudos de interacdo dos complexos de galio e indio com as biomoléculas

albumina e DNA foram realizados no Laboratério de Estrutura e Reatividade de

66



Compostos Inorganicos (LERCI), Departamento de Quimica, Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar).

3.3.4.1 Albumina de soro humano (HSA)

As anadlises de interagcdo dos complexos com a biomolécula HSA foram
realizadas utilizando-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia, onde a
supressdo da fluorescéncia da HSA, com emissdo maxima em 305 nm
(Aexc = 270 nm), foi monitorada na presenca dos complexos de galio e indio.

A partir de solucdes estoque da HSA (5,55 pM) em tampao Trisma-HCI
(pH = 7,4) e dos complexos em DMSO (500 uM), foram preparadas solu¢gbes com
volume final de 1mL (10% DMSO) da HSA com os complexos, onde a concentracéo
final da proteina foi mantida constante (5,0 uM) e a concentracao final dos complexos
foram de 10, 20, 30, 40 e 50 pM. As solucdes de 1 mL foram entdo transferidas, em
triplicata, para uma placa opaca de 96 pocos e analisadas nas temperaturas de 298 e
310 K (25 e 37 °C) em um fluorimetro Synergy/H1-Biotek.

Visando elucidar de forma quantitativa o tipo de mecanismo de supressao
presente nas interacdes da HSA com os complexos de galio e indio, utilizou-se a
equacdao Stern-Volmer (DA SILVA et al., 2019):

D=1+ K,[Q]=1+kz[Q] (eq. 2)

onde, Fo e F representam a intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenga do
complexo, respectivamente, [Q] se refere a concentracdo do complexo, Ksv € a
constante de Stern-Volmer, kq € a constante de velocidade de supressao bimolecular
e to refere-se ao tempo de meia vida médio da biomolécula na auséncia do complexo
(6,2 x10° s).

Para a obtencéo dos dados de constante de ligacdo e do niumero de sitios de
ligacdo HSA-complexo, utilizou-se a equacao 3 (DA SILVA et al., 2019):

Fo-F

log = log K, + nlog[Q] (eq. 3)
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onde, Ky representa a constante de ligagdo HSA-complexo e n representa o0 numero
sitios de ligacdo por cada molécula de HSA.

A determinacdo dos parametros termodinamicos foi realizada através das
equacbes 4 e 5:

sz [ AH°
—-= eq.4
N, (eq.4)

AG°= -RT InK,= AH°-TAS® (eq.5)

onde, Kn1 e Kp2 representam as constantes de ligacdo nas duas temperaturas
analisadas (t1 = 298,15 K e t2 = 310,15 K), AS®° é a variagao padrao de entropia, AH®
€ a variagao padrao de entalpia, AG° é a energia livre de Gibbs padrao e R representa

a constante dos gases (8,314 J molt K1),
3.3.4.2 DNA

3.3.4.2.1 Viscosidade

As amostras para as analises de viscosidade foram preparadas em solucao de
tampao Trisma-HCl (10% DMSO), onde, para um volume final de 4 mL, a
concentragéo do CT-DNA (DNA de timo de bezerro) foi mantida constante (200 uM) e
variou-se a concentracdo dos complexos (16, 34, 50, 66 e 84 uM). Em seguida, as
analises foram realizadas (5 repeticdes) com um viscosimetro de Ostwald em um
banho com temperatura ambiente (25 £ 0,3 °C), onde 0 escoamento de cada solucao
foi aferido com um cronGmetro digital.

Os valores de viscosidade relativa das solu¢cdes de CT-DNA na presenca (n) e
na auséncia (no) dos compostos foi determinada a partir da equagcdo 6
(RIBEIRO et al., 2019):

(t-to)

_(t-t)) 6
(tona- to) (eq. 6)

N
n
onde, t, to e tona representam o tempo de escoamento da solugédo do complexo com o

CT-DNA, o tempo de escoamento da solugédo contendo apenas o tampao e o tempo
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de escoamento da solucdo contendo somente o CT-DNA, respectivamente. Os

resultados foram entdo plotados como um grafico (1n/no)'® vs. [complexo]/[DNA].

3.3.4.2.2 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Para as analises de CD, foram preparadas diferentes solugcbes em tampao
Trisma-HCI (10% DMSO), onde a concentracéo final do CT-DNA foi mantida constante
(100 uM) e variou-se a concentracdo dos complexos nas solugcdes, para a obtencéo
de diferentes relagdes molares ([Complexo]/[CT-DNA] = 0,08, 0,17, 0,25, 0,33, 0,42 e
0,5). As solucdes foram entédo incubadas por aproximadamente 15 h em um banho
com temperatura 37 °C. Em seguida, em uma cubeta circular de quartzo (1 cm de
caminho Gptico) contendo 2 mL para cada solucao, as analises foram conduzidas em
um espectropolarimetro JASCO J-720 e os espectros foram obtidos na faixa de
comprimento de onda entre 240 e 400 nm.

3.3.4.2.3 Espectroscopia UV-Vis

Para o estudo de interagcdo dos complexos com o CT-DNA por titulacdo
espectrofotométrica, foram preparadas em solu¢cdes em tampdo Trisma-HCI
(10% DMSO). Em uma cubeta de quartzo, foi adicionado 2 mL da solu¢cdo contendo
apenas Trisma-HCI com 10% de DMSO (branco). Em outra cubeta, foi adicionado 2
mL da solugdo Trisma-HCI (10% DMSO), com uma concentracéo de 2,4 x 10°° M (abs.
~ 1,0) do complexo analisado. Em ambas as cubetas, foram adicionadas sucessivas
aliquotas (15x) de 20 pL da solugdo de CT-DNA, a qual foi preparada com
concentracéo de 2,4 x 102 M, e a aquisicéo do espectro foi realizada para cada adicéo
da solugéo da biomolécula. Os espectros foram obtidos na faixa de 240 a 600 nm, em
um espectrofotdmetro Hewlett Packard 8452A Diode Array.

Os valores de constante intrinseca de ligacédo (Kp) para cada complexo com o
CT-DNA foram obtidos através da equacéao 7, (PYLE et al., 1989):

[DNA] _[DNA] 1
g€ g-g  [Kp(g,-g)]

(eq.7)
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onde, €a, &f € €b representam a razao entre a absorbancia medida e a concentragéo do
complexo (Aobs/[Complexo]), a absortividade molar do complexo livre (sem DNA) e a
absortividade molar do complexo ligado ao DNA, respectivamente. Os valores de Kp
foram obtidos através da razdo entre o coeficiente angular e linear da reta obtida de
um grafico [DNA]/ea-€ vs. [DNA].

3.4 Andlises biolbgicas

3.4.1 Acumulacéo dos complexos de galio-67 em células cancerigenas

As células foram plaqueadas em placas de 24 po¢cos com uma densidade de
1,5 x 10* (PC-3) e 2 x 10* (MCF-7) células em 0,5 mL de meio de crescimento
suplementado com 10% SFB (soro fetal bovino) e 1% de antibiético (penicilina-
estreptomicina), e deixadas para aderir por 12 h em uma estufa com atmosfera com
5% de CO2 a 37 °C. ApGs, o meio de cultura foi substituido por 0,5 mL de meio de
cultura contendo 1 uCi/mL dos compostos marcados com galio-67, e as placas foram
incubadas durante 0,5, 1, 2, 3 ou 4 h. No final de cada periodo, a incubacéo foi
determinada por remocdo do meio contendo os compostos marcados com galio-67,
seguido de duas lavagens com tampéo PBS frio. As células foram depois lisadas em
0,5 mL de uma solucdo de NaOH 1 M, durante 10 minutos a 37 °C. Os lisados foram
recolhidos e a sua atividade foi determinada num contador gama (y). Para cada
ensaio, pelo menos 4 dos lisados foram mantidos a -20 °C e deixados para decair
durante 10 periodos de semi-desintegracdo antes da concentracdo de proteina ser
determinada utilizando um kit comercial (DC™ Protein Assay, Biorad), de acordo com
as instrucdes do fabricante. A quantidade de radioatividade associadas as células foi
calculada como a porcentagem (%) da atividade total presente no meio normalizada
para a quantidade de proteina celular. Cada estudo de acumulacdo celular foi
realizado utilizando-se quatro pocos para cada periodo de incubacéo, e os resultados
apresentados correspondem a duas experiéncias independentes dos compostos

analisados.
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3.4.2 Ensaios de citotoxicidade dos complexos de galio(lll) e indio(lll)

As linhagens celulares humanas utilizadas foram: MCF-7 (ATCC® HTB-22™),
linhagem tumoral de cancer da mama, PC-3 (ATCC® CRL-1435™), linhagem tumoral
de cancer da prostata, e RWPE-1 (ATCC® CRL-11609™), linhagem nédo tumoral da
prostata. A linhagem PC-3 foi cultivada em meio de cultura RPMI, a linhagem MCF-7
foi cultivada em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) e a linha RWPE-1 foi
cultivada em meio KSFM suplementado com 0,05 mg/mL de extrato pituitario bovino
e 5 ng/mL de fator de crescimento epidérmico recombinante humano. Todos 0s meios
foram ainda suplementados com 10% de SFB. As células foram plaqueadas em
placas de 96 pocos com uma densidade de 1,2 x 10% (PC-3), 2 x 10* (RWPE-1) e
2,5 x 10* (MCF-7) células em 0,2 mL de meio de crescimento suplementado com 10%
SFB e 1% de antibidtico (penicilina-estreptomicina), e deixadas para aderir durante
12 h em uma estufa com atmosfera de 5% CO2 a 37 °C. No dia seguinte, o meio de
cultura foi substituido por 0,2 mL de uma série de diluicdes dos compostos e as placas
foram incubadas durante 48 h. No final do periodo de incubacédo, os compostos foram
removidos e adicionou-se a cada poco 0,2 mL de uma solucdo de MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina); 0,5 mg/mL em PBS)
durante 3-4 h a 37 °C, 5% de COz2. Os cristais formados foram dissolvidos em 0,2 mL
de DMSO (dimetilsulféxido) e, ap6s agitacdo suave, as absorbancias foram
determinadas a 570 nm. O efeito citotéxico dos compostos foi expresso como a
porcentagem de células viaveis em relacdo as células viaveis presentes nos pocos

nos quais apenas meio de cultura foi adicionado (controle negativo).

3.4.3 Ensaios da atividade anti-Mycobacterium Tuberculosis (anti-MTB)

A atividade anti-MTB dos compostos foi determinada pelo método REMA
(PALOMINO et al.,, 2002). As solucdes estoque dos compostos testados foram
preparadas em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas em caldo Middlebrook 7H9
(Difco®), suplementadas com &cido oleico, albumina, dextrose e catalase (OADC)
para obter faixas finais de concentragdo de 0,098-25 pg/mL. A rifampicina
(Sigma-Aldrich®) é um antibiotico utilizado no tratamento da tuberculose e foi utilizado
como controle no experimento (concentracéo inicial de 1 pg/mL). A solugéo bacteriana

foi previamente ajustada a 5 x 10° unidade de formacéo de coldnias por mL em caldo
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Middlebrook 7H9 (Difco®) suplementado com (OADC). 100 uL da solucéo bacteriana
foram adicionados em 100 puL da solucdo do medicamento em placas de 96 pocos
(Kasvi®). As culturas foram incubadas por 7 dias a 37 °C e foram adicionados
30 pL de solucéo de resazurina (Sigma-Aldrich®) (0,01% em &agua). Os poc¢os foram
lidos apés 24 h para mudanca de cor e medidos como a fluorescéncia
(excitacdo / emissdo de filtros de 530/590 nm, respectivamente) usando o
equipamento Cytation 3 (Biotek®). A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi definida
como a menor concentragéo resultando em 90% de inibicdo do crescimento da M.

tuberculosis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e investigacao estrutural em solucao

4.1.1 Sintese dos ligantes e complexos

A sintese dos ligantes tridentados derivados do antibiotico isoniazida com as
B-dicetonas  1-fenil-1,3-butanodiona e  1-(4-clorofenil)1,3-butanodiona) esta
representada no esquema 1. Para facilitar a descricdo ao longo deste trabalho, os
ligantes benzoilacetona-isonicotinoil-hidrazona e 4-clorobenzoilacetona-isonicotinoil-

hidrazona serédo descritos como HzL1 e HzoL 2, respectivamente.

Esquema 1 - Reacgdo de condensacao para a sintese dos ligantes HzL1 e HoL 2.

W"
N
H;N ~
X 2 \.NH N OH
o \ Z o Tautomero
N ‘ cadeia fechada
N =
(8 O
Isoniazida
Benzoilacetona - X
EtOH, refluxo, 4h
- H,0 | N
HN’N OH
= (o) Tautéomero
X=HoucCl ‘ cadeia aberta
N

No esquema 2, encontra-se representada a sintese dos complexos octaédricos
de gélio e indio com os ligantes HzL1 e H2L2, presentes no estado solido como uma
mistura dos tautébmeros de cadeia fechada (H2L1f) e aberta (HzL1a), os quais foram
preparados na razao estequiométrica 2:1 (ligante/precursor metalico). Os complexos
[Ga(L1)(HL1)], [Ga(L2)(HL2)], [In(L1)(HL1)] e [In(L2)(HL2)] ser&o descritos de forma

simplificada como GalL1, GaL2, InL1 e InL2, respectivamente.
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Esquema 2 - Reacédo de coordenacdo para a sintese dos complexos de galio e indio
com os ligantes H2L1 e HaL 2.

W" X
N\
N oH
N [M(acac)s]

+ X

MeOH, refluxo, 4h
| N
HN/N OH
= o)
N ‘ X=HoucCl
M= Ga" ou In"

Os resultados relativos a preparacédo e investigacao estrutural dos ligantes e
complexos foram divididos em duas secdes. Nesta secdo, serdo abordados o0s
estudos realizados em solucdo através das técnicas de ressonancia magnética
nuclear (RMN), espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS),
espectroscopia de absor¢cdo molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e
condutimetria. A segunda parte (secdo 4.2), sera dedicada as investigacdes dos
compostos no estado solido, através das técnicas de difracdo de raios X de
monocristal (DRX de monocristal), espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho (IV), ponto de fusédo (PF) e analise elementar (AE).

4.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

4.1.2.1 Ligantes

A partir do espectro de 'H do ligante HzL1 (figura 13) em DMSO-ds,
evidenciou-se a existéncia dos tautdmeros HzL 1f e H2L 1a em solugdo. Todos os sinais
de deslocamento quimico foram integrados visando confirmar a atribuicdo proposta.
Os singletos em 11,15 e 12,29 ppm, foram atribuidos aos sinais dos grupos OH. Os
dubletos identificados em 8,79 - 8,81, 8,67 - 8,69, 7,91 - 7,93 e 7,79 - 7,81 ppm foram
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atribuidos aos hidrogénios dos grupos piridina, enquanto os sinais multipletos
observados entre 7,57 e 7,27 ppm foram atribuidos aos hidrogénios dos grupos fenil.
Observa-se um singleto em 7,06 ppm, o qual foi atribuido ao hidrogénio da ligacdo NH
do HzL1a.

As constantes de acoplamento (J) entre os hidrogénios orto e meta dos anéis
piridina ndo foram determinadas com precisdo através da andlise de 'H realizada em
temperatura ambiente (25 °C), onde foram observados valores de J distintos nos
sinais dos hidrogénios adjacentes Hi, Hv, Hs4, He (J = 5,8 € 6,7 Hz) e H2, H2, H3 e Hz
(J = 5,3 e 5,7 Hz). A ndo concordancia entre os valores de J, referentes ao
acoplamento entre os hidrogénios localizados nas posicées orto e meta do grupo
piridina dos tautdbmeros HzL1f e HaLla, pode estar relacionada ao momento de
quadrupolo induzido pelo atomo de nitrogénio do anel piridina. Uma discusséo
detalhada sobre a resolucéo desses sinais sera realizada na secédo 4.1.2.2, atraves
dos resultados obtidos de analises variando-se a temperatura de aquisicdo do

espectro.

Figura 13 - Espectro de RMN *H do composto H2L1 em DMSO-ds e frequéncia de
300 MHz.
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Prosseguindo com as atribuicdes de *H para menores valores de deslocamento
quimico, verifica-se a presenca de um singleto em 6,02 ppm, o qual foi atribuido ao
hidrogénio do grupo metino do tautdbmero H:Lla. Os valores de deslocamento
associados ao grupo metileno foram atribuidos ao multipleto entre 3,06 e 3,21 ppm,
que surge como resultado do diferente ambiente quimico dos hidrogénios do
tautbmero HoL1f. Em 1,98 e 2,10 ppm verificam-se dois singletos, referentes aos
grupos metil dos tautbmeros.

Diferente do que foi proposto no paragrafo anterior, em dois trabalhos na
literatura que retratam a sintese do ligante H2L1 (EL-BAHNASAWY; EL-MELEIGY,
1993; HOSSEINI-MONFARED et al., 2013), os autores nao identificaram o sinal de
deslocamento quimico do grupo metileno na andlise de 'H, sinal este que, no presente
trabalho, foi identificado e serviu como evidéncia para a proposta do tautbmero de
cadeia fechada em solugéo (HzL 1f). Ressalta-se que, nos trabalhos citados, a sintese
do HzL1 foi realizada com o mesmo solvente utilizado neste trabalho (EtOH), ou com
um solvente de propriedades semelhantes (MeOH), descartando a possibilidade de
diferentes espécies em solucéo devido ao efeito de diferentes solventes de sintese.
Adicionalmente, em ambos os trabalhos citados, os espectros de *H foram realizados
em solugdo com o mesmo solvente deuterado utilizado no presente estudo
(DMSO-de). Tais observagbes, portanto, permitem a comparacdo direta dos
resultados de RMN de *H do composto HzL1 deste trabalho com ambos os estudos
citados da literatura.

Desta forma, decidiu-se realizar andlises adicionais de 'H (DEPT-135 e 13C),
com o intuito de confirmar se o sinal identificado em 3,06 - 3,21 ppm, de fato, se refere
ao grupo metileno proposto neste trabalho (figura 13).

Em um experimento de DEPT (do inglés, Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer), € possivel determinar o nimero de atomo de hidrogénios
ligados em cada atomo de carbono. No DEPT-135, os grupos CHs e CH levam a sinais
positivos no espectro, enquanto o grupo CHz leva a sinais negativos (inversos). No
espectro de DEPT-135 do ligante H2L1 (figura 14), verifica-se um sinal positivo em
92,29 ppm, o qual foi atribuido ao grupo metina do tautdmero de cadeia aberta
(HzL1a), e um sinal inverso em 55,63 ppm, atribuido ao um grupo metileno presente

no HoL1f. Desta forma, o espectro de DEPT-135 reforca a proposta da existéncia do
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tautbmero de cadeia fechada (H2L1f) em solugéo, através da identificagdo do grupo
CHa.

Figura 14 - Espectro de DEPT-135 do composto HzL1 em DMSO-ds.
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Na andlise de 3C (figura 15), os sinais de deslocamento quimico dos
tautdbmeros corroboram com a atribuicéo realizada nos espectros de 'H e DEPT-135.

Os atomos de carbono dos grupos metino (Co) e metileno (Czs), tiveram seus
sinais de deslocamento quimico atribuidos aos picos em 91,83 e 55,17 ppm,
respectivamente. O sinal proximo ao pico atribuido ao grupo metileno, em 92,83 ppm,
foi atribuido ao carbono Cze, do tautébmero HzL1f. Isto explica a ndo observacdo do
sinal do Cz26 no espectro de DEPT-135 (figura 14), uma vez que atomos de carbono

nao ligados a atomos de hidrogénio ndo exibem sinais no espectro de DEPT-135.
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Figura 15 - Espectro de RMN *3C do composto H2L1 em DMSO-ds e frequéncia de
75 MHz.
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Devido a semelhanca estrutural, os espectros de RMN de 'H, DEPT-135 e 13C
do composto HoL2 (figuras Al, A2 e A3, apéndice A) apresentam sinais com a
mesma caracteristica dos atribuidos para o composto HzL1, confirmando a presenca
dos tautdmeros de cadeia fechada (HzL2f) e aberta (HzL2a) no ligante halogenado.

4.1.2.2 Complexos

Na figura 16, esta apresentado o espectro de RMN de 'H para o complexo
octaédrico GalLl, realizado em solucdo de DMF-d7. Os sinais de deslocamento
quimico indicam apenas uma espécie em solucdo, e estdo de acordo com a
coordenacdo do Ga'' com o ligante tridentado O, N, O - doador em sua forma de
cadeia aberta (Hz2L1a). De fato, ndo se observa o sinal do grupo metileno no espectro

de 'H do Gall, sinal este que foi identificado no tautobmero de cadeia fechada do
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ligante livre (H2L1f), evidenciando assim a abertura do anel pirazdlico do HzL1f

durante a reacdo com o metal.

Figura 16 -Espectro de RMN de *H do complexo GaL1 em DMF-d7 e frequéncia de
300 MHz.
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A auséncia do sinal do hidrogénio do grupo OH, presente no ligante livre
(figura 13), confirma a coordenacao do ligante ao metal. Uma outra evidéncia da
formacdo do complexo, surge da ndo observacdo do sinal referente a ligacdo NH,
presente no HzL1 em 7,06 ppm, devido a desprotonacdo do atomo de nitrogénio na
formacao do GaL 1. O singleto em 2,57 ppm refere-se ao sinal do grupo CHs, enquanto
o singleto em 5,80 ppm foi atribuido ao hidrogénio do grupo CH (Hs). Os sinais dos
hidrogénios aromaticos sao observados como multipletos entre 7,27 - 7,77 ppm (anel
fenil) e dubletos entre 8,09 - 8,75 ppm (anel piridina).

A baixa resolucao dos dubletos referentes aos acoplamentos dos hidrogénios
H2, Hs, H2 e Hz, bem como a ndo concordancia entre os valores de J observados para

estes atomos os seus hidrogénios vizinhos (Hi, H4, Hr € H4"), seguiram 0 mesmo
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comportamento observado para os ligantes livres, como citado anteriormente (secao
4.1.2.1), evidenciando que a mudanca do solvente deuterado DMSO-ds, utilizado para
a andlise dos ligantes, para o solvente deuterado DMF-d7, da andlise dos complexos,
nao foi determinante para o efeito observado nos valores das constantes de
acoplamento. Reporta-se na literatura a obtencao de multipletos bem resolvidos no
espectro de 'H da piridina na temperatura de -40 °C, em comparagdo com sinais
alargados de hidrogénio visualizados para a mesma estrutura em temperatura
aproximada de +30 °C, onde este efeito foi relacionado a0 momento quadrupolar do
atomo de nitrogénio do anel aromatico (KINTZINGER; LEHN, 1968). Por esta razao,
decidiu-se investigar a resolucédo dos sinais de acoplamento dos hidrogénios orto e
meta do anel piridina do GalL 1, através de analises de *H com variagcdo de temperatura
entre -50 e +40 °C.

Na figura 17, sdo mostradas as ampliacdes nas regides dos espectros onde
observam-se os sinais dos hidrogénios orto e meta, nas diferentes temperaturas
avaliadas. Os resultados claramente indicam um aumento de resolugcéo para o
dubletos referentes aos sinais dos hidrogénios da posicao meta do anel (H2, Hs, H2 e
Hs) nas temperaturas de -40 e -50 °C, quando comparados com as andlises de 'H
realizadas em temperaturas superiores (0, +20, +30 e +40 °C). Ainda, como
consequéncia da melhor resolucdo dos dubletos, verifica-se que as constantes de
acoplamento dos hidrogénios orto e meta apresentaram valores de J semelhantes na
temperatura de -50 °C (J = 5,3 e 5,4 Hz). Estes resultados estéo, portanto, de acordo
com o que foi observado no trabalho citado (KINTZINGER; LEHN, 1968), com a baixa
resolucdo dos sinais do grupo piridina em maiores temperaturas associadas ao
momento quadrupolar do &tomo de nitrogénio. Os sinais de deslocamento em 2,75,
2,92 e 8,03 ppm referem-se ao sinal do DMF-ds.
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Figura 17 - Espectros de RMN de 'H em diferentes temperaturas do complexo GalL1
na regido de deslocamento quimico dos hidrogénios orto e meta do anel piridina, em
DMF-d~ e frequéncia de 300 MHz.
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Na figura 18, apresenta-se o espectro de 3C e a tabela com a atribuicdo dos
sinais do complexo GaLl. Todos os sinais de carbono foram identificados, e
corroboram com as atribuicdes realizadas da andalise de 'H. Os sinais dos carbonos
dos grupos metil e metina tiveram seus sinais atribuidos em 20,33 e 93,17 ppm,

respectivamente.
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Figura 18 - Espectro de RMN de 3C do complexo GaL1 em DMF-d7 e frequéncia de
75 MHz.
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Os espectros de 'H e 3C dos complexos GalL2, InL1 e InL2, estdo disponiveis
nas figuras A4 - A9, no apéndice. A mudanca de centro metalico e do ligante ndo
alterou de forma significativa os espectros de RMN. Por esta razdo, todos os
complexos de galio e indio apresentam espectros de RMN com as mesmas

caracteristicas discutidas nos paragrafos anteriores para o complexo GalL 1.

4.1.3 Espectrometria de massas com ionizagao por “electrospray” (ESI-MS)

Na figura 19, verifica-se que o espectro de massas do ligante HzL1, realizado
em modo positivo, apresenta um pico (m/z) em 282,5, referente ao ion molecular
protonado [M+H]*, e outro em 304,4, referente a associacdo do composto com o sodio

[M+Na]* (M = massa exata = 282,1).
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Figura 19 - Espectro de ESI-MS (+) do composto HzL 1.
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L1 - Formula Quimica: CigH5MN304

Massa exata: 261,1

Massa Molecular: 261,3

m/z: 281,1 (100,0%), 282 1 (18,7%), 2831 (2,1%)

No espectro do ligante HzL2 (figura 20), também foi confirmada a massa da

estrutura proposta, onde observa-se, na analise em modo negativo, a presenca de um

pico (m/z) em 314,0, referente a ionizagdo do composto através da perda de um atomo
de hidrogénio [M-H] (M = massa exata = 315,1).
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Figura 20 - Espectro de ESI-MS (-) do composto HaL 2.
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L2 - Formula Quimica: Ci5H4CIN;O;

Massa exata: 3151

Massa Molecular: 315,8

m/z: 315,1 (100,0%), 317,1 (34,0%), 316,1 (18.7%), 318,1 (6,1%)

A analise de ESI-MS para o complexo Gal 1 foi realizada em modo negativo. O
espectro obtido (figura 21), apresenta um pico (m/z) em 627,1, o qual esta de acordo

com o calculado para a espécie desprotonada [M-H]" (M = massa exata = 628,1).

84



Figura 21 - Espectro de ESI-MS (-) do complexo GalL 1.
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GalL1 - Formula quimica: Cs;H,7GaNgO,

Massa exata: 628,1

Massa molecular: 629,3

m/z: 628,1 (100,0%), 630,1 (74,0%), 629,1 (37,3%), 631,1 (25,8%), 632,1 (5,2%)

O resultado da anélise de ESI-MS do complexo InL1 (figura 22), realizada em

modo negativo [M-H], mostra um pico (m/z) em 673,0 [M-H], o qual estd em

concordancia com o valor calculado (m/z) para a espécie desprotonada (M = massa

exata = 674,1).
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Figura 22 - Espectro de ESI-MS (-) do complexo InL1.
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InL1 - Férmula quimica: Cs;H57InNgO,

Massa exata: 674,1

Massa molecular: 674,4

m/z: 674,1 (100,0%), 675,1 (37,2%), 676,1 (7,6%), 672,1 (4,5%), 673,1 (1,7%), 6771
(1,1%)

Assim como foi observado para os complexos de galio e indio com o ligante
H2L1, os complexos GalL2 e InL2 apresentam espectros com picos que confirmam a
obtencdo das estruturas propostas. O complexo GalL2 apresenta um pico (m/z)
referente a espécie protonada em 697,0 [M+H]* (M = massa exata = 696,1), enquanto
o complexo InL2 apresenta um pico (m/z) da espécie desprotonada em 741,1 [M-H]

(M = massa exata = 742,0), como mostrado nas figuras B1(a) e B1(b) (apéndice B).

4.1.4 Condutimetria

A condutividade dos complexos foi medida a partir uma solucdo de
concentracédo 1x10* M em DMF, com temperatura controlada de 20 °C. Os resultados
apresentaram valores de 10,27, 9,70, 11,25 e 10,08 uS/cm para os complexos Gal.1,
GaL2, InL1 e InL2, respectivamente. Desta forma, os valores medidos de

condutividade, os quais sdo semelhantes, estdo acordo com o reportado na literatura
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para complexos nédo eletrolitos em solugdo de DMF (<60 uS/cm) (GEARY, 1971; ALlI;
WANI; SALEEM, 2013). As solucbes dos complexos foram novamente analisadas
apos 1 e 24 h (figura 23), uma vez que mudancas consideraveis nos valores de
condutividade poderiam sugerir a instabilidade dos compostos através da formacgéo

de outras espécies em solucéo.

Figura 23 - Valores de condutividade (uS/cm) dos complexos de galio(lll) e indio(lIl)
em solucdo de DMF e temperatura de 20 °C (0, 1 e 24 h).
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Como verificado no grafico da figura 23, os valores de condutividade dos
complexos permaneceram muito préximos nos intervalos analisados, o que indica que
ndo houve a formacdo de novas espécies carregadas apés 24 h em solucao, e,

portanto, sugere a estabilidade dos complexos em DMF.

4.1.5 Espectroscopia de absorgcédo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)

4.1.5.1 Ligantes

Como discutido na secdo 4.1.2.1, os resultados das andlises de RMN

evidenciaram que os ligantes H2L1 e H2oL2 estdo presentes em solugdo como
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tautomeros de cadeia aberta (HzL1a e HzL2a) e fechada (Hz2L1f e H2L2f). Por esta
razdo, € esperado que as transi¢cdes observadas nas analises de UV-Vis sejam, na
verdade, um conjunto das transi¢des dos tautdmeros em solugédo, o que pode tornar
dificil a atribuicdo das bandas. Também foi discutido, nas descri¢cdes das sinteses dos
ligantes (secdo 3.1.2), que foi possivel isolar cristais, para ambos os ligantes, nas
cores branca e amarela, os quais foram atribuidos aos tautdmeros de cadeia fechada
e aberta, respectivamente, com o auxilio das analises de DRX de monocristal, as quais
serdo discutidas posteriormente neste trabalho. Considerando que, o equilibrio entre
tautdmeros do tipo anel-cadeia aberta ocorre de forma mais lenta em solucéo, quando
comparado outros tipos de tautomerismo (por exemplo, 0s que ocorrem simplesmente
através do deslocamento de um préton de um heterodtomo para outro) (MARTIN,
2009), resolveu-se analisar os ligantes por UV-vis partindo dos cristais isolados de
cada tautdmero, ao longo de 12 h.

Na figura 24, apresenta-se o espectro UV-Vis em MeCN preparada a partir dos
cristais amarelos do HzL1 (cadeia aberta, HzL1a). Na primeira aquisicdo do espectro
(t = 10 min), observa-se uma banda em 245 nm, a qual perdeu intensidade e foi
deslocada para a regido do vermelho (deslocamento batocrémico) ao longo das 12 h.
No entanto, observa-se que a partir de 3 h, a intensidade da banda foi pouco alterada
e a banda de absorcdo maxima permaneceu constante em 257 nm até a analise de
12 h. A diminuicdo da intensidade de absor¢cdo durante o tempo de analise também
foi identificada para a banda em 326 nm, que permaneceu com pouca alteracéo a
partir de 3-4 h, de forma similar ao comportamento observado para a banda em
245 nm. No entanto, a banda em 326 nm ndo apresentou um deslocamento
consideravel para o vermelho, como visto para a banda em 245 nm (13 nm para o
vermelho), e um pequeno deslocamento de 3 nm foi observado (323 nm). Uma outra
banda foi identificada na regido de 440 nm, a qual foi observada com pouca resolugéo

devido a sua baixa intensidade de absor¢ao (absortividade molar (€) < 2000).
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Figura 24 - Espectro de absorcao na regido do UV-Vis partindo do composto HzL1a
(sélido amarelo) em solucdo de acetonitrila, monitorado ao longo de 12 h.
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Considerando-se que o espectro obtido com aquisicdo em 10 min refere-se
predominantemente ao tautbmero H:L1a, atribuiu-se as bandas nas regibes de
245, 326 e 440 nm majoritariamente a esta espécie. Os valores de absortividade molar
sugerem transicdes do tipo ™ — T* para as bandas com valor maximo de absorgao
em 245 e 326 nm. Nesta mesma regido, sdo esperadas transi¢cdes do tipo n — 17,
referentes as ligagcdes C=N do ligante (MAHMOUD et al., 2019), e que possivelmente
encontram-se sobrepostas no espectro pelas bandas intensas das transi¢coes m — 1.
A banda larga e de baixa intensidade verificada na regido de 440 nm, foi atribuida as
transicdes proibidas do tipo n — T*. E interessante citar, que a solucéo dos cristais
amarelos em MeCN possui cor levemente amarelada logo ap0s ser preparada, mas
apresenta-se completamente incolor apés as 12 h de andlise, indicando que em

solucdo de MeCN o equilibrio é deslocado para a formacao do tautdbmero HzL 1f. Desta
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forma, as bandas referentes as transicfes do tipo e T — T n — " em 258 e 323 nm,
gue no espectro permanecem inalteradas a partir do intervalo de 5 h, foram atribuidas,
majoritariamente, ao tautbmero de cadeia fechada (H:L1f). Também é possivel
verificar no espectro, a diminuigédo de intensidade da banda na regido de 440 nm ao
longo das 12 h, ou seja, com o deslocamento do equilibrio para a formacgéo do HzL 1f,
indicando que as transi¢cdes do tipo n — T* dessa regido sao mais intensas no
tautomero de cadeia fechada.

As atribuicbes discutidas no paragrafo anterior sdo reforcadas quando se
realiza o experimento inverso, ou seja, partindo-se dos cristais brancos HaL1f
(figura 25) em solucdo de MeCN, onde a bandas de absorcdo no primeiro intervalo
(10 min) s&o semelhantes as bandas verificadas ap6s 12 h na analise do HzL1a, com
valores de 260, 323 e 440 nm.

Figura 25 - Espectro de absorcédo na regido do UV-Vis do composto HzL1f (solido
branco) em solugéo de acetonitrila, monitorado ao longo de 12 h.
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O pequeno efeito hipercrémico das bandas de absorcao, o leve deslocamento
hipsocrémico, bem como a observacéo de que a solugdo permaneceu incolor durante
as 12 h de andlise, corroboram com a sugestao da predominancia do tautémero de
cadeia fechada (Hz2L1f) em solugcéo de MeCN.

Os espectros de absorcao UV-Vis dos tautdmeros do HzL 2 apresentam, devido
a similaridade estrutural, 0 mesmo perfil dos espectros discutidos acima para o HzL 1,
e encontram-se disponiveis nas figuras C1 e C2 (apéndice C). No entanto, verifica
um pequeno deslocamento das bandas de absorcéao para a regido do vermelho. Uma
vez que, o ligante HzL 2 diferencia-se do HzL 1 unicamente pela presenca de um atomo
de cloro na posicéo para do anel aroméatico derivado da B-dicetona, ao invés de um
atomo de hidrogénio, atribuiu-se o pequeno efeito batocrdbmico nos espectros do
HoL2a e H:L2f a transicdes de elétrons ndo ligantes do halogénio para o anel
aromatico, aumentando assim a deslocalizagdo 1 por ressonancia no sistema
(figura 26), o que por sua vez contribui com o deslocamento das bandas de absor¢éo

para regides de menor energia no espectro (PAVIA et al., 2014).

Figura 26 - Aumento da deslocalizagao 1T por ressonancia de um anel aromatico
atraveés da presenca de elétrons nao ligantes de um atomo “Y” (Ex: Y = Cl).

OO

Exemplos de "Y": -NH,, -OH, -OCH3, Halogénios

Como reportado na literatura (SALMAN, 2017), mudancas de solventes e
valores de pH séo fatores cruciais para o comportamento de tautbmeros em solucéo.
Tendo em vista a aplicacéo bioldgica dos compostos deste trabalho, decidiu-se avaliar
o comportamento dos ligantes H2oL1 e H2L2 em solugcdo aquosa, com valor de
pH = 7,4 (tampdo PBS,10% DMSO), visando elucidar qual tautdbmero deve ser
predominante em meio fisiol6gico. Os espectros eletrénicos do HzL1a e do HzL 1f, com
aquisicao em diferentes intervalos de tempo, estéo apresentados nas figuras 27(a) e

27(b), respectivamente.
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Figura 27 - Espectro de absorcao na regido do UV-Vis: (a) composto HzL1a (solido
amarelo) e (b) composto HzL1f (sélido branco) em solucao de tampéo PBS, pH =7,4
(10% DMSO), monitorado ao longo de 2 h.
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Os espectros na solugdo aquosa apresentam uma banda larga e intensa com

intensidade maxima em 415 nm, com o mesmo perfil da banda atribuida ao ligante
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amarelo de cadeia aberta em solugdo de MeCN (Amax = 326 nm, figura 24). O notavel
deslocamento para a regido do vermelho das bandas de absor¢édo na solugcéo aquosa,
em relagcdo ao observado em solucéo de MeCN, foi atribuido ao efeito do aumento da
polaridade sobre as transi¢ées do tipo ™ — 1%, onde o estado excitado é estabilizado,
portanto, reduzindo a energia das transicOes eletronicas e levando ao efeito
batocromico (EDWARDS; ALEXANDER, 2017). A ndo observacdo das bandas
caracteristicas do tautbmero de cadeia fechada no espectro dos cristais brancos,
figura 27(b) e figura C3(b), apéndice C, o qual apresentou-se idéntico ao espectro
do HzL1a, figura 27(a), bem como a imediata mudanca da solu¢do partindo dos
cristais brancos para a cor amarela, indica o rapido deslocamento do equilibrio para a
formacao da forma amarela de cadeia aberta. Desta forma, as analises de UV-Vis

indicam a predominancia do tautdmero de cadeia aberta em meio fisiologico.

4.1.5.2 Complexos

Os espectros eletronicos dos complexos de gélio e indio, em DMSO,
encontram-se disponiveis na figura 28. Verifica-se que ambos o0s complexos
apresentam espectros semelhantes, com uma intensa e larga banda que se estende
de 330 a 510 nm, e com valores de absor¢cdo maxima entre 420 nm (complexo InL1)
e 426 nm (complexo GalL2), os quais foram atribuidos majoritariamente a transi¢cdes
do tipo m — m*. Transi¢des do tipo n — 1*, de baixa intensidade, também sé&o
esperadas na mesma regido, estando estas possivelmente sobrepostas pela intensa
e larga banda de absorc¢éo verificada no espectro.

Analisando-se o0s espectros dos ligantes livres (HzL1 e H2L2), também
realizados em solu¢do de DMSO, figura C4, apéndice C, observa-se que as bandas
de absorgéo referentes as transi¢ées do tipo ™ — m* dos ligantes HoL1 e H2L2
possuem valores de Amax em 336 e 343 nm, respectivamente, mostrando assim um
consideravel deslocamento para a regido do vermelho das bandas de absorcéo
referentes as transi¢gdes do tipo ™ — 1, apds a coordenagao dos ligantes com o0s
metais Ga"' e In"', como visto na figura 28. O efeito batocromico pode ser explicado
como uma consequéncia do aumento conjugacao 1 (PAVIA et al, 2014) na estrutura

dos ligantes, apds a reacdo de complexacdo com os metais galio e indio.
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Figura 28 - Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis dos complexos de gélio e
indio em solucdo de DMSO.
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O deslocamento batocrémico observado nos espectros de UV-Vis para os
compostos de coordenacgdo, também corrobora com a intensa coloracdo vermelha
observada para os solidos dos complexos GalL1l, InL1, GaL2 e InL2, diferentemente
dos ligantes HzL1 e H2L2, 0s quais possuem cor amarelada.

A estabilidade dos complexos de galio e indio foi avaliada por UV-Vis em meio
aquoso tamponado (PBS, pH = 7,4, 10% DMSO), figura 29, onde os espectros
eletrbnicos foram monitorados durante 24 h. Desta forma, foi possivel avaliar a

estabilidade dos compostos em um meio que mimetiza as condic¢des fisioldgicas.
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Figura 29 - Espectro de absorcéo na regiao do UV-Vis do complexo GaL1 em solucao
de tampéo PBS, pH = 7,4 (10% DMSO), monitorado ao longo de 24 h.
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Ao longo das 24 h de analise, ndo foram observados deslocamentos das
bandas de absorgdo em 252 e 415 nm, ou mesmo o0 aparecimento de novas bandas
no espectro. Além disso, também ¢é possivel verificar que as intensidades das
transicdes eletrdnicas do complexo permaneceram praticamente inalteradas durante
as 24 h de andlise, com uma reducéo de intensidade de absorcéo de apenas 0,25 e
0,23% para as bandas em 252 e 408 nm, respectivamente. Estas observagdes
sugerem uma elevada estabilidade em solu¢cdo aquosa com valor de pH fisiolégico.

Na figura 30, encontra-se disponivel o espectro eletrdnico do complexo InL1.
Embora o espectro apresente bandas com as mesmas caracteristicas do complexo
de GalLl, algumas diferencas foram observadas, como um efeito da mudanca do
centro metalico coordenado ao HzL 1.
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Figura 30 - Espectro de absorcao na regido do UV-Vis do complexo InL1 em solugéo
de tampéo PBS, pH = 7,4 (10% DMSO), monitorado ao longo de 24 h.
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Como discutido anteriormente, as bandas de absor¢cdo em 252 e 408 nm do
GalL1 apresentaram diminuicéo de absorcéo de 0,25% e 0,23% ao longo das 24 h de
analise. Para o InL1, observa-se claramente no espectro uma maior diminui¢cdo de
intensidade de absor¢éo durante as analises, com valores calculados de 8,66 e 5,79%
para as bandas com maximo de absorcdo em 252 e 415 nm, respectivamente.
Observa-se também um leve deslocamento da banda em 252 nm para a regido do
vermelho (3 nm) durante as 24 h de analise, diferentemente do que foi observado no
espectro do GalL 1, o qual ndo apresentou efeito batocromico.

E importante destacar que, apesar do complexo de indio apresentar indicios de
ser menos estavel que o complexo de galio na solucdo aquosa com valor de pH

fisiologico, as pequenas alteragbes observadas nos espectros eletrdnicos
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indicam que ambos os complexos GalL 1 e InL1 apresentam uma boa estabilidade em
solucéo aquosa.

Os complexos de Ga'' e In'' com o ligante H2L 2 (figuras C5 e C6, apéndice C),
apresentam comportamentos semelhantes aos observados por UV-Vis para os
complexos GaL1 e InL1. No entanto, assim como foi verificado no espectro do ligante
livre (H2L2), as bandas de absor¢édo dos compostos GalL2 e InL2 encontram-se mais
deslocadas para a regidao do vermelho. Como discutido anteriormente, este efeito
batocrémico esta provavelmente relacionado com a presenca do atomo de cloro no
anel aromatico do HzL2, o qual contribui com o aumento da conjugagéo eletrénica no

sistema, reduzindo assim a energia das transicdes eletronicas.

4.1.5.3 Simulacdo computacional por DFT dos espectros de UV-Vis dos

complexos

Com o intuito de obter informacdes adicionais as que foram obtidas
experimentalmente sobre a estrutura eletrdnica dos complexos, foram realizados
calculos de DFT (método descrito na secdo 3.2.9) para a obtencdo dos espectros
tedricos de UV-Vis dos compostos, incluindo a representacao dos orbitais moleculares
de fronteira das principais transi¢cdes calculadas.

Na figura 31 e no apéndice D (figuras D1, D2 e D3), estdo apresentados 0s
espectros simulados dos complexos de galio e indio (linha preta), com as energias de
excitacdo calculadas (linhas verticais azuis). O coeficiente de absortividade molar
(eixo da esquerda), é proporcional a forca de oscilador calculada para as transicfes
(eixo da direita), a qual representa a probabilidade de ocorréncia de uma transicao
eletrbnica (KURTZ et al.,, 2018). Para cada uma das duas bandas de absorcao
presentes nos espectros, foram selecionadas as trés transicbes mais intensas,
destacadas em vermelho, para a andlise das transicbes HOMO-LUMO dos

complexos.
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Figura 31 - Espectro de UV-Vis simulado por DFT do complexo GalLl, com as
energias (eV) das principais transicoes HOMO-LUMO.
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O espectro simulado do complexo GaL1l em DMSO apresenta uma larga banda
gue se estende na regido de 300 a 550 nm, portanto, com o mesmo perfil observado
nos espectros obtido experimentalmente com o mesmo solvente, figura 28. A banda
calculada de maior energia, com Amax em 218 nm, € consideravelmente menos
alargada que a banda na regido de menor energia (Amax = 380 nm), similar ao
observado nos espectro experimental do GalL 1 na figura 29, onde a adi¢cao da solucéo
aguosa ao DMSO permitiu a observacao da banda de maior em energia em 252 nm.
Na solucdo preparada com 100% de DMSO (figura 28), tal banda n&o pode ser
observada (DMSO “cutoff” em torno de 268 nm). As transi¢cdes calculadas para o
complexo GalL1, portanto, indicam uma boa correlacéo entre os espectros tedricos e
experimentais.

Uma outra boa correlacdo entre os espectros de UV-Vis experimentais e
simulados, refere-se ao efeito do atomo de Cl presente no anel aromatico do H2L2 na
diminuicao das transicbes HOMO-LUMO. Assim como foi verificado anteriormente nas
analises experimentais de UV-Vis dos complexos metalicos, o espectro calculado do
GalL 2 apresenta bandas com deslocamento para a regiao do vermelho em relagéo ao
complexo GaL1, com valores de Amax = 223 € 389 nm para o GaL2 e de 218 e 380 nm
para 0 GaLl. O mesmo efeito foi identificado no espectro simulado do InL2

(Amax = 221 e 390 nm), em relagdo ao complexo InL1 (Amax = 227 e 393 nm).
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Na figura 32 e no apéndice D (figuras D4, D5 e D6), encontram-se disponiveis
as representacdes dos orbitais moleculares de fronteira calculados por DFT,
referentes as transicoes eletronicas HOMO-LUMO dos complexos de Ga'' e In'", que

foram discutidas nos espectros simulados de UV-Vis.

Figura 32 - Orbitais moleculares de fronteira calculados por DFT, das principais
transicdes eletronicas do complexo GalL1l.
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Para todos os complexos, verifica-se uma maior contribuicdo do grupo
hidrazona nas transicbes HOMO calculadas na regido menor energia do espectro,
como pode ser visto figura 32 para as transicbes do GaLl em torno de 380 nm
(HOMO e HOMO-1), representadas com setas vermelhas. Desta forma, os elétrons
nao ligantes e 1 deste grupo sédo excitados para orbitais T distribuidos por grande
parte da molécula (LUMO e LUMO+1), como resultado da intensa deslocalizacéo
eletrdnica que ocorre através do sistema conjugado do composto. J& para as
transicOes de maior energia do espectro calculado, sdo observadas transi¢des do tipo
T — 1T e n — T com a presenca de orbitais HOMO centrados nos anéis aromaticos
(com uma maior participacdo do anel piridina em relacdo ao anel fenil) e no grupo
hidrazona, como pode ser visto na figura 32 para as transicées do GaL 1 em torno de
218 nm (HOMO-3, HOMO-2 e HOMO), representadas com setas azuis. A elevada
conjugacgao estrutural leva a transicbes intensas para orbitais T* distribuidos em
grande parte da estrutura composto, como pode ser visualizado nas transicées LUMO
calculadas para o GaL1 (LUMO+1 e LUMO+2).

Em resumo, os resultados experimentais obtidos pela técnica de absorcao
molecular na regido do UV-Vis permitiram a identificacdo das bandas de absorcao
caracteristicas dos tautbmeros presentes em solucdo de MeCN para os ligantes HzL1
e HoL2, onde identificou-se a predominancia dos compostos de cadeia fechada
(HzL1f e HoL2f), figuras 24 e 25, comportamento este contrario ao observado em
solucdo aquosa de PBS/DMSO (10%) com valor de pH fisiol6gico, onde
predominou-se no meio a forma de cadeia aberta para ambos os ligantes HzL1la e
HoL2a, figura 27. Os espectros eletronicos dos complexos de galio e indio em solugéo
de DMSO mostraram-se semelhantes, com a identificacdo de uma intensa e larga
banda em torno de 420 nm, referente a transigdes do tipo ™ — 11*. Todos 0s compostos
apresentaram indicios de serem estaveis nas analises de UV-Vis em solucdo aquosa
com valor de pH fisiolégico (PBS/DMSO (10%), pH = 7,4), monitoradas durante 24 h.
Uma menor mudanca foi observada nos espectros dos complexos com o centro
metalico Ga'' (GaLl e GalL2), figuras 29 e C5 (apéndice C), em relacdo aos
complexos de In", figuras 30 e C6 (apéndice C), indicativo de uma estabilidade
levemente maior dos compostos contendo o centro metalico mais duro de Ga''.
Tambeém, foi possivel avaliar a influéncia do halogénio (Cl) presente no anel aromatico

do Hz2L2, e seus respectivos complexos, na estrutura eletronica dos compostos. Por
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fim, os resultados experimentais de UV-Vis dos complexos apresentaram uma boa

correlagdo com os resultados simulados por célculos de DFT.
4.2 Investigacdao estrutural no estado sélido
4.2.1 Difracéo de raios X de monocristal (DRX de monocristal)

4.2.1.1 Ligantes

Monocristais adequados para a analise de DRX foram obtidos a partir da
evaporacao lenta da solugcdo dos compostos (Hz2L1 e H2L2) em EtOH. Um trabalho
prévio realizado com o ligante HzL1 por nosso grupo de pesquisa e colaboradores
(PAVAN et al., 2010), elucidou, por DRX de monocristal, que os cristais amarelos do
composto HzL1 se referem a estrutura de cadeia aberta (denominada neste trabalho

como HzL1a) e que esta apresentada na figura 33.

Figura 33 - Representacao da estrutura molecular do composto HzL1a (C = cinza, O
= lilas, N = vermelho, H = branco), obtida por DRX de monocristal.

I an”

Fonte: Autoria propria, com figuras do H.L1a produzidas através de dados cristalogréficos publicados
em um estudo anterior (Pavan et al., 2010).

No entanto, em nosso atual estudo, cristais incolores também puderam ser
coletados através da mesma solugdo em que foram obtidos os cristais amarelos,
tornando-se mais visiveis apds a total evaporacdo do solvente (EtOH). Apos
cuidadosa separacéo dos cristais incolores - misturados aos cristais amarelos - e
posterior analise por difragdo de raios X de monocristal, verificou-se que os cristais
incolores se referem a estrutura do tautbmero de cadeia fechada (H2L1f), como

observado na figura 34(a). Através de uma pesquisa na base de dados do CCDC (do
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inglés, Cambridge Crystallographic Data Centre) (CCDC, 2017), verificou-se que a
estrutura cristalina do composto HzL1f ja foi publicada, em um trabalho que trata
exclusivamente de sua caracterizacao estrutural por DRX de monocristal (KARGAR,
2011).

Figura 34 - Estruturas moleculares como elipsoides obtidas por difracéo de raios X de
monocristal: (a) tautdbmero de cadeia fechada do ligante H2L1 (H2L1f), (b) tautémero
de cadeia fechada do ligante HzL 2 (H2L2f) e (c) tautbmero de cadeia aberta do ligante
HoL2 (Hz2L2a). Representacao das elipsoides com 50% de probabilidade.

(@)

H,L1f - Cristal incolor

(b)

H,L2f - Cristal incolor

)

H,L2a - Cristal amarelo
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Assim como obtido para o composto HzL1, cristais incolores e amarelos do
H2L2 foram coletados e analisados por DRX de monocristal, levando as elucidacdes
das estruturas cristalinas dos tautdmeros H:L2f e HzL2a (figuras 34(b) e 34(c)),
sendo estas inéditas, de acordo com a pesquisa na base de dados do CCDC (CCDC,

2017), e que seréao discutidas a seguir.

4.2.1.1.1 Ligante HzL2 - tautdbmero de cadeia fechada (HzL 2f)

O composto HzL2f (figura 34(b)), cristalizou-se no sistema monoclinico com
grupo espacial P2i/c. A unidade assimétrica do cristal possui uma molécula do
composto e uma molécula de H20 de cristalizacdo (C1s6H14CIN3O2-H20). A estrutura
apresentou desordem no atomo de Cl, o qual foi refinado em duas partes, com fatores
de ocupacédo de 81 e 19%, respectivamente. Os dados cristalograficos selecionados
do H2L2f-H20 estdo apresentados na tabela E1 (apéndice E).

Os comprimentos das ligacdes C-C nos anéis fenil e piridina do HzL2f-H20
apresentam valores entre 1,364(3) e 1,387(3) A, intermediarios entre os comprimentos
de ligacbes simples e duplas, os quais estdo de acordo com o esperado para 0s
grupos aromaticos da molécula. As ligacées N(2)-C(10) e N(3)-C(7) do anel pirazélico
possuem distancias de 1,509(3) e 1,276(3) A, como caracteristica das ligacdes N-C e
N=C, respectivamente. A ligacdo C(6)-O(1) do grupo carbonila apresenta distancia em
concordancia com o esperado para uma ligacdo C=0 (1,234(2) A), enquanto que a
ligacdo C(10)-O(2) possui comprimento de 1,397(2) A, por se tratar
predominantemente de uma ligacdo simples. Os trés anéis presentes no HzL2f-H20
(fenil, pirazol e piridina), estdo orientados em trés diferentes planos, com angulos
diedros de 88,00° entre os planos do grupo fenil e pirazol, 44,00° entre os planos do
grupo pirazol e piridina e de 65,48° entre os planos dos anéis fenil e piridina. O atomo
0(2), referente a hidroxila ligada ao atomo C(10), apresenta-se 0,379 A fora do plano
em que encontra-se o anel clorofenil. A analise da estrutura cristalina também indica
uma alta planaridade dos anéis presentes no H.L2f-H20, com valores de rms de
0,0067, 0,0182 e 0,0069 A para os grupos fenil, pirazol e piridina, respectivamente.
Na tabela E2, apéndice E, estdo disponiveis os comprimentos e os angulos das

ligacdes selecionados para o Hz2L 2f-H20.
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Através da analise do empacotamento cristalino do HzL2f-H20, verifica-se que
a molécula de agua de cristalizacdo exerce, através de ligacdes de hidrogénio, um
papel crucial no arranjo das moléculas na estrutura deste tautdbmero de cadeia ciclica.
Na figura 35(a), é possivel visualizar, no empacotamento visto ao longo do eixo
cristalografico c, a cadeia de interacdes supramoleculares dirigidas pelas moléculas
de 4gua com o composto H2L2f, e repetidas de acordo com a simetria ao longo do
eixo a. Cada molécula do ligante interage com trés moléculas de agua, através dos
atomos de nitrogénio (grupo piridina), oxigénio (grupo carbonila) e hidrogénio (grupo
hidroxila), como mostrado na figura 35(b). O atomo oxigénio O(3) da molécula agua
interage com o hidrogénio H(10) da hidroxila, com distancia de 1,800(3) A, enquanto
que os hidrogénios H15 e H16 da molécula de dgua interagem com o nitrogénio N(1)
e com o oxigénio (O1), com distancias de ligacdo de 1,880(4) e 1,840(3) A,
respectivamente. Na tabela 7, sdo apresentadas as distancias e angulos das ligacfes

de hidrogénio do composto HzL 2f-H20.

Tabela 7 - Ligacfes de hidrogénio para o tautdmero HzL 2f-H20 com os comprimentos
(A) e angulos de ligacéo (°).

D-H..A d(D-H) d(H..A)  d(D..A) <(DHA)
C(1)-H(1)...CI(1A)#1 0,91(2) 2,99(2) 3,802(5) 150,2(17)
C(13)-H(12)...CI(1A)#2  0,94(3) 2,96(3) 3,761(5)  144,0(2)
0(2)-H(10)...0(3) 0,90(3) 1,80(3) 2,701(2)  179,0(3)
C(15)-H(13)...0(1)#3 0,94(3) 2,62(3) 3,490(3) 154,02
O(3)-H(16)...0(1)#4 0,98(3) 1,84(3) 2,793(2)  164,0(2)
O(3)-H(15)...N(1)#5 0,96(4) 1,88(4) 2,829(3)  172,0(3)

Operacdes de simetria: #1 x,-y+3/2,z+1/2  #2 -x+1,-y+1,-z+2  #3 X,-y+3/2,2-1/2 #4 x-1,y,z #5 -X,-
y+2,-z2+2

Apesar do importante papel das ligacdes de hidrogénio que estabilizam as
moléculas do HzL2f, outras contribuicbes importantes podem ser verificadas. Na
figura 35(c), destaca-se as interacdes entre os anéis do grupo pirazol. Como
observado na maioria dos casos, os empilhamentos TT-1 ocorrem entre anéis
aromaticos “deslizados”, um em relagao ao outro, ao invés de estarem em um perfeito

alinhamento facial (GODOY NETTO; FREM; MAURO, 2008).
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Figura 35 - Moléculas do HzL2f vistas ao longo do eixo ¢, com énfase para
empacotamento unidimensional gerado por simetria ao longo do eixo a (a), expanséo
gerada através da figura 31(a) de uma molécula de agua interagindo por ligacdes de
hidrogénio com trés moléculas vizinhas do HzL 2f, e seus respectivos dados de ligacao
(b), expansdo gerada através da figura 34(a), destacando as interacbes de
empilhamento entre os anéis pirazol ao longo do eixo a, com dados obtidos de
potencial intermolecular (c) e analise de hidratacdo na cela unitaria do HzL2f-H20 (d).
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N(1)...H(15)-O(3) -26,6

Volume de agua na cela unitaria: 110,43 A
Ocupagao na cela unitaria: 6,7% H H...

A distancia entre os centroides dos anéis pirazol CP1 e CP2, descendo ao longo
do eixo a (figura 35(a) expandida para a figura 35(c)), é de 4,652 A, e, portanto, no
parece estar associada a uma interagao -1 significativa, uma vez que a distancia

interplanar para o empilhamento de grupos aromaticos costuma variar entre 3,3 e
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3,8 A (GODOY NETTO; FREM; MAURO, 2008). No entanto, uma segunda interacéo
entre os anéis pirazol (CP2---CP1), onde os mesmos encontram-se mais alinhados
entre si, possui uma menor distancia de ligacdo 3,845 A, mais condizente com o
necessario para que ocorra uma estabilizagcdo por empilhamento 1T-11 entre os anéis
aromaticos.

Buscando informacdes adicionais em relacdo a estabilizacdo da estrutura do
HoL2f, causada pela interacdo entre os anéis pirazllicos e as interacdes
supramoleculares do ligante com as moléculas de 4gua de hidratacao, realizou-se
calculos pelo método de campo de forca (“force field”) para avaliar as contribuicdes
das energias de interacdes intermoleculares no empacotamento cristalino. Utilizou-se,
através do programa Mercury 3.0, o componente “UNI Intermolecular Potentials”
(MACRAE et al., 2020; GAVEZZOTTI, 1994; GAVEZZOTTI; FILIPPINI,1994;
ROSBOTTOM; CHENG; HENG, 2020; LEE et al.,, 2019), presente no pacote
“CSD-Materials”.

Os resultados da figura 35(c) indicam, como esperado, uma maior contribuicdo
entre o0s anéis CP2---CPlb (-39,7 kJ.mol') em relacdo aos anéis
CPla---CP2 (-14,6 kJ.mol?), que, como citado anteriormente, encontram-se mais
distantes entre si. Adicionalmente, os resultados também indicam que a contribuicao
do empilhamento -1 dos anéis pirazolicos na estabilizagdo da molécula possui
contribuicdo similar as das interacdes supramoleculares do H:L2f-H20 com a
molécula de A&gua, que apresentaram valores entre -24,8 e -26,6 kJ.mol™.
Utilizando-se o componente “Hydrate Analyser” presente no pacote “CSD-Materials”
(MACRAE et al., 2020), verificou-se que o volume e a ocupacdo das moléculas de
adgua na cela unitaria do HoL2f-H20 correspondem a 110,43 A e 6,7%,
respectivamente
(figura 35(d)).

4.2.1.1.2 Ligante HzL2 - tautdbmero de cadeia aberta (Hz2L2a)

O composto HoL2a, figura 33(c), cristalizou-se no sistema monoclinico com
grupo espacial P21/n e com uma molécula contida na unidade assimétrica. Os dados

cristalograficos selecionados do H:L2a estdo apresentados na tabela E1
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(apéndice E), e o arranjo das moléculas presentes em uma cela unitaria encontra-se

disponivel na figura 36(a).

Figura 36 - Cela unitaria do composto HzL2a vista ao longo do eixo a (a), estrutura
molecular do composto HzL2a, com énfase para o anel de seis membros formado a
partir da interac&o intramolecular N(3)-H(6)...0(2) (b).
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O composto HoL2a apresenta-se como uma hidrazida, com os atomos de
nitrogénios N(2) e N(3) protonados. Os anéis clorofenil e piridina, cujas ligagbes C-C
variam entre 1,365(5) e 1,391(4) A, encontram-se orientados em dois diferentes
planos, com angulos entre os mesmos de 59,84°, e os valores de rms indicam uma
alta planaridade em ambos os grupos aromaéticos (0,0038 e 0,0017 A para os anéis
clorofenil e piridina, respectivamente). Destaca-se, também, a presenca de um angulo
de torséo de -77,58° ao redor do grupo hidrazida (C(6)-N(2)-N(3)-C(7)). Neste grupo,
evidencia-se uma deslocalizagcao de elétrons ™ em seus atomos, uma vez que as
ligacdes C(6)-N(2) e N(3)-C(7) apresentam comprimentos de ligacdo de 1,344(4) e
1,334(4) A, que s&o valores intermediarios entre o encontrado para ligagdes simples
e duplas. Verifica-se, também, que a presenca da ligacéo de hidrogénio intramolecular
N(3)-H(6)...0(2) leva a formacdo de um anel de seis membros (“motif S(6)”)
(BERNSTEIN et al., 1995; VENKATESAN et al., 2015) com elevada planaridade (valor
de rms de 0,0260 A), figura 36(b), o que provavelmente contribui com uma maior
deslocalizagédo 1 na molécula HzL2a. Como exemplo, verifica-se que a carbonila
C(10)=0(2), presente no anel S(6), possui maior distancia de ligagéo (1,244 (4) A) que
a carbonila C(6)=0(1) ligada ao anel piridina (1,212(4) A), o que pode estar associado
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a uma leve diminuicdo em seu carater de ligacdo dupla. Dados adicionais de
comprimentos e angulos de ligacbes estédo disponiveis apéndice E (tabela E2).

As ligagOes intramoleculares discutidas acima séo iguais as observadas para o
composto HoLla (PAVAN et al.,, 2010; BIKAS et al.,, 2012), indicando que a
substituicdo do atomo de hidrogénio presente no anel fenil do HzL1a, pelo atomo de
cloro retirador de elétrons do HzL2a (distancia CI(1)-C(14)=1,734(3) A), ndo exerceu
influéncia na ligacao intramolecular N(3)-H(6)...0(2). Por outro lado, como mostrado
nas figuras 37(a) e 37(b), diferentes interacdes intermoleculares sdo observadas
comparando-se HzL1a com HzL2a, possivelmente devido a efeitos estéricos que o
atomo mais volumoso de cloro presente no anel derivado da S-dicetona do HzL2a
exerce sobre moléculas vizinhas, levando assim a uma consideravel diferenca no
arranjo molecular dos compostos (figuras 37(c) e 37(d)).

Seguindo o mesmo procedimento realizado com os ligantes de cadeia fechada
(secao 4.2.1.1.1), foram obtidos valores das energias de interacdes intermoleculares
presentes na rede cristalina das moléculas HzL1a e H:L2a, calculadas pelo método
do campo de forca através do componente “UNI Intermolecular Potentials”, presente
no pacote “CSD-Materials” do programa Mercury 3.0 (MACRAE et al., 2020;
GAVEZZOTTI et al., 1994; GAVEZZOTTI; FILIPPINI, 1994; ROSBOTTOM; CHENG;
HENG, 2020; LEE et al., 2019).

Os valores obtidos das trés principais energias de interacéo intermolecular na
rede cristalina do Ho:Lla, de -84,8, -70,0 e -25,4 kcal.mol?, indicam uma maior
estabilizacdo no empacotamento molecular do HzL1a em comparagcdo com os valores
de energia obtidos para a rede cristalina o ligante HzL2a, de -65,5, -58,3 e -24,2
kcal.mol?, figuras 38(a) e 38(b). Os comprimentos e distancias das ligacbes de
hidrogénio intermoleculares do tautdmero HzL2a estéo listados na tabela 8.
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Figura 37 - Ligacdes de hidrogénio presentes no composto H:L2a (a), ligacdes de
hidrogénio presentes no composto HzL 1a (b), empacotamento cristalino visto ao longo
do eixo a para o HzL2a, com distancias de ligacao entre atomos de moléculas vizinhas
(c), empacotamento cristalino ao visto ao longo do eixo a para o HzL 1a, com distancias
de ligacao entre atomos de moléculas vizinhas (d).
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Fonte: Autoria propria, com Figuras do HzL1a produzidas através de dados cristalogréficos publicados
em um estudo anterior (Pavan et al., 2010).
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Figura 38 - Valores de potencial UNI intermolecular (Kcal.mol?) calculados para a
rede cristalina dos ligantes HzL2a (a) e HzoL1a (b).
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Tabela 8 - Liga¢cBes de hidrogénio para o tautbmero HzL2a com os comprimentos
(A) e angulos de ligagéo (°).

D-H..A d(D-H) d(H..A)  d(D..A) <(DHA)
N(2)-H(5)...N(1)#1 0,91(4) 2,22(4) 3,077(5)  157,0(3)
C(1)-H(1)...N(L)#1 0,93 2,57 3,459(4)  160,0
C(8)-H(7)...0(1)#2 0,96 2,46 3,398(4) 1655

Operacdes de simetria: #1 -x-1/2,y-1/2,-z+1/2, #2 x-1,y,z.

Conclui-se, portanto, que o isolamento de duas formas cristalinas obtidas dos
ligantes H2L1 e HzL2 e a posterior andlise dos cristais por DRX de monocristal, levou
a resultados que corroboram com a investigagdo dos mesmos em solucdo, em
especial os estudos por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e por
espectroscopia de absorcdo na regidao UV-Vis, que evidenciaram a presenca dos

compostos em solugdo como tautdmeros do tipo anel-cadeia aberta em equilibrio.
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4.2.1.2 Complexos de gélio e indio

Nesta sec¢éo, serdo discutidos os resultados de DRX de monocristal obtidos
para o GalL1, o qual se coordena com o ligante H2L1 em sua forma de cadeia aberta
(HzL1a), confirmando a abertura do anel pirazdlico dos tautdmero de cadeia fechada
(HzL 1f) durante a reacéo de coordenacao, assim como foi proposto na caracterizagao
estrutural em solucao por RMN (sec¢éo 4.1.2.2). Nao foi possivel a obtencéo de cristais
adequados para a analise de DRX de monocristal dos complexos GaL2, InL1 e InL2,
no entanto, suas estruturas foram otimizadas através de céalculos utilizando a teoria
do funcional de densidade (DFT), a partir da estrutura elucidada por DRX do complexo

Gal 1, e os resultados também serdo discutidos nesta secéo.

4.2.1.2.1 Complexo GalL1

Cristais vermelhos do GaL 1 foram coletados a partir da solucdo mae da reagao
de obtencdo do composto MeOH. O complexo GalLl cristalizou-se no sistema
monoclinico, com grupo espacial C2/c. A unidade assimétrica do cristal apresenta
metade da estrutura proposta (Z° = 0,5). A estrutura cristalina do GalLl e o seu
empacotamento em uma cela unitaria encontram-se disponiveis nas figuras 39 e
40(a), respectivamente. Os dados cristalograficos selecionados estdo apresentados
no apéndice E (tabela E1).

Verifica-se através da estrutura cristalina obtida do complexo, que o HzL1 se
coordenou ao Ga' na forma tridentada com proporcdo estequiométrica
2:1 (ligante:metal), com geometria de coordenacdo octaédrica. O ligante, que
caracteriza-se como um O,N,O-doador, teve uma de suas unidades coordenadas na
forma dianidnica (L)?, e a outra na forma monoanibnica (L)%, onde, para esta Ultima,
o atomo de nitrogénio N(1) do grupo piridina € protonado com o hidrogénio H(3),
indicando a presenca de um complexo neutro do tipo zwitteridbnico. Uma vez que a
estrutura do complexo GalLl foi determinada através de sua unidade assimétrica
(metade da estrutura molecular), a desordem do atomo de hidrogénio H(3) ligado ao
atomo N(1) foi tratada através do seu refinamento utilizando-se um fator de ocupacéo

(s.o.f)igual a 0,5.
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Figura 39 - Estrutura cristalografica e molecular como elipsoides do complexo GalL 1
obtida por DRX de monocristal. Os atomos de hidrogénio (exceto H3) estdo omitidos
para facilitar a visualizacdo. Representacao das elipsoides com 50% de probabilidade.

Os anéis fenil e piridina, apresentam liga¢es C-C entre 1,333(6) e 1,388(5) A,
com valores bem préximos aos encontrados para o HzL1a (PAVAN et al., 2010), e que
condiz com os comprimentos de ligacBes esperados para os anéis aroméaticos. Os
resultados também indicam uma alta planaridade dos anéis fenil e piridina, com
valores de rms de 0,0028 e 0,0095 A, respectivamente. Como efeito da reacdo de
coordenacao dos atomos de oxigénio ao gdlio, e consequente aumento no carater de
ligagéao simples, observou-se um aumento no comprimento das ligagdes C-O no GalL 1
(C(6)-01 = 1,296(5) A e C(10)-O(2) = 1,304(5) A), em comparacéo com as ligacdes
dos mesmos atomos no HaL 1, que séo ligagdes do tipo C=0 com valores de 1,221(16)
e 1,270(15) A, respectivamente (PAVAN et al., 2010).
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Figura 40 - Empacotamento do complexo GaL 1 em uma cela unitaria (a), comparacao
entre HzL1a e GalL 1 do arranjo estereoquimico das ligacdes C(6)-N(2)-N(3)-C(7)) (b),
comparacdo entre HzLla e GalLl do angulo diedro dos anéis fenil e piridina (c),
angulos selecionados para as ligacbes envolvendo oxigénio e/ou nitrogénio com o

centro metalico de galio (d).
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O angulo de torsdo das ligacbes ao redor do grupo hidrazida (C(6)-N(2)-N(3)-
C(7)) do ligante HzL1, possui valor de 135,55° (arranjo estereoquimico anticlinal (ac)).
No entanto, a formacdo do composto de coordenac¢do de galio leva a uma mudanca
de conformacao em relagéo ao ligante livre, onde as ligagbes C(6)-N(2)-N(3)-C(7)) no
GalLl apresentam angulo de torsdo de -165,21°, portanto, com um arranjo
estereoquimico antiperiplanar (ap), figura 40(b). As terminologias ac e ap para os
angulos de torsdo acima citados, seguem as recomendacdes da IUPAC, “International
Union of Pure and Applied Chemistry” (MOSS, 1996). Verifica-se também a existéncia
de um maior angulo diedro entre os planos dos anéis fenil e piridina no GalL 1 (34,63°),
comparando-se com o observado para o ligante livre (15,66°), como visto na
figura 40(c).

As distancias das ligagbes Ga-O sugerem que o centro metalico de galio se liga
mais fortemente ao oxigénio derivado da benzoilacetona (Ga-O(2) = 1,954(3) A) do
que ao oxigénio derivado da isoniazida (Ga-O(1) = 2,013(3) A). Ja para a ligacéo do
metal com o nitrogénio, observa-se uma distancia de ligacdo Ga-N(3) de 1,962(3) A
levemente maior que a observada para a ligacdo Ga-O(2). O complexo GalL1l
apresenta uma geometria octaédrica levemente distorcida, com angulos variando
entre 78,58°(12) e 173,45°(17) A, como apresentado na figura 40(d). Os dados
selecionados dos comprimentos e angulos de ligacdes para o Gal 1, estdo disponiveis
na tabela E3 (apéndice E).

O complexo zwitteridbnico GalL1l é estabilizado por uma rede de interacdes
intermoleculares (complexo-complexo) envolvendo piridinas protonadas (PyH*) e ndo
protonadas. O arranjo dessas interacbes supramoleculares, que se estendem em

modo zigzag, podem ser vistas ao longo do eixo ¢ na figura 41.
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Figura 41 - LigagOes de hidrogénio intermoleculares N(1)-H(3)...N(1_a) no arranjo do
complexo GalL1l projetadas ao longo do eixo ¢, estendendo-se em modo zigzag em
paralelo ao eixo a, com dados de operacao de simetria, angulo e distancias de ligacao.

GaL1 - Rede de ligagdes de hidrogénio em zigzag
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D-H..A == N(1)-H(3)..N(1_a)

Operacao de simetria: -x+3/2,-y-1/2,-z
d(D-H) = 0,86 A°

d(H...A) = 1,83 A°

d(D...A) = 2,692(7) A°

<(DHA) = 176,8°

4.2.1.2.2 Otimizacédo estrutural dos complexos via calculos computacionais de
DFT

A otimizacao das estruturas por calculos de DFT dos complexos GalL1, GalL2,
InL1 e InL2 foi realizada utilizando-se o programa Gaussian 09, Revisdo D.01
(Gaussian Inc., Wallingford, CT, EUA), seguindo os métodos descritos na se¢édo 3.2.9,
e com representacado grafica dos complexos realizadas através do programa Mercury
(MACRAE et al., 2020). Utilizou-se os dados cristalograficos do GalL 1 obtidos por DRX

de monocristal como modelo inicial de estrutura molecular para a otimizagéo de todos
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os complexos. Na figura 42, sdo apresentadas as estruturas moleculares obtidas

através dos calculos computacionais para os complexos de galio e indio.

Figura 42 - Estruturas otimizadas dos complexos de gélio e indio obtidas por
calculos de DFT.

Complexos de Galio Complexos de [ndio

GalL1 InL1

GalL2 InL2

Os valores das distancias e angulos de ligacdes calculados para o complexo
GalLl sdo, em maioria, similares aos obtidos experimentalmente por DRX de
monocristal, como mostrado na tabela 9, indicando a concordancia entre o modelo

calculado por DFT aos resultados obtidos experimentalmente.
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Tabela 9 - Comprimentos (A) e angulos de ligac&o (°) selecionados do complexo Gal 1
(dados experimentais) e dos complexos GalL1l e InL1 (dados calculados por DFT).

*M = Ga" ou In".

Ligacdes GalL 1Experimental)  Gall (caiculado)  INL1 (calculado)
Comprimentos (A)
O(2)-C(6) 1,296(5) 1,292 1,290
N(3)-C(7) 1,314(5) 1,309 1,324
N(3)-N(2) 1,410(4) 1,386 1,377
N(2)-C(6) 1,310(5) 1,301 1,307
C(7)-C(9) 1,424(6) 1,421 1,419
0(2)-C(10) 1,305(5) 1,287 1,283
C(11)-C(16) 1,380(7) 1,395 1,402
N(1)-C(2) 1,338(5) 1,332 1,345
C(1)-C(2) 1,380(6) 1,387 1,379
M-O(1) 2,013(3) 1,999 2,176
M-O(2) 1,953(3) 1,973 2,136
M-N(3) 1,963(3) 2,008 2,154
Angulos (°)
C(6)-N(2)-N(3) 107,4(3) 110,73 112,35
0(1)-C(6)-N(2) 126,3(4) 124,97 126,97
0(1)-C(6)-C(5) 118,6(4) 117,56 117,35
0(2)-C(10)-C(11) 115,2(4) 114,72 115,15
C(7)-N(3)-N(2) 115,9(3) 117,44 115,66
0(2)-C(10)-C(9) 123,9(4) 125,26 125,07
N(3)-C(7)-C(8) 120,7(4) 122,17 119,18
O(1)- M-O(1_a) 86,73(17) 90,63 92,35
0(2)- M-0O(2_a) 89,24(18) 90,29 91,56
0(2)- M-N(3) 88,68(13) 89,84 84,86
N(3)- M-O(1) 78,59(12) 78,82 74,40
N(3)-M-N(3_a) 173,45(17) 173,05 172,38
0(2)-M-0(2) 167,19(11) 168,66 159,25
N(2)-N(3)-M 115,5(2) 114,32 115,50
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Analisando-se especificamente as ligacdes dos atomos de oxigénio e nitrogénio
com o centro metdlico (Ga'' e In') (figura 43), verifica-se que ambas as estruturas
otimizadas (GaL1l e InL1) se ligam mais fortemente ao a&tomo de oxigénio do ligante
derivado da benzoilacetona (Ga-0(2)=1,973 A e In-O(2)=2,136 A) que ao oxigénio
derivado da isoniazida (Ga-O(1)=1,999 A e In-O(1)=2,176 A), similar as distancias de
ligacdo observadas nos dados obtidos experimentalmente para o GalLl
(Ga-0(2)=1,953(3) A e Ga-O(1)=2,013(3) A). As ligacdes Ga-N(3) e In-N(3) das
estruturas otimizadas possuem distancias de ligagdes de 2,008 e 2,154 A,
respectivamente, deste modo, mais longas que as liga¢cfes calculadas para Ga-O(2)

e In-0O(2), o que também corrobora com os dados experimentais do complexo GaL1.

Figura 43 - Poliedros de coordenacgéo dos octaedros distorcidos das estruturas GalL 1
(experimental e calculada) e InL1 (calculada), com os valores de comprimentos de
ligacdo (A).

Gal1 (experimental) Gal1 (calculado) InL1 (calculado)

P 02 a

M-O(1) - 2,013(3) 1,999 2,176
M-0(2) - 1,953(3) 1,973 2,136
M-N(3) = 1,963(3) 2,008 2,154

*M=Gaouln

Também se verifica na figura 43, que todas as ligacbes envolvendo o centro
metalico de indio possuem valores calculados de distancia maiores quando
comparadas as ligagcbes envolvendo o centro metalico de galio. Isto surge como um
efeito do maior raio idnico octaédrico do indio (In3* = 0,80 A e Ga* = 0,62 A), levando
a ligagbes mais longas com os atomos doadores de nitrogénio e oxigénio, assim como
reportado na literatura (SUN et al., 1996; PRADO et al, 2021).
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De forma geral, a andlise de DRX de monocristal levou a elucidacdo da
estrutura molecular do complexo GalL 1, estando a mesma de acordo com a estrutura
proposta para este trabalho e em concordancia com os estudos realizados em
solucéo. Adicionalmente, foi possivel otimizar através de calculos computacionais as
estruturas dos complexos GalL 1, GaL2, InL1 e InL2, utilizando-se como modelo inicial

os dados experimentais cristalograficos do complexo GalL1.

4.2.2 Espectroscopia naregiao do infravermelho (V)

4.2.2.1 Ligantes

Na secéo anterior relacionada a difracdo de raios X de monocristal, mostrou-se
que os cristais amarelos e incolores, isolados de ambos os ligantes (H2L1 e HzL2)
apos cristalizacdo em etanol, referem-se a presenca de tautdmeros de cadeia aberta
(HzL1a e HzL2a) e cadeia fechada (HzL1f e HzL 2f), respectivamente. A investigacao
estrutural dos cristais isolados dos ligantes foi realizada por espectroscopia de

absorcéo na regiao do infravermelho (1V).

4.2.2.1.1 Tautbmeros de cadeia aberta - H2L1a e H2L2a

Na figura 44, é apresentado o espectro de infravermelho do composto solido
HoL1a, dissolvido em pastilha de KBr, com as principais bandas a serem discutidas
em destaque.

As bandas largas em 3147 e 2972 cm, foram atribuidas majoritariamente a
vibracbes de deformacdo axial v(N-H) da hidrazida. Os hidrogénios ligados aos
atomos de nitrogénio participam de ligagdes de hidrogénio intra- e intermoleculares,
contribuindo para o alargamento das bandas. O ligante HzL 1a possui mais dois grupos
funcionais com modos vibracionais esperados para a mesma regido da hidrazida, os

grupos dos anéis piridina e fenil.

119



Figura 44 - Espectro de 1V do composto HzL1a (pastilha de KBr).
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Piridinas substituidas possuem modos vibracionais similares aos encontrados
nos anéis derivados do benzeno, com os atomos de hidrogénio adjacentes dos dois
grupos estando correlacionados, e com o nitrogénio do grupo piridina (o qual ndo
possui hidrogénio) apresentando comportamento similar ao observado para um
carbono substituido (LIN-VIEN et al., 1991). Desta forma, os anéis aromaticos de
ambos os grupos devem apresentar bandas vibracionais de estiramento v(C-H) na
regido de 3100-3000 cm™ (SOCRATES, 2004; LIN-VIEN et al., 1991), podendo estas
bandas estarem sobrepostas pelas intensas bandas v(N-H) da hidrazida. Uma forte
banda aparece na regido de 1690 cm™, a qual é caracteristica das vibracGes de
deformacédo axial da carbonila v(C=0). Ja as bandas observadas em 1593 e
1520 cm, foram atribuidas as vibracdes moleculares de estiramentos v(C=C) e
Vv(C=N).

Na regido de baixa frequéncia do espectro, destacam-se duas bandas com

intensidade maxima em 724 e 675 cm™, que por sua vez foram atribuidas como
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bandas de deformacdo angular fora do plano v(C-H) dos grupos aromaticos, que
normalmente apresentam intensidade de absorcédo forte na regido de 900-650 cm-2.
Estas vibracfes possuem padrdes caracteristicos de acordo com o numero de atomos
de hidrogénio presentes no anel aromatico (SOCRATES, 2004; VARSANYI, 2012),
onde, para anéis monosubstituidos, a banda na regido de maior frequéncia
normalmente apresenta maior intensidade do que a primeira (SOCRATES, 2004),
como observado do espectro do composto HoL 1a.

O composto HzL2a, cujo o espectro encontra-se disponivel na figura F1
(apéndice F), apresenta a mesma caracteristica do espectro do composto HzL1a,
devido a similaridade estrutural. A banda relativa a ligacdo C-Cl no anel aroméatico &
de dificil atribuicéo, pois pode ser encontrada em uma ampla faixa na regidao de baixa
frequéncia (“fingerprint”) do espectro, onde muitas sobreposi¢gdes sdo encontradas.
Apesar disso, uma diferente caracteristica entre os espectros dos ligantes HzL1a e
HoL2a pbde ser observada na regido de baixa frequéncia do espectro. Para o
composto HzL2a, a banda em 690 cm™ apresenta uma clara diminuigédo de intensidade
em relacdo a banda em 760 cm, quando comparada com as bandas em 675 cm™ e
724 cm do composto HzL 1a. Como discutido anteriormente para o composto HzL 1a,
estas duas bandas foram atribuidas como bandas de deformac&o angular fora do
plano v(C-H) dos grupos aromaticos. Portanto, a diferenca de intensidade das bandas
entre os compostos HoL1la e 0 HzL2a pode estar possivelmente associada como um
efeito da substituicdo na posi¢do para do atomo de hidrogénio (ligante HzL1a) pelo

atomo de cloro (ligante HzL2a), no anel aromatico derivado da B-dicetona.

4.2.2.1.2 Tautbmeros de cadeia fechada - H2L1f e HoL 2f

O espectro de infravermelho do composto HzL 1f, dissolvido em pastilha de KBr,
encontra-se disponivel a seguir, na figura 45, com as principais bandas a serem
discutidas em destaque.

A primeira banda, em 3418 cm!, refere-se as vibracdes de estiramento axial do
grupo OH ligado ao anel pirazdlico. O atomo hidrogénio da hidroxila participa da
ligacdo de hidrogénio intermolecular com o oxigénio da molécula de agua de
cristalizacdo presente na estrutura do HzL1f, como confirmado anteriormente nas

analises de difracdo de raios X de monocristal.
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Figura 45 - Espectro de 1V do composto HzL1f (pastilha de KBr).
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Para este caso, as vibracdes de estiramento v(O-H) aparecem na regido de
3550-3230 cm™* (SOCRATES, 2004), portanto, dentro do que foi observado. A bandas
largas em 3207 e 1628 cm, foram atribuidas as vibracGes de estiramento e de
deformacé&o angular, respectivamente, do grupo OH da agua de cristalizacao.

No espectro do composto HzL1, de cadeia aciclica (HzL1a, figura 44), as
vibracdes de estiramento v(C=0) foram atribuidas a banda em 1690 cm™. Para o
tautbmero ciclico (HzL1f), esta banda n&o foi observada. Assim como foi verificado
para o grupo OH do anel pirazolico por difracdo de raios X de monocristal, 0 grupo
carbonila da molécula HzL1f também participa de ligagbes de hidrogénio com a
molécula de agua de cristalizagéo, levando assim a um deslocamento da banda de
estiramento v(C=0) para um valor de menor frequéncia, de acordo com o0 que é
reportado na literatura (SOCRATES, 2004). Desta forma, a banda de estiramento
v(C=0) pode apresentar-se sobreposta a banda larga verificada em 1628 cm, relativa
a vibracdo de deformacéo angular grupo OH da agua de cristalizacéo.
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Visando confirmar a interpretacdo discutida acima, relativa a diferenca nos
valores de frequéncia das vibracdes C=0 observadas entre os tautbmeros HzL1la e
HoL1f, submeteu-se os cristais brancos do HoL1f ao aquecimento prévio em estufa
em diferentes temperaturas (50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C) seguido da anélise por IV

apos 1 hora de aquecimento da amostra em cada temperatura (figura 46).

Figura 46 - Espectros de IV do composto HzL1f, apds aquecimento da amostra em
diferentes temperaturas (pastilha de KBr).

3418 3207 3147 2972 1690 1628 1593 1546 1520 1497 1450 732 724 705 675 (em’)

N e

—— S/ Aquecimento

—50°C

?ﬁﬂf -

S

|
|

1 B I v I ' 1 ' I ' 1 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Uma diminuicdo gradual da banda em 1628 cm™ foi observada com o aumento
da temperatura, devido a perda da molécula de agua e consequente quebra das
ligacdes de hidrogénio, aléem do deslocamento da banda C=0O do ligante HoL1f para
um valor de maior frequéncia, assim como observado para o composto HoLla.
Observou-se também, a partir de 80 °C, o aparecimento gradual das bandas de
estiramento axial das ligagbes N-H do grupo hidrazida do H:Lla, presente no

tautbmero de cadeia aberta (3147 e 2972 cm™). Ap6s aquecimento em 100 °C,
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verificou-se que o espectro do HzoL1f se tornou idéntico ao espectro do ligante de
cadeia aberta HzoLla (ndo submetido ao aumento de temperatura, figura 44),
indicando assim, a total conversao do tautdmero HzL 1f para o tautdbmero HzL1a apds
a remocdo da agua de cristalizacdo, algo também evidenciado pela mudanca de
coloracdo dos cristais, de branco para amarelo, durante 0 aumento temperatura das
amostras. Consequentemente, estes resultados também indicam que o composto
HoLla é estivel termicamente quando submetido até a temperatura analisada de
100 °C.

Seguindo a interpretacdo do espectro de IV na regido de menor frequéncia
(figura 45), as bandas observadas em 1546 e 1497 cm! foram atribuidas as vibracées
moleculares de estiramentos v(C=C) e v (C=N). A banda em 1450 cm, foi atribuida
ao grupo metileno, presente no anel pirazélico, que ocorre devido as vibracdes de
deformacé&o angular simétrica no plano, normalmente aparecendo como uma banda
de intensidade média na regido de 1480-1440 cm™ (SOCRATES, 2004). As bandas
observadas em 732 e 705 cm?, foram atribuidas as bandas de deformagéo angular
fora do plano v(C-H) dos grupos arométicos.

Os resultados obtidos pelo espectro de IV do ligante HzL 2f, bem como o estudo
do solido apds tratamento em diferentes temperaturas, seguem a mesma
interpretacdo realizada para o composto H:L1f, e encontram-se disponiveis no

apéndice F (figuras F2 e F3).
4.2.2.2 Complexos de galio e indio

A analise dos compostos GalL1 e GalLz2, por IV em pastilha de KBr, evidenciou
a reacdo de coordenacdo dos ligantes H2L1 e H2L2 com o galio proveniente do

precursor [Ga(acac)s], na proporcdo estequiométrica 2:1, respectivamente. Na
figura 46, apresenta-se o0 espectro de IV do complexo GalL1.
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Figura 47 - Espectro de IV do complexo GaLl.
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As bandas largas com frequéncias em 3147 e 2972 cm'%, presentes no espectro
do ligante HoL1a (figura 44), relativas as vibragdes de deformacao axial v(N-H) da
hidrazida, ndo foram observadas no espectro do complexo GalLl, evidenciando a
coordenacao do atomo de nitrogénio com o gélio. Na regido de alta frequéncia do
espectro do GalL1, sdo observadas vibracdes de estiramento que ndo puderam ser
observadas no espectro do ligante livre, por estarem sobrepostas pelas bandas largas
e mais intensas do grupo hidrazida. Tais bandas, em 3063 e 3033 cm, foram
atribuidas como vibrac¢des de estiramento v(C-H) dos anéis arométicos, que ocorrem
na regido de 3100-3000 cm™ (SOCRATES, 2004; LIN-VIEN et al., 1991). Em uma
regido de frequéncia mais baixa, bandas com intensidade ligeiramente menores que
as observadas para as vibragdes v(C-H) dos anéis aromaticos, foram identificadas
como vibracdes de estiramento v(C-H) do grupo metil derivado da benzoilacetona,

com as bandas em 2920 e 2828 cm atribuidas as vibracbes assimétricas e
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simétricas, respectivamente, estando de acordo com o reportado na literatura
(SOCRATES, 2004).

A nao observacdo no espectro da banda relativa as vibragdes da piridina
protonada (PyH"), presente no complexo zwitteridnico, pode ser explicado pela rede
de ligacdes de hidrogénio intermoleculares entre os atomos de nitrogénio das piridinas
protonadas e ndo protonadas do complexo GalL1, como foi verificado na elucidacao
da estrutura pela analise de difracdo de raios X de monocristal. Um outro efeito das
ligacdes de hidrogénio é observado no espectro, que possui duas bandas largas nas
regides de frequéncia 1900-2200 cm™* e 2400-2700 cm. Reporta-se na literatura
(BELLAMY, 1958), que a presenca de ligacdes de hidrogénio NH---N, como as que
ocorrem com a participacdo do ion piridina, leva ao aparecimento de duas bandas
largas na regidgo de 2000 cm-! e 2500 cm?, o que esta de acordo com o que foi
observado no espectro do complexo (figura 47).

A vibracdo de deformacéo axial da carbonila v(C=0), que foi identificada para
o ligante H2L1 em 1690 cm, foi observada para o complexo em 1594 cm™. Esta
reducdo da frequéncia de absorcdo ocorre como consequéncia da reagdo de
coordenagao, uma vez que a deslocalizagao dos elétrons 1 reduz o carater de ligagao
dupla da carbonila, levando a uma absorcdo em um menor valor de frequéncia. O
mesmo pode ser observado para as vibragdes moleculares de estiramentos v(C=C) e
v (C=N), que no ligante foram observadas nas frequéncias de 1593 e 1520 cm™, e no
complexo apresentaram-se deslocadas para menores valores de frequéncia (1518 e
1483 cm, respectivamente). As duas bandas de maior intensidade na regido de baixa
frequéncia (752 e 696 cm?), foram atribuidas as bandas de deformacéo angular fora
do plano v(C-H) dos grupos aromaticos.

Devido as semelhancas estruturais, como ja discutido anteriormente para 0s
ligantes, o complexo GaL 2 teve a atribuicdo de suas bandas de IV seguindo a mesma
interpretacdo discutida acima para o complexo GalLl, e o espectro encontra-se
disponivel na figura F4, apéndice F.

A andlise dos complexos de indio (InL1 e InL2) por IV em pastilha de KBr,
evidenciou a reacdo de coordenagdo dos ligantes H2L1 e H2L2 com o indio,
proveniente do precursor [In(acac)s], na proporcdo estequiométrica 2:1,
respectivamente. O espectro de IV obtido para o complexo InL1, encontra-se
disponivel na figura 48.
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Figura 48 - Espectro de IV do complexo InL1.
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Assim como discutido anteriormente para os complexos de galio, as bandas
largas relativas as vibracdes de deformacao axial v(N-H) da hidrazida do H:L1a
(figura 44), com frequéncias em 3147 e 2972 cm%, ndo foram observadas no espectro
do complexo InL1, como evidéncia da coordenacdo dos atomos de nitrogénio com o
indio. As bandas em 3060 e 3032 cm, foram atribuidas como vibracdes de
estiramento v(C-H) dos anéis aromaticos (SOCRATES, 2004; LIN-VIEN et al., 1991).
As bandas em 2922 e 2810 cm?, foram interpretadas como vibracdes de estiramento
v(C-H) assimétricas e simétricas, respectivamente, do grupo metil derivado da
benzoilacetona, estando de acordo com o reportado na literatura (SOCRATES, 2004).

A presenca de duas bandas largas nas regibes de frequéncia
1900-2200 cm™ e 2400-2700 cm™, bem como a ndo observacdo de bandas de
vibracdo da piridina protonada (PyH?*), presente no complexo zwitteridnico de indio,

evidenciam a presenca de rede de ligacdes intermoleculares entre os atomos de
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nitrogénio das piridinas protonadas e nao protonadas do complexo InL1, seguindo a
mesma interpretacao discutida anteriormente para o complexo GalL1l.

As vibracdes moleculares v(C=0), v(C=C) e v(C=N), foram atribuidas as
bandas presentes em 1586, 1514 e 1482 cm™, respectivamente. A absorcdo dessas
bandas, apresentam-se deslocadas para menores valores de frequéncia, quando
comparadas as absor¢des dos mesmos grupos presentes no espectro do ligante livre
(H2L1a, figura 44), como consequéncia da formacéo do composto de coordenacgao
de indio. As bandas em 752 e 700 cm-?, foram atribuidas as vibracGes de deformacéo
angular fora do plano v(C-H) dos grupos aromaticos.

Comparando-se o espectro de IV do InL1 (figura 48), com espectro do
complexo GalLl (figura 47), verifica-se que ambos possuem bandas com a mesma
caracteristica, com diferencas pouco relevantes entre os valores de frequéncias de
absorcdo. A mudanca do centro de metdlico, de Ga" para In", portanto, néo foi
responsavel por nenhuma diferenca significativa no estado solido que pudesse ser
observada pela técnica de espectroscopia de infravermelho.

As bandas de IV do complexo InL2, foram atribuidas seguindo a mesma
interpretacdo discutida acima para o complexo InL1l, e o espectro encontra-se

disponivel na figura F5 (apéndice F).

4.2.3 Ponto de fuséo (PF)

Todos os compostos (ligantes e complexos), os quais foram secos em alto
vacuo previamente as analises, apresentaram ponto de fusdo com valores observados
dentro de uma pequena faixa de 2 °C, o que evidencia a pureza das amostras.

Para os ligantes H2L1 e H2L2, foram analisados separadamente os solidos
isolados dos tautdmeros de cadeia aberta (Hz2Lla e HoL2a, amarelo) e fechada
(H2L1f e HzL2f, sélido branco). Os compostos HzL1a e HzL2a apresentaram pontos
de fusdo na faixa de 162-164 °C e 185-187 °C, respectivamente. Ambos 0s
tautdmeros HaoL1f e H2L2f, apresentaram uma gradativa mudanca de coloragdo
branca para amarela, com inicio em torno de 80 °C e fim por volta de 100 °C. Apés
esta faixa de temperatura, nenhuma mudanca foi observada nos cristais amarelos até
a fusdo dos compostos, as quais ocorreram nas mesmas faixas de temperatura

observadas para os compostos HzL1a e HoL2a. Estes resultados, portanto, estédo de
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acordo com as observacfes realizadas nas andlises dos ligantes por 1V,
secdo 4.2.2.1.2, onde o aquecimento dos cristais brancos, e a consequente perda da
molécula de 4gua presente na estrutura, levou a total conversdo do composto ciclico
para o composto aciclico (HzL1a ou HzL2a).

Os complexos apresentam pontos de fusdo consideravelmente mais elevados
gue o observado para 0s seus respectivos ligantes livres, com valores de 262-264 °C
(GaL1), 258-260 °C (InL1), 242-244 °C (GalL2), e 290-292 °C (InL2).

4.2.4 Anélise elementar (AE)

Os compostos, previamente secos em alto vacuo (temperatura de
aproximadamente 40 °C), foram analisados para a determinacdo das porcentagens
de carbono, hidrogénio e nitrogénio, como mostrado na tabela 10. Comparando-se 0s
valores de C, H e N (%) calculados com os obtidos experimentalmente, verifica-se que
todos os compostos apresentam composicdes condizentes com as estruturas
propostas, onde, para o ligante H2L2 e os complexos GalLl e InL2, os valores
encontrados apresentam uma maior concordancia com a presenca de uma molécula

de &gua por molécula de composto.

Tabela 10 - Valores calculados e experimentais para as porcentagens de carbono,
hidrogénio e nitrogénio presentes nos ligantes e nos complexos.

Composto Calculado (%) Experimental (%)

HoL1 C68,31;H5,37; N14,94 C68,48;H5,43;, N 14,77
H2L2-H20 C57,58;H4,83; N12,59 C58,04;H4,40; N 13,31
GalL1-H20 C59,37;H4,52; N12,98 C 58,87; H4,48; N 13,28
InL1 C56,99;H4,04;N12,46 C56,45;H4,43; N 12,00
GalL2 C55,05;H3,61; N12,04 C54,88;H4,01;N11,82
InL2-H20 C50,48; H3,57; N11,04 C50,68;H4,01;N 10,86
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4.3 Estudos de estabilidade e de interacdo in vitro dos complexos de Ga'' e In"!

com biomoléculas

4.3.1 Radiomarcacdao dos ligantes com galio-67

As sinteses dos radiocomplexos de galio-67 foram realizadas a partir de

solucdes de ¢’GaCls em tampédo de acetato de sédio (pH ~ 5), adicionadas em

solugdes dos ligantes HzL1 e H2L2 em EtOH (detalhes experimentais na se¢éo 3.3.1).

Na figura 49, apresenta-se os cromatogramas de HPLC dos ligantes H2L1 e H2L2

marcados com o galio-67 e dos complexos anélogos nao radioativos GalL 1l e GalL 2.

Figura 49 - Cromatogramas de HPLC (Nucleosil C18 5 um, A - 0,05% TFA, B - 100%
MeCN) dos radiocomplexos (a) ¢’GalL1 e (c) ¢’GaL 2, e de seus respectivos analogos
nao radioativos (complexos “frios”) (b) GaL1l e (d) GalL2.
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Os espectros de HPLC confirmaram uma eficiente radiomarcacéo dos ligantes
H2oL1 e H2L2 com o galio-67, onde néo foi observado o pico relativo ao precursor
metdlico ’GaCls (TR ~ 4 min, apéndice G (figura G1), e com a presenca de um Unico
pico para ambos os radiocomplexos, com tempo de retencdo (TR) de
aproximadamente 22,7 minutos para o ¢’GalL1, figura 49(a), e de 22,9 minutos para
6’GaL2, figura 49(c). Confirmou-se que tais picos observados se referem aos
radiocomplexos propostos, através dos cromatogramas de HPLC obtidos para os
complexos n&o radioativos (“frios”) GalL1l, figura 49(b) e GalL2, figura 49(d). N&o foi
possivel obter cromatogramas de HPLC dos complexos frios com a mesma qualidade
dos que foram obtidos para os complexos quentes, em virtude provavelmente da
diferenca de concentracdo das amostras dos complexos frios, relativamente mais
concentradas. No entanto, visualiza-se claramente nos cromatogramas dos
complexos frios a predominancia dos picos com tempos de retencdo semelhantes aos
observados para as espécies quentes, de aproximadamente 22,2 e 22,4 minutos para
os complexos GalL 1 e GalL 2, respectivamente. Os tempos de retencao caracteristicos
dos complexos frios apresentaram-se um pouco menores que os observados para 0s
complexos quentes. Isto ocorre devido as distancias ligeiramente diferentes percorrida
pelas amostras até os detectores de UV, para os complexos frios, e de radiagao v,
para os radiocomplexos. O curto tempo necessario para a eficiente sintese dos
radiocomplexos ¢’GaL 1 e 6’GaL2 (15 min), com o aquecimento do sistema durante a
reacdo em uma temperatura branda (50 °C), confirmam uma elevada afinidade do

galio(lll) pelos ligantes HzL1 e HzL 2.

4.3.2 Determinacao da lipofilicidade

A lipofilicidade dos radiocomplexos foi avaliada determinando-se o coeficiente
de particdo (log Pow), em um sistema bifasico n-octanol/PBS 0,1M utilizando-se o
método de multiplas extracdes (detalhes na secdo 3.3.2). Os resultados foram
apresentados na forma de log Pow, a partir dos dados extraidos das analises em
triplicata de cada fase (tabela 11). Ambos os radiocomplexos analisados mostram-se
lipofilicos, no entanto, os resultados indicam uma lipofilicidade ligeiramente maior do
67GaL2 (log P = 2,06), em relacdo ao ¢’GalL1 (log P = 1,80). Considerando que o

ligante H2L2 difere do H2L1 unicamente pela presenca de um atomo de cloro na
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posicdo para no anel aromatico derivado da B-dicetona, ao invés de um atomo de
hidrogénio na mesma posicao, sugere-se que o0 atomo de cloro do HzL2 contribui com
o carater lipofilico do 8’GalL2. Este resultado estd de acordo com o proposto na
literatura, onde cita-se que a inclusdo de halogénios em uma molécula pode levar a

um aumento do seu carater lipofilico e hidrofébico (PRIIMAGI et al., 2013).

Tabela 11 - Determinagéo da lipofilicidade dos radiocomplexos de géalio-67. Valores
de atividade descritos em cpm (contagem por minuto) obtidos em um contador de
radiacao y e valores de log Pow calculados através da média das fracdes.

Atividade (cpm)
6’GaL1 6’GaL2
Octanol PBS Octanol PBS
Fragcdo 1:  718305,3 13752,6 546655,7 5167,9
Fracdo 2:  754036,6 13145,8 575414,1 5511,7
Fracdo 3:  781993,6 8363,5 575528,8 4092,0
log Po/W= 1,80 log PO/W= 2,06

4.3.3 Ensaios de estabilidade dos complexos de galio-67 em apo-transferrina

A estabilidade dos compostos em solu¢cdo de apo-transferrina (apo-Tf) foi
controlada por HPLC, ap6s 1, 4 e 24 h de incubacdo a 37 °C (figura 50). O
radiocomplexo ¢’Gal 2 mostrou-se mais estavel que o ’GalL1 apés 1h de incubacéo,
no entanto, com uma consideravel diminuicdo da estabilidade apés 4 h de incubacéo,
observada através da diminuicdo do pico com tempo de retencdo em ~ 23 min,
referente ao radiocomplexo, e ao aumento de intensidade do pico em ~ 4 min, relativo
ao galio-67 livre em solugdo, ou associado a outras espécies. Como descrito
detalhadamente na sec¢édo introdutéria deste trabalho, o Ga"' possui uma elevada
afinidade pela transferrina, o que pode explicar a reversibilidade parcial observada
nos picos dos cromatogramas do ¢’GalL1 e do %’GalL2, como um possivel efeito de

reacoes de transquelacéo.
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Figura 50 - Cromatogramas de HPLC (Nucleosil C18 5 um, A - 0,05% TFA, B - 100%
MeCN) dos radiocomplexos (a) 6’GaL1 e (b) ’GaL2, incubados com apo-Tf (37 °C) e
analisados por HPLC em diferentes intervalos de tempo.
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4.3.4 Ensaios de estabilidade dos complexos de galio-67 em soro humano

Especificamente para a analise de interagdo com o soro humano, a marcagao
do ligante H2L1 com o galio-67 (6’GaL 1) foi realizada em um diferente momento nesta
pesquisa, em uma coluna com diferente diametro e com um maior fluxo (resultado da
radiomarcacao e métodos empregados descritos nas figuras G2, G3 e na tabela G1).
Por esta razdo, na marcacao do HzL1 com o gélio-67 para a andlise de estabilidade
com soro humano, figura 51 (a), o tempo de retencdo referente ao pico ¢’GaL1 foi
identificado em aproximadamente 12 min, portanto com menor TR em relacdo ao que
foi observado nos cromatogramas de HPLC da marcacédo do H2L1 com o galio-67,
figura 49(a), e nos ensaios de estabilidade do 6’GaLl com a apo-transferrina
figura 50(a), onde foram verificados valores de TR entre 22 e 23 min, cujos métodos

estdo descritos na secéo 3.3.1.3.

Figura 51 - Cromatogramas de HPLC (Nucleosil C18 5 um, A - 0,05% TFA, B - 100%
MeCN) dos radiocomplexos (a) ¢’GaL1l e (b) 6’GaL2, incubados em SH (37 °C) e
analisados por HPLC em diferentes intervalos de tempo.
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A estabilidade dos compostos em soro humano (SH) foi controlada por HPLC,
apos 1, 4 e 24 h de incubacéo a 37 °C (figura 51). As solu¢des de marcagdo dos
radiocomplexos %’GalLl e ®’GalL2 apresentaram estabilidade adequada até as
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4 h de incubacgéo, com apenas uma ligeira libertacdo do radiometal para o ’GaL1. No
entanto, apos 24 h de incubacdo observou-se uma acentuada diminuicdo de
estabilidade para o ¢’GalL 1 em comparacdo com o radiocomplexo ¢’GalL 2, onde para
o %GaLl também foi observado o aparecimento de uma nova espécie no
radiocromatograma com tempo de retencédo de aproximadamente 16,8 min, devido a
uma possivel interacdo do composto com proteinas do SH.

Os estudos com galio-67 por HPLC permitiram identificar que, embora os
complexos ¢’GalL 1 e ¢’GalL 2 apresentem uma diminuicdo de estabilidade em ambos
0s meios estudados (SH e apo-Tf), uma maior estabilidade foi observada nos ensaios
com soro humano, principalmente para o radiocomplexo ’GalL2. Adicionalmente, foi
possivel, através da determinacgéo do log de P, evidenciar uma lipofilicidade um pouco
maior do radiocomplexo halogenado %’GalL2, o que pode, entre diversos fatores,
aumentar a permeabilidade celular do mesmo em relacdo ao complexo com o ligante
H2L1 (STOCKS, 2013).

Os ligantes desenvolvidos neste trabalho ndo apresentaram marcacao eficiente
com o indio-111. Desta forma, os radiocomplexos analogos aos complexos néo
radioativos InL1 e InL2 ndo puderam ser avaliados in vitro.

Visando investigar o comportamento in vitro dos complexos frente a
biomoléculas, com a inclusdo dos compostos contendo o centro metélico de indio,
andlises adicionais de interacdo com a albumina do soro humano e o DNA foram
conduzidas com todos os complexos ndo radioativos (“frios”), as quais seréo

apresentadas a seguir.

4.3.5 Ensaios de interacdo dos complexos de gélio(lll) e indio(lll) com albumina

A albumina do soro humano (HSA), é a proteina mais abundante no plasma
(concentracdo de ~ 40 mg mL™?), que, dentre diversas funcdes fisioldgicas, realiza o
transporte, metabolismo e distribuicdo de substancias enddgenas e exdgenas pelo
organismo, incluindo farmacos, podendo também, atuar na dissolucao de substancias
com elevada hidrofobicidade (ESPOSITO; NAJJAR, 2002). As investigacdes sobre as
interacbes com a HSA, séo, portanto, uma importante etapa para o conhecimento de
processos farmacocinéticos e farmacodinamicos de candidatos a farmacos
(SATHYADEVI et al., 2012). A cadeia polipeptidica da HSA, que contém 585 residuos
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de aminoacidos, é organizada em trés dominios similares, denominados I, Il e llI,
sendo cada um deles divididos em dois subdominios, chamados A e B (ESPOSITO;
NAJJAR, 2002). Na figura 52, apresenta-se a estrutura tridimensional da HSA com a
localizacdo destacada dos subdominios Il1A e IIIA (MONDAL et al., 2017). S&o nesses
dois sitios que ocorrem as principais interacbes de compostos com a HSA. O
subdominio IIA, também chamado de Sudlow I, possui maior afinidade por interacdes
hidrofobicas, enquanto o subdominio IlIA, também denominado como Sudlow II, pode
envolver um conjunto de interacdes (hidrofébicas, eletrostaticas e ligacbes de
hidrogénio) (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Figura 52 - Estrutura molecular da albumina do soro humano (HSA) com a indicacao
dos dominios, subdominios, sitios de ligacédo (Sudlow I e 1) e localizac&o do Trp-214.

Fonte: Adaptado de MONDAL et al., (2017).

A fluorescéncia do Unico residuo de triptofano presente na HSA, o qual esta
localizado no sitio Sudlow | na posicdo 214 (Trp-214), torna a técnica de
espectroscopia de fluorescéncia uma importante ferramenta em estudos de interacéao
de moléculas com a HSA. De forma muito sensivel, mudangas conformacionais no
microambiente do fluoréforo, causadas por tais interagdes, podem ser detectadas
através da diminuicdo de intensidade de fluorescéncia da biomolécula (RIBEIRO
et al., 2019; MONDAL et al., 2017).
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Através do método discutido acima, foram obtidas informacdes sobre o
mecanismo de supressao, constante de ligacdo e parametros termodinamicos das
interacbes (HSA-complexo), as quais serdo discutidas a seguir.

As andlises por espectroscopia de fluorescéncia, realizadas em tampé&o Trisma
(pH=7,4) nas temperaturas de 298,15 K (25 °C) e 310,15 K (37 °C), mostram a
supressdo da fluorescéncia da HSA com o aumento das concentracbes dos
complexos de gélio e indio (10-50 uM), como mostrado nos espectros do GaL2 e InL2,
figuras 53(a) e 53(b), e nos espectros do GaLl e InL1, figura H1l(a) e H1(b),
apéndice H, onde a porcentagem de diminuicdo de intensidade de fluorescéncia entre
a solucdo de HSA sem complexo e a solucdo contendo maior concentracdo dos
complexos (50 pM) variou de 66,10% (HSA-GaLl) a 78,31% (HSA-InL2), na
temperatura ambiente (298,15 K).

Os mecanismos de supressao da fluorescéncia da biomolécula por um agente
supressor podem ocorrer através de dois modos, classificados como estéatico ou
dindmico, podendo ambos ocorrerem simultaneamente, neste caso, de forma menos
recorrente (MONDAL et al.,, 2017). Tais mecanismos podem ser distinguidos em
dependéncia da temperatura ou através de medidas do tempo de vida do fluoréforo
(RIBEIRO et al., 2019).
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Figura 53 - Espectros de fluorescéncia (t = 298,15 K) da HSA (5 uM) em tampao
Trisma (10% DMSO) sem e com a adi¢cao dos complexos (10-50 uM) (a) GaL2 e (c)
InL2. Gréficos FolF vs. [Q] dos complexos (b) GaL2 e (d) InL2, nas temperaturas de
298,15 e 310,15 K, onde Fo/F representam a intensidade de fluorescéncia na auséncia
e presenca do complexo, respectivamente, e [Q] se refere a concentracdo do
complexo.
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Na supressao estatica, forma-se um complexo HSA-composto com diminui¢ao
de fluorescéncia em funcdo do aumento da temperatura, portanto, a constante de
Stern-Volmer (Ksv), equacéao 2 (secéo 3.3.4.1), diminui 0 seu valor com o aumento da
temperatura. J& na supresséao dinamica, ocorre uma colisdo entre o0 agente supressor
e o fluor6foro no tempo de vida do estado excitado. Neste processo, o fluoroforo
retorna ao estado fundamental emitindo um foton. Por ser um mecanismo dependente
de difusdo, um aumento de temperatura leva a maiores valores de Ksy (MONDAL et

al., 2017).
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A partir dos dados disponiveis na tabela 12, verifica-se que os complexos
GalLl, GaL2 e InL2 apresentam maiores valores de Ksy na maior temperatura
(310,15 K), o que indica a presenca de um mecanismo estatico. Embora o complexo
InL1 tenha apresentado um menor valor de Ksy com 0 aumento da temperatura, 0os
dados da constante de velocidade de supressédo bimolecular (kq), obtidos através da
equacao 2, revelam valores para o InL1 - e todos os outros complexos - na ordem de
10%?, o que reforca a proposta de um mecanismo de interacdo estatico com a HSA, ja
que mecanismos dinamicos apresentam valores maximos de kq na ordem de 2,0 x
1019 M1 st [13,26]. Adicionalmente, a linearidade observada nos gréficos
Fo/F vs [Q] das figuras 53(b), 53(d), H1(b), H3(d)), corrobora a com presenca de um

anico tipo de mecanismao.

Tabela 12 - Constantes de supressao Stern-Volmer (Ksy) e constantes de taxa de
supresséao bimolecular (kq) determinadas para os complexos com HSA em diferentes
temperaturas.

Compostos T (K) Ksv (10* M) kq (1012 M1st) R?

298,15 3,86 £0,12 6,22 0,99
GalL1l

310,15 3,83+0,11 6,18 0,99

298,15 5,54 +0,18 8,93 0,99
GalLz2

310,15 529+0,31 8,53 0,99
nL1 298,15 3,45+0,12 5,56 0,99
n

310,15 3,61 +0,28 5,82 0,98
nL2 298,15 7,17 £0,21 11,56 0,99
n

310,15 6,73 +£0,19 10,85 0,99

Atraves dos dados disponiveis na tabela 13, verifica-se que os complexos
apresentam valores de constante de ligacdo HSA-complexo (Kb), equacéo 3 (secao
3.3.4.1), na ordem de 10% indicativo de afinidade de ligagdes moderadas
(NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013), onde os valores sugerem uma maior interacao da
HSA com o complexo InL2 (273,15 K = 1,70 x 10> M, 310,15 K = 2,57 x 10> M1).
Todos os complexos possuem valores de n (numero sitios de ligacdo por cada
molécula de HSA, equacdo 3) aproximadamente igual a 1, portanto, indicativo de

ligacGes com estequiometria 1:1 (HSA-complexo).
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Tabela 13 - Constantes de ligacdo (Kp), numero de sitios de ligagdo (n) e os
parametros termodindmicos AH° (kJ mol?), AS® (J mol! K1) e AG® (kJ mol?l)
determinados para os complexos com HSA em diferentes temperaturas.

Compostos T (K) Kb (10° M) n R? AG° AH°  AS°
298,15 1,11+0,11 1,11+0,02 0,99 -28,80 162,74
GalLl 19,72
310,15 151+0,12 1,14+0,03 0,99 -30,75 162,73
298,15 0,89x0,23 1,05+£0,05 0,99 -28,25 221,87
GalL?2 37,90
310,15 161+0,39 1,11+0,08 0,98 -30,91 221,86
298,15 0,88+0,12 1,10x0,03 0,99 -28,22 203,66
InL1 32,50
310,15 146+0,40 1,14+0,09 0,98 -30,66 203,64
298,15 1,70x0,211 1,09+£0,02 0,99 -29,85 188,93
InL2 26,48
310,15 257+0,03 1,14+x0,01 0,99 -32,12 188,94

Os resultados obtidos de Ky nas diferentes temperaturas permitem a obtencao
de parametros termodinamicos (AH°, AS° e AG®), equacdes 4 e 5 (secdo 3.3.4.1), os
quais podem indicar os tipos de forcas intermoleculares presentes nas interacfes
HSA-complexo (RIBEIRO et al., 2019; NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Verifica-se, através dos dados disponiveis na tabela 13, que os valores de AG°
de todos os sistemas HSA-complexo sdo negativos, indicando a espontaneidade de
todas as interacdes, com valores ligeiramente menores em ambas as temperaturas
para a interacdo da biomolécula com o composto InL2. Os valores determinados de
AH° e AS° sao positivos para todas as interagdes, o que € associado na literatura com
a presenca de interacdes hidrofébicas dos compostos com a biomolécula. Neste tipo
de interacdo, as alteracdes conformacionais causadas pelo agente supressor no
fluoréforo levam ao rearranjo de moléculas de agua ao redor da proteina, aumentando
assim a entropia no ambiente em que ocorre a associacdo HSA-composto (VELOZO-
SA et al., 2019; ROSS; SUBRAMANIAN, 1981).

De forma geral, as andlises evidenciaram que as interagdes HSA-complexo
sdo, para todos os compostos, hidrofobicas e de intensidade moderada. Os resultados
indicam maiores intensidades de supresséo para os complexos de galio e indio com
o ligante HzL2 (tabela 12). Como visto na se¢éo 4.3.2, a presenga do atomo de cloro
no HzL2 resultou em um maior carater lipofilico de sua estrutura, em relacdo ao

observado para o H2L1, uma vez que a presenca do halogénio aumenta o carater
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lipofilico e hidrofébico da molécula. Estas observacdes estado de acordo, portanto, com
uma maior supressao da HSA causada pelos complexos GalL2 e InL2, como efeito da
maior contribuicdo do HzL2 no carater hidrofébico dos complexos.

Ao analisar-se apenas os complexos com o ligante H2L2, os resultados
apresentados nas tabelas 12 e 13 indicam que o complexo com indio (InL2) possui
maior interacdo com a biomolécula do que o complexo com galio (GaL2). Esta
observacgéo esta de acordo com um trabalho na literatura (MUNTEANU et al., 2018),
onde complexos octaédricos de galio e indio foram sintetizados com o mesmo ligante,
e uma maior interacdo com HSA foi observada para o complexo de indio. Os
resultados foram interpretados através de estudos de docagem molecular, os quais
indicaram uma energia de ligacéo ligeiramente mais favoravel para o complexo de

indio nos sitios da biomolécula.

4.3.6 Ensaios de interacdo dos complexos de galio(lll) e indio(lll) com DNA

O acido desoxirribonucleico (DNA) (WATSON; CRICK; FRANCIS, 1953;
SINDEN, 1994) é uma biomolécula alvo de diversos agentes antibidticos e
antitumorais, e, como consequéncia, estudos de interacdes farmaco-DNA sédo
corriqueiros na area de farmacologia (RESCIFINA et al., 2014). A complexidade
estrutural e natureza polimérfica do DNA o torna um “frutifero” alvo de complexos
metalicos, através de diversos tipos de interacBes, de natureza covalente e
nao-covalente (KOMOR; BARTON, 2013; PAGES et al.,, 2015; BARRA; NETTO,
2015). Nas interagbes covalentes, o DNA atua como um ligante, coordenando-se
através do grupo fosfato ou das bases nitrogenadas ao centro metalico. O exemplo
mais conhecido de um metalofarmaco que interage covalentemente com o DNA € a
cisplatina, como detalhado na introducdo deste trabalho. Nas interagfes
nao-covalentes, os complexos metalicos podem interagir com o DNA por diferentes
modos, por exemplo, de intercalagdo, insercdo, interagbes hidrofébicas entre os
sulcos, ligagbes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas, com diversos exemplos de
interacdes entre complexos metalicos e o DNA (covalente e ndo-covalente)
disponiveis na literatura (KOMOR; BARTON, 2013; PAGES et al., 2015; BARRA,;
NETTO, 2015; JAMIESON; LIPPARD, 1999; METCALFE; THOMAS, 2003; LIU;
SADLER, 2011; tECZKOWSKA; VILAR, 2012).
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Neste trabalho, os estudos de interacdo de DNA foram realizados através de
trés técnicas experimentais: viscosidade, espectroscopia de dicroismo circular e

espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta e visivel.

4.3.6.1 Andlises de viscosidade

A andlise de viscosidade € considerada uma das mais precisas para se avaliar
interacbes complexo-DNA em solucdo (SCRUGGS; ROSS, 1964; BAROLLI et al.,
2017; RIBEIRO et al., 2019). Quando ocorre uma interacdo covalente, a distor¢éo da
dupla hélice leva a uma diminuicdo do comprimento da biomolécula, levando a uma
diminuicdo de viscosidade na solugédo de DNA. Por outro lado, uma interagdo por
intercalacdo leva a um aumento no comprimento da molécula de DNA, que ao
acomodar o complexo, passa a ter os seus pares de bases mais separados, levando
a um aumento de viscosidade da solugéo de DNA. Quando a interagdo do complexo
com o DNA é de natureza eletrostatica ou ocorre nos sulcos da biomolécula, ndo séo
observadas mudancas significativas na viscosidade da solucdo do DNA (BARRA,;
NETTO, 2015; VELOZO-SA et al., 2019).

Através do grafico (n/no)*2 vs. [complexo]/[DNA] da figura 54, onde os valores
de viscosidade relativa das solu¢cdes de CT-DNA na presenca () e na auséncia (no)
dos compostos foram determinados a partir da equacgéo 6 (secao 3.3.4.2), verifica-se
um leve aumento de viscosidade do CT-DNA apés a adicdo dos GalLl e GalL2. No
entanto, ndo foi observado um aumento significativo e gradual da viscosidade do CT-
DNA com o aumento gradativo das concentracdes dos complexos, quando comparado
com o efeito acentuado da adicdo do corante laranja de tiazol (figura H2, apéndice
H), um intercalador classico (BAROLLI et al., 2017). A insercdo do corante tiazol de
laranja entre os pares de base do DNA ¢ estabilizada por interacdes de empilhamento
1T-11. Em relag&o aos complexos de InL1 e InL2, a viscosidade da biomolécula néo foi
alterada de forma significativa nas razdées [complexo]/[[DNA] analisadas. Em suma,
nenhum dos complexos provocou uma mudancga significativa na viscosidade do CT-
DNA, com valores maximos de viscosidade relativa variando entre 1,02 e 1,08 na
maior relagdo [complexo]/[DNA], indicando uma interagdo complexo-DNA fraca,

possivelmente nos sulcos da biomolécula.
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Figura 54 - Efeito dos complexos de galio e indio na viscosidade relativa do CT-DNA.
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4.3.6.2 Analises por espectroscopia de dicroismo circular (CD)
Através da técnica de CD na regido UV-Vis, € possivel, de forma muito sensivel,
analisar mudancas na estrutura secundaria de biomoléculas quirais, incluindo o DNA

nas suas formas A, B e Z, figura 55 (KELLETT et al., 2019).

Figura 55 - Estruturas cristalogréaficas das formas A, B e Z do DNA.

A-DNA

Fonte: Adaptado de KELLETT et al., (2019).
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Na conformacéo B (B-DNA), que € a forma predominante in vivo, o espectro de
CD da solucado de CT-DNA em tampédo Trisma apresenta uma banda negativa em
~245 nm, que esta relacionada a helicidade, e uma banda positiva em ~275 nm,
relativa ao empilhamento das bases (RIBEIRO et al., 2019), assim como observado
neste trabalho (figura H3, apéndice H). Interacbes de complexos metalicos por
intercalacdo com o B-DNA levam a um aumento de intensidade nas bandas negativas
e positivas, enquanto interagdes eletrostaticas ou nos sulcos ndo modificam (ou pouco
alteram) os sinais das bandas de helicidade e empilhamento das bases do B-DNA
(KELLETT et al, 2019; DO COUTO ALMEIDA et al, 2021; SHAHABADI;
GHASEMIAN; HADIDI, 2012).

Através dos espectros de CD (figura 56), verifica-se a presenca das bandas do
CT-DNA em 275 e 240 nm, mesmo na presenca do complexo em diferentes
concentracfes, indicando que a biomolécula permaneceu na sua forma B. Os
complexos GalL1, GaL2, InL1 e InL2 possuem espectros semelhantes, indicando que
0s mesmos interagem de forma semelhante com o DNA. N&o foram observadas
mudangcas significativas na banda positiva (~275 nm), referente ao empilhamento das
bases, descartando uma interacdo complexo-DNA por intercalacdo. Verifica-se, no
entanto, um efeito acentuado dos complexos na banda negativa do CT-DNA
(~240 nm), relativa a helicidade, que diminuiu sua intensidade de acordo com o
aumento da concentracdo dos complexos. Esta diminuicdo na intensidade da banda
negativa sugere uma mudanca na conformacdo da biomolécula, observada em
complexos metélicos que interagem de forma reversivel com os sulcos do DNA,
descartando assim a presenca de interacdes do tipo intercalativa ou covalente dos
complexos com a biomolécula (RIBEIRO et al., 2019), e em concordancia com 0s
resultados das andlises de viscosidade discutidos anteriormente.
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Figura 56 - Espectros de dicroismo circular do CT-DNA [100 pM] em tampéao Trisma
(10% DMSO) com diferentes concentragcdes dos complexos (ri = [complexo]/[CT-
DNA]): (a) GaL1, (b) GaL2, (c) InL1 e (d) InL2.
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4.3.6.3 Analises por espectroscopia de absor¢cdo na regido do ultravioleta e

visivel (UV-Vis)

A interagcdo de complexos com o DNA é comumente analisada atraves de
titulacbes espectroscépicas no UV-Vis, a qual € uma técnica simples e efetiva
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). ApOs sucessivas adicdes de pequenas
aliquotas de uma solucdo de DNA em uma solugcdo do composto, ambas de
concentracdo conhecida, avalia-se os efeitos da interacdo complexo-DNA no espectro
do complexo, onde as mudancas de intensidade ou deslocamento das bandas do

composto sdo caracteristicas dos tipos de interacdo da biomolécula com o composto,
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e a magnitude de tais mudancas sao indicativos da forca de interagdo do DNA com o
composto analisado (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; PYLE et al., 1989).

Através dos espectros dos complexos de galio e indio com o DNA (figura 57),
verifica-se a diminuicdo das bandas do complexo, na regido de 400 nm, com a adic&o
do CT-DNA, portanto, um efeito de hipocromismo. Quando um composto interage por
intercalacdo com o DNA, observa-se um espectro com hipocromismo significativo
(>35%), bem como um largo deslocamento da banda para a regiao do vermelho (>15
nm) (YAO et al., 2018).

Figura 57 - Espectros de absorcdo UV-Vis dos complexos em tampao Trisma (10%
DMSO) na auséncia de DNA (linha pontilhada) e apds sucessivas adicbes de CT-
DNA: (a) GaL1, (b) GaL2, (c) InL1 e (d) InL2. (]) Seta referente ao hipocromismo com
0 aumento da concentracdo de DNA. Gréficos [DNA]/Ea-Ef vs. [DNA] no canto
superior direito de cada espectro eletrénico.

(@) 10 caL1 T || (©) 1.0 L1
08- e 0.8 1 .
' ©
.g < kT .
R T A R S b
g 3,0010° 6,010* 9,0x10° 1,210% 1,5010* _E 3,0x10° 6,0x10° 9,0x10% 1,2¢10* 15x10"
° [DNA] ) [DNA]
2 3
q 044 <
B k
0,0 - — ] 0,0 4 ———— ]
T T T T T T T T T v T T T T T
350 400 450 500 550 350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
b) 10 . =0 . d) 1.0 .
(b) GalL2 o ((e)EXE NN l
4 \ 20x10? Py /) N\
5’:’ Y i . o T 15x10
’J'," \\“' Q.wmu‘ Ja .-"",;,
0,8 4 F W g * 0,8 7 e
o Y ﬁ.mxm‘ - Iy =
@ ¥ W = /
Q ¥ W soaor] * Q
‘5 '°> 3.0%10% 6,0x10° 2.0x10° 1,2x107 150107 .5 0!6 T 3,0x10% 6.0x10* 9,0x10% 12010 1,5x10%
a ’ e o \,
- [DNA] — A
<] o W
3 3 W\
< < 0,4 \
0,24+
‘\x B3 .
0.01 I 0,0 e
T ¥ T Y T Y T Y T ¥ Y T Y T Y T Y T 4 T
350 400 450 500 550 350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

146



Os espectros eletrénicos dos complexos GalL 1, GaL2, InL1 e InL2, apresentam
hipocromismo de baixa intensidade (tabela 14) e sem o deslocamento das bandas
apos a adicdo das solucdes de CT-DNA, descartando um comportamento
caracteristico de intercalagdo. O baixo hipocromismo dos complexos indicam uma
interacao reversivel com os sulcos do DNA (YAO et al., 2018), em concordancia com
os resultados discutidos anteriormente nas analises de viscosidade e espectroscopia
de dicroismo circular (CD). Através dos valores de constante intrinseca de ligacéo (Kb)
para cada complexo com o CT-DNA, obtidos através da equagao 7 (secdo 3.3.4.2),
verifica-se que todos os complexos exibem valores de Kp na mesma ordem de
magnitude, entre 1,29 e 6,19 x 10* M, tabela 14, os quais sdo caracteristicos de

interacdes reversiveis fracas (RIBEIRO et al., 2019).

Tabela 14 - Dados obtidos dos espectros de absorcdo UV-Vis para a interacado dos
complexos com o CT-DNA, com valores de Kb.

Compostos  Amax(nm)  Efeito da adicdo de DNA  Ag (%) Kb 104 (M)

GalLl 402 Hipocromismo 9,3 3,73+1,1
GalL2 408 Hipocromismo 10,5 6,19 £ 0,7
InL1 410 Hipocromismo 20,5 1,29+1,1
InL2 420 Hipocromismo 19,1 1,42+11

Os resultados das investigacdes de interacdo dos complexos de galio e indio
com o CT-DNA sugerem, através de diferentes técnicas experimentais, que todos os
complexos possuem interacdes reversiveis com os sulcos da biomolécula. Ambas as
andlises de viscosidade e espectroscopia UV-Vis indicam uma interacéo ligeiramente
maior dos complexos GaLl e GaL2 em relagdo aos complexos InL1 e InL2, no
entanto, os valores de Kp, na mesma ordem de magnitude indicam uma pequena
influéncia dos diferentes centros metalicos na interagdo com o CT-DNA.

De acordo com a literatura, sais de Ga'" (nitrato de galio) (SARIOGLU et al.,
2014) e de In"" (cloreto de indio) (AGUIRRE et al., 2019) ndo apresentam indicios de
interagirem covalentemente com o DNA, o que esta de acordo com o observado para
os complexos com estes metais neste trabalho. E importante ressaltar que interacdes
de complexos de galio e indio com o DNA podem ocorrer por outros modos néo
investigados no presente estudo. Por exemplo, é reportado na literatura que o galio
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interage com o DNA agindo como competidor por sitios de ligacdo com o magnésio,
onde a afinidade do géalio com a biomolécula € aproximadamente 100 vezes maior que
a do magnésio (COLLERY et al., 2002).

Alguns estudos reportam interacdes de complexos de In'"' com o DNA por
interacOes eletrostaticas e também por intercalacdo, porém, tais interacdes estdo mais
associadas a propriedades espaciais e eletronicas de seus respectivos ligantes
(BERALDO, 2020). O mesmo € observado na literatura para complexos de galio, que
podem interagir com o DNA de forma eletrostatica, por intercalacdo ou com os sulcos
da biomolécula (GOMEZ-RUIZ et al., 2011; BECKFORD et al., 2016; WANG et al.,
2017), o que, assim como observado para complexos de indio, pode estar mais

associado a natureza dos ligantes do que ao o centro metalico de galio.

4.4.1 Ensaios com células tumorais

4.4.1.1 Ensaios de citotoxicidade dos complexos de Ga'' e In" frente as

linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7) e prostata (PC-3)

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando-se o método
colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)
(MOSMANN, 1983) (detalhes experimentais na sec¢do 3.4.2). Os resultados,
disponiveis na tabela 15, foram expressos como ICso (concentragao (uM) necessaria
para inibir 50% das células viaveis). Foram testadas as atividades dos ligantes,
complexos (incluindo seus respectivos precursores metalicos Ga(NOs)s e InCls e da
cisplatina (farmaco de referéncia), frente as linhagens tumorais MCF-7 e PC-3 e a

linhagem nado tumoral RWPE-1 (células sadias da préstata).
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Tabela 15 - Efeito citotoxico com valores de ICso (UM) dos ligantes livres e dos
complexos de Ga" e In" frente as linhagens celulares MCF-7, PC3 e RWPE-1. IS
corresponde ao indice de seletividade.

Compostos ICs0 (UM) € IS

MCF-7 ISmck-7 PC-3 ISpc-3 RWPE-1
HaL1 108,3+1,24 - >200 - >200
HaoL2 72,01 +131 254 >200 - 183,30 £ 1,27
GalL1l 58,38+ 1,19 2,04 >200 - 119,30+ 1,06
GalL2 41,29+1,15 1,36 61,04+1,29 0,92 56,00 + 1,39
InL1 33,73+1,19 2,24 1534+1,11 0,49 75,72 +£1,24
InL2 10,34 +1,69 3,56 47,21 +1,33 0,78 36,80 + 1,28
Cisplatina 39,47 +1,20 1,23 48,75+1,18 0,99 48,70 £1,13
Ga(NO3)3 >200 - >200 - -
InCl3 >200 - >200 - -

Verifica-se através dos valores de ICsp, um aumento da citoxicidade dos
compostos como efeito da coordenacdo com Ga" e In'", uma vez que todos os
complexos foram mais citotoOxicos que 0S seus respectivos ligantes livres nas
linhagens tumorais analisadas (tabela 15). No entanto, o ligante HzL 2 apresentou um
maior IS (indice de seletividade = ICso ndo tumoral / ICso tumoral) que os complexos
GalLl, GaL2 e InL1, frente a linhagem MCF-7. Todos os complexos apresentaram
menores valores de ICso que os ligantes livres nos ensaios com a linhagem tumoral
de prostata (PC-3), porém, ndo apresentaram uma atividade biolégica promissora
(IS<1 para todos os complexos). Por outro lado, os complexos apresentaram maior
citotoxicidade e valores >1 de IS frente as células tumorais de mama (MCF-7), dos
guais se destaca o complexo InL2, com o menor valor de ICso (10,34 £ 1,69 uM) e a
maior seletividade (IS = 3,56) dentre todos os compostos analisados. Além disso, 0
InL2 apresentou uma atividade biologica maior do que a cisplatina (ICso = 39,47
+ 1,20 uM e IS = 1,23). Os precursores metalicos Ga(NOs3)s3 e InCl3 ndo apresentaram
citotoxicidade significativa ( ICso (uM) >200 uM).

Através da ordem observada na tabela 15, do composto menos citotéxico ao
mais citotoxico frente a MCF-7 (ICso (UM): H2L1 < H2L2 < Gall < GalL2 < Cisplatina

< InL1 < InL2), observa-se que os complexos com In'"' sdo mais ativos que os
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complexos com Ga'. Também se verifica que o ligante H2L2 possui um maior efeito
citotoéxico que o ligante H2L1, possivelmente como efeito da maior lipofilicidade do
ligante halogenado (secéo 4.3.2), o que pode conferir aos seus complexos uma maior
permeabilidade celular.

Foram realizados ensaios de acumulacéo celular dos radiocomplexos ¢’GalL1
e %’GalL2 nas linhagens tumorais MCF-7 e PC-3, com o objetivo de analisar se, de
fato, a possivel maior lipofilicidade do H2L2 poderia levar a uma maior capacidade de
penetracdo celular de seus respectivos complexos, o que serviria como evidéncia para
explicar a maior citotoxicidade observada na tabela 15 para o ligante H2L2 e o
radiocomplexo ¢’GalL2, em relacdo ao que foi observado HzL1 e o radiocomplexo
6’GaL 1. Embora, como citado anteriormente (secéo 4.3.4), ndo tenha sido possivel a
radiomarcacdo dos ligantes HoL1 e HoL2 com o indio-111, uma possivel maior
acumulacdo celular do radiocomplexo com o ligante H2L2, 8’GalL 2, poderia servir
como indicio da maior citoxicidade do complexo InL2 em relacdo ao InL1, tabela 15,
como um efeito da maior capacidade de penetracéo celular dos complexos contendo
o ligante halogenado H2L 2.

4.4.1.2 Analise de acumulacéao celular dos complexos de galio-67 nas linhagens
celulares MCF-7 e PC-3

Na figura 58, apresenta-se os resultados dos ensaios de acumulacdo dos
radiocomplexos de galio 6’GalL 1 e ’GaL 2 nas células tumorais MCF-e PC-3.

Para ambas as linhagens celulares testadas, foi verificado uma maior
acumulacdo celular do composto ’GalL2. Estes resultados fortalecem, portanto, a
proposta discutida na secao anterior, onde a maior citotoxicidade observada para o
H2L2 e seus respectivos complexos, incluindo os de In"' (tabela 15), possa estar
associada a maior lipoficidade, e consequente maior penetracao celular, do ligante

halogenado.
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Figura 58 - Acumulacao celular dos radiocomplexos de galio-67 nas linhagens
celulares MCF-7 e PC-3.
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4.4.2 Ensaios com Mycobacterium Tuberculosis Hs7Rv (MTB)

Nos ensaios de atividade anti-Mycobacterium tuberculosis, realizada pelo
método REMA (Resazurin Microtiter Assay) (PALOMINO et al., 2002), a rifampicina
(antibidtico utilizado no tratamento da tuberculose) foi utilizada como controle no
experimento, e os complexos GalL1l, GaL2, InL1 e InL2 e seus respectivos ligantes
(H2L1 e H2L2) tiveram as suas atividades testadas. Embora a atividade anti-MTB do
ligante H2L1 tenha sido investigada anteriormente pelo nosso grupo e colaboradores
(PAVAN et al., 2010), repetiu-se o ensaio do mesmo visando uma comparagéo com o
novo ligante (H2L2) e todos os complexos, a partir de um mesmo ensaio.

Através dos resultados apresentados na tabela 16, verifica-se que o0s

complexos e ligantes apresentaram baixos valores de Concentragdo Inibitoria Minima
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(CIMgo) (90% de inibicdo do crescimento das bactérias), com valores entre 0,91 e
2,13 puM, ao contrario do que foi observado para os precursores metalicos [In(acac)s]
e [In(acac)s], os quais apresentaram valores de ClMgo significativamente mais altos
(>23 uM).

Tabela 16 - Valores de CIMgo (Lg/mL e pM) determinados nos ensaios dos compostos
frente a Mycobacterium tuberculosis HszRv. REMA = Ensaio de microtitulagdo com
resazurina. Valores apresentados como média e desvio padrdo (M + DP) de trés
ensaios independentes.

CIMso (REMA)

Compostos
pHg/mL UM

HoL1 0,598 + 0,03 2,13
HaL 2 0,419 +£ 0,05 1,33
GalLl 0,571 + 0,06 0,91
GalL2 1,160 + 0,13 1,72
InL1 0,665 + 0,01 0,99
InL2 1,378 £ 0,21 1,85
[In(acac)s] 23,791+ 0,43 57,73
[Ga(acac)s] >25 >68,1
Rifampicina 0,047 + 0,002 0,057

Analisando-se separadamente os ligantes livres, o H2L2 apresentou valor de
CIMgo de 1,33 pM, enquanto o HzL1 mostrou-se ligeiramente menos citotoxico
(CIMgo = 2,13 pM). Assim como foi verificado por nosso grupo e colaboradores
anteriormente (PAVAN et al., 2010), a substituicdo do grupo fenil da g-dicetona
derivada da isoniazida (HzL1) por um grupo metil, levou a um decréscimo de atividade
frente a MTB, o que foi atribuido a diminuicdo do carater lipofilico da molécula. Desta
forma, a maior lipofilicidade observada para os complexos com o ligante H2L2 em
relacdo ao Hz2L1 (log P 8’GaL1 = 1,80, log P 8’GalL 2 = 2,06), possivelmente em virtude
do aumento de lipoficidade devido a halogenacédo do composto, pode estar associada
com a atividade ligeiramente maior do ligante H2L2 sobre a MTB, como efeito de um
possivel maior caréter lipofilico do ligante em relacdo ao HzL1. Curiosamente, apds a
coordenacdo os metais Ga''e In'', a relacéo se inverteu, e os complexos com o ligante

H2L1 (GaLl e InL1) apresentaram-se mais ativos (valores de CIMgo = 0,91 e 0,99 uM
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respectivamente) que os complexos com o ligante H2L2 (GaL2 = 1,72 uM e InL2 =
1,85 uM).

Os valores de CIMgo (UM), indicam que a complexacéo do H2L1 com o Ga'' e o
In"'levou a um aumento na atividade anti-MTB, enquanto a complexacdo dos mesmos
metais com o HzL2 levou a um decréscimo na atividade biologica. No entanto,
ressalta-se que apesar dos complexos GalL 1l e InL1 serem os mais ativos dentre todos
0s compostos testados, os seus valores ClIMgo sdo muito préximos aos do ligante
HzL1, indicando que ndo houve uma mudanca significativa no aumento da atividade
anti-MTB dos complexos de Ga''e In'' em relacdo ao ligante livre.

De acordo com a literatura (PAIXAO et al., 2017; CARDONA, 2012), compostos
com valores de CIMgo <10 ug/mL (ou equivalente molar) sdo considerados candidatos
para subsequentes andlises contra a M. tuberculosis. Apesar dos compostos deste
trabalho terem apresentado menor que atividade biolégica que o farmaco de
referéncia Rifampicina (CIMgo = 0,047 ug/mL), a potente atividade dos compostos (na
forma de ligante livre ou coordenados com Ga'" e In'""), com valores de CIMgo na ordem
de 7 a 24 vezes menores que 10 yg/mL (de 0,419 a 1,378 pg/mL), indicam uma
promissora atividade dos mesmos frente a M. tuberculosis.

Subsequentes testes poderdo esclarecer se os complexos de galio e/ou indio
se sobressaem em relagdo aos ligantes livres contra a MTB, uma vez que o Ga'' e o
In", seja na forma de ions livres ou coordenados, possuem uma reconhecida atividade
frente a MTB e outras bactérias (ABDALLA et al., 2015; OLAKANMI, BRITIGAN,
SCHLESINGER, 2000; OLAKANMI et al, 2013; MINANDRI et al., 2014;
CHITAMBAR, 2017; LESSA et al., 2013; BERALDO, 2020; DAVID et al., 2005),
normalmente associada a capacidade dos mesmos de alterarem processos biolégicos
vitais as bactérias através da competicdo com o Fe!', o que poderia, desta forma,

aumentar o potencial bioldgico dos complexos de galio e indio deste trabalho.
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5 CONCLUSOES

Realizou-se com éxito a sintese de quatro complexos inéditos de Ga"' e In"
[Ga(L1)(HL1)] (GaLl), [Ga(L2)(HL2)] (GaL2), [In(L1)(HL1)] (InL1) e [In(L2)(HL2)]
(InL2), com dois ligantes hidrazonas derivados de B-dicetonas com o farmaco
anti-tuberculose isoniazida.

Divergéncias na literatura em relacdo as espécies tautoméricas presentes em
solucdo do ligante HzoL 1, levaram a necessidade de revisitar a quimica deste composto
neste trabalho, onde por anéalises de RMN foi possivel a elucidacdo dos tautdbmeros
presentes em solucdo do ligante HzL1, do tipo anel-cadeia aberta, HoL1f e HzL1a,
diferentemente do que proposto na literatura, onde nao foi identificada a presenca do
H2oL1 na forma de cadeia fechada, como discutido na secédo 4.1.2. Mostrou-se que
tais formas tautoméricas também estdo presentes no estado sélido, onde cristais do
H2L1f puderam ser isolados de cristais do HzL1a, o que permitiu a determinacdo de
sua estrutura molecular por andlises de DRX de monocristal. Em virtude da
possibilidade de se isolar os cristais dos tautdmeros HzLla e H:L1f, foi possivel
verificar, através de analises individuais de cada forma cristalina pela técnica de 1V,
que o tautdmero de cadeia fechada, H:L1f, se converte gradualmente para o
tautdmero de cadeia aberta com o aumento de temperatura até 100°C, devido a perda
de moléculas de agua de cristalizacdo. Estudos em solucéo pela técnica de UV-vis
mostraram que, enquanto em solucdo de MeCN os cristais do HzL1a s&o convertidos
lentamente a forma HzL1f, a qual prevalece em solugéo, em meio aquoso tamponado
com valor de pH fisiol6gico predomina a presenca da espécie de cadeia aberta, onde
cristais do H:L1f rapidamente se convertem a HzL1la apOs o preparo da solucao
aguosa contendo apenas o composto HzL 1f isolado. As mesmas conclusdes obtidas
para o comportamento em solucdo e no estado soélido do HzL 1a foram obtidas para o
ligante H2L2, o que mostrou que a presenca do atomo de halogénio (cloro) no anel
aromatico da B-dicetona nao levou a diferencas de comportamento do ligante HzL2
em relacdo ao H:L1, levando-se em consideracdo as investigacbes estruturais
realizadas neste trabalho.

Para os complexos inéditos de Ga" e In", confirmou-se a obtencdo das
estruturas propostas e a pureza dos complexos, através de analises de ESI-MS, AE,
RMN, UV-vis, condutimetria, IV, PF e DRX de monocristal, esta Ultima unicamente
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para o complexo GalL1. Calculos tedricos por DFT para a obtencédo de espectros de
UV-vis mostraram uma concordancia do modelo teodrico utilizado para o espectro
simulado de UV-Vis com o0 espectro obtido experimentalmente para o GaLl. Os
complexos em que ndo foram obtidos cristais adequados para a analise de DRX de
monocristal, GaL2, InL1 e InL2, puderam ser investigados pelo mesmo método
tedrico utilizado para o GalL 1, através da otimizagao estrutural calculada para as suas
estruturas partindo-se dos dados cristalograficos do complexo GalL1.

Andlises de UV-Vis permitiram verificar que todos os complexos possuem
elevada estabilidade em solucdo de DMSO e em solucdo aquosa nas condicbes
fisiologicas (pH = 7,4, PBS/DMSO 10%). Embora néo tenha sido possivel a marcacéo
dos ligantes com indio-111, para estudos de estabilidade em soro humano e
transferrina in vitro, tais investigacdes puderam ser realizadas com os ligantes
marcados com galio-67, ’GalL1 e ®’GalL2, e foi possivel verificar que ambos os
complexos interagem parcialmente nos meios com soro humano e apo-transferrina,
possivelmente devido a elevada afinidade do gélio(lll) pela transferrina e outras
proteinas presentes no soro humano, o que leva a reagdes de transquelacéo. Analises
adicionais com os radiocomplexos de galio-67 também permitiram identificar uma
maior lipofilicidade do radiocomplexo halogenado ©'GalL2, em relacdo ao
radiocomplexo ¢’GalL1.

Ensaios de interagdo dos complexos de galio(lll) e indio(lll) com a albumina
mostraram que todos os complexos interagem com a biomolécula de forma
hidrofébica e com intensidade moderada, entretanto, com maiores interacfes
existentes nos complexos contendo os metais galio e indio complexados com o ligante
H2L2, o que indicou que a natureza do ligante halogenado foi predominante na
interacdo com a albumina. Ja nos estudos de interagdo com O
CT-DNA, foi possivel verificar que todos complexos possuem interacdes reversiveis
com os sulcos da biomolécula, porém, com uma interacdo ligeiramente maior
apresentada para os complexos contendo o centro metdlico de Ga'', GaL1 e GalL2.
Para este caso, portanto, o centro metalico mostrou-se determinante para o aumento
da interacao dos complexos com o CT-DNA.

Através de ensaios de acumulacédo celular dos radiocomplexos 6’GalL 1 ¢’GalL 2
em linhagens tumorais de cancer de mama (MCF-7) e de céancer de prostata (PC-3),

verificou-se que o complexo com o ligante halogenado possui uma maior capacidade
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de se acumular em ambas as células cancerigenas testadas. Em subsequentes
ensaios de citotoxicidade dos complexos “frios” de galio e indio frente as mesmas
linhagens tumorais, verificou-se que os complexos Ga'' e In'' sdo mais ativos que os
seus respectivos ligantes livres frente as células tumorais testadas, porém com uma
maior atividade biologica presente nos complexos contendo o ligante halogenado
H2L2. Dentre tais complexos, verificou-se que as células de MCF-7 sdo mais sensiveis
ao InL2 do que ao GalL2. Os resultados também indicaram que complexo InL2 é o
mais seletivo a linhagem MCF-7 entre todos 0os complexos testados, tendo 0 mesmo
também se mostrado mais ativo contra as células MCF-7 que o farmaco de referéncia

cisplatina.

Diferentemente dos estudos de citotoxicidade com células tumorais, 0s
resultados dos ensaios anti-Mycobacterium tuberculosis (anti-MTB) permitem afirmar
que a halogenacdo do ligante derivado da isoniazida ndo levou a mudancas
significativas na atividade antibacteriana, com uma atividade apenas ligeiramente
maior (menores valores de ClMgo) observada para os complexos de Ga'' e In'
contendo o ligante ndo halogenado H:L1. Também, € possivel afirmar que a
complexacdo dos ligantes derivados da isoniazida com Ga'' e In" ndo levou a
mudancas relevantes na atividade anti-MTB, em relacdo ao que foi observado para os
ligantes livres. No entanto, os ensaios anti-MTB levaram a conclus&o de que todos 0s
compostos desenvolvidos neste trabalho possuem uma elevada capacidade de

inibicdo da bactéria.

Os resultados obtidos sugerem, diante da proposta inicial desta pesquisa, que
a complexacao de compostos derivados do antibiotico isoniazida e B-dicetonas com
0s metais gélio e indio favorece o aumento da atividade biolégica frente a linhagens
tumorais, e que tantos 0os complexos como seus respectivos ligantes livres possuem
uma promissora atividade anti-MTB, tornando-os aptos a subsequentes analises

biolégicas com a Mycobacterium tuberculosis.
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Apéndice A - Espectros de RMN

Figura Al - Espectro de RMN *H do ligante H2L2 em DMSO-ds e frequéncia de 300

MHz.
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Figura A2 - Espectro de DEPT-135 do ligante H2L2 em DMSO-ds.
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Figura A3 - RMN de *3C do ligante H2L2 em DMSO-ds e frequéncia de 75 MHz.
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Figura A5 - Espectro de RMN de 13C do complexo GaL2 em DMSO-ds e frequéncia
de 75 MHz.
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Figura A6 - Espectro de RMN de 'H do complexo InL1 em DMF-d7 e frequéncia de
300 MHz.
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Figura A7 - Espectro de RMN de 3C do complexo InL1 em DMF-d- e frequéncia de

75 MHz.
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Figura A8 - Espectro de RMN de H do complexo InL2 em DMF-d7 e frequéncia de

300 MHz.
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Figura A9 - Espectro de RMN de 13C do complexo InL2 em DMSO-ds e frequéncia
de 75 MHz.
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Apéndice B - Espectros de ESI-MS

Figura B1 - Espectros de ESI-MS dos complexos (a) GaL2, modo positivo e (b) InL2,
modo negativo.
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Apéndice C - Espectros de UV-Vis

Figura C1 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do composto HzL2a (solido
amarelo) em solucéo de acetonitrila, monitorado ao longo de 12 h.

Absorbancia

H,L2a - MeCN

-
o
|

o
=)
]

o
(=2}
1

o
'
1

o
N
]

o
o
]

—— 10 min
—— 30 min
1h

—2h

3h
——4h

5h
——6h
——7h
—8h
——5h
——10h
—11h
——12h

333 nm
t=10 min

252 nm
t=10 min

250

300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

183



Figura C2 - Espectro de absorcédo na regido do UV-Vis do composto HaL2f (solido

amarelo) em solucao de acetonitrila, monitorado ao longo de 12 h.
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Figura C3 - Espectro de absorcdo na regiao do UV-Vis: (a) composto HzL2a (solido
amarelo) e (b) composto HzL2f (sélido branco) em solucao de tampéo PBS, pH=7,4
(10% DMSO), monitorado ao longo de 2 h.
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Figura C4 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis dos ligantes HzL1 e H2L2 em

solugéo de DMSO.
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Figura C6 - Espectro de absorcédo na regido do UV-Vis do complexo InL2 em solucéo
de tampéo PBS, pH = 7,4 (10% DMSO), monitorado ao longo de 24 h.
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Apéndice D - Calculos (DFT): Espectros simulados de UV-Vis e representacao
dos orbitais HOMO e LUMO

Figura D1 - Espectro de UV-Vis simulado por DFT do complexo GalL2, com as
energias (eV) das principais transicdes HOMO-LUMO.
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Figura D2 - Espectro de UV-Vis simulado por DFT do complexo InL1, com as energias
(eV) das principais transicdes HOMO-LUMO.
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Figura D3 - Espectro de UV-Vis simulado por DFT do complexo InL2, com as energias
(eV) das principais transicoes HOMO-LUMO.
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Figura D4 - Orbitais moleculares de fronteira calculados por DFT, das principais

transicdes eletronicas do complexo Gal 2.
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Figura D5 - Orbitais moleculares de fronteira calculados por DFT, das principais
transicdes eletronicas do complexo InL1.
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Figura D6 - Orbitais moleculares de fronteira calculados por DFT, das principais
transicdes eletronicas do complexo InL2.
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Apéndice E - DRX de monocristal

Tabela E1 - Dados cristalograficos dos ligantes (Hz2L2f, H2L2a) e do complexo Gal 1.

Composto HoL 2f H2L2a GalL1l
Férmula molecular C16H14CIN30O2-H20 C16H14CIN3O2 C32H27GaNsO4
Massa molecular 333,77 315,75 629,31
Temperatura (K) 296(2) 296(2) 296(2)
Comprimento de radiacdo (A) 0,71073 0,71073 0,71073
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P21/c P21/n C2/c
Parametros da cela

a (A) 7,0811(6) 4,2175(5) 17,1745(16)
b (A) 19,3636(16) 11,1297(14) 15,4313(16)
c (A 12,3296(10) 31,522(5) 11,8889(10)
o (°) 90 90 90

B (°) 103,091(2) 90,814(7) 100,220(8)
v (°) 90 90 90

vV (A3) 1646,6(2) 1479,5(3) 3100,9(5)

Z 4 4 4

Pcalca. (Mg.m3) 1,346 1,418 1,348

g (mm-1) 0,250 0,269 0,933

Alcance de 0 para coleta de

dados (°)

Alcance dos indices

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes/Rint
Dados/restricdes/ parametros

GOF em F?

indices R finais [I>20(1)]

1,995 a 26,422

-8<=h<=4,
-24<=k<=24,
-15<=I<=15
22981
3368/0,1339
3368/0/232
0,859
R1=0,0475,
WRz = 0,1010

1,940 a 26,407

-5<=h<=5,
-13<=k<=13,
-39<=I<=39
36035
3023/0,1208
3023/0/209
1,034
Ri1=0,0581,
wR2 = 0,1359

1,787 a 25,405

-20<=h<=18,
-18<=k<=18,
-14<=I<=14
18381
2802/0,1037
2802/0/196
1,026

R1 =0,0559
wWR2=0,1151
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Tabela E2 - Comprimentos (A) e angulos de ligacdo (°) selecionados para os

tautbmeros HaoL2f-H20 e HaL2a.

L2f L2a

Comprimentos (A)

CI(1A)-C(14) 1,750(4)  CI(1)-C(14) 1,734(3)
0(1)-C(6) 1,234(2)  O(1)-C(6) 1,212(4)
N(3)-C(7) 1,276(3)  N(3)-C(7) 1,334(4)
N(3)-N(2) 1,402(2)  N(3)-N(2) 1,396(3)
N(2)-C(10) 1,5093)  C(7)-C(9) 1,383(4)
0(2)-C(10) 1,397(2)  O(2)-C(10) 1,244(4)
C(11)-C(16) 1,387(3)  C(11)-C(16) 1,381(5)
N(1)-C(2) 1,328(3)  N(1)-C(2) 1,334(4)
C(1)-C(2) 1,376(3)  C(1)-C(2) 1,384(4)
C(14)-C(15) 1,364(3)  C(14)-C(15) 1,367(5)
Angulos (°)

C(6)-N(2)-N(3) 122,23(17) C(6)-N(2)-N(3) 121,3(3)
0(1)-C(6)-N(2) 121,42)  O(1)-C(6)-N(2) 124,1(3)
0(1)-C(6)-C(5) 118,9(2)  O(1)-C(6)-C(5) 120,8(3)
O(2)-C(10)-C(11)  108,71(18) O(2)-C(10)-C(11) 117,9(3)
N(2)-C(10)-C(11)  110,16(18) C(7)-N(3)-N(2) 123,7(3)
0(2)-C(10)-C(9) 113,7(2)  O(2)-C(10)-C(9)  122,6(3)
N(3)-C(7)-C(8) 1209(2)  N(3)-C(7)-C(8) 119,4(3)
C(15)-C(14)-CI(1A) 117,2(4)  C(15)-C(14)-Ci(1) 118,3(3)
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Tabela E3 - Comprimentos (A) e angulos de ligacdo (°) selecionados para complexo

Gall.

GalLl

Comprimentos (A) Angulos (°)

0(1)-C(6) 1,296(5)  C(6)-N(2)-N(3) 107,4(3)
N(3)-C(7) 1,314(5)  O(1)-C(6)-N(2) 126,3(4)
N(3)-N(2) 1,4104)  O(1)-C(6)-C(5) 118,6(4)
N(2)-C(6) 1,309(5)  O(2)-C(10)-C(11) 115,2(4)
C(7)-C(9) 1,424(6)  C(7)-N(3)-N(2) 115,9(3)
0(2)-C(10) 1,304(5)  O(2)-C(10)-C(9) 123,9(4)
C(11)-C(16) 1,380(7)  N(3)-C(7)-C(8) 120,7(4)
N(1)-C(2) 1,338(5) O(1)-Ga(01)-0(1_a)  86,72(17)
N(1)-C(3) 1,333(6) O(2)-Ga(01)-0(2_a)  89,24(18)
C(1)-C(2) 1,379(6)  O(2)-Ga(01)-N(3) 88,68(13)
C(14)-C(15) 1,365(8)  N(3)-Ga(01)-O(1) 78,59(12)
Ga(01)-O(1) 2,013(3)  N(3)-Ga(01)-N(3_a)  173,45(17)
Ga(01)-0(2) 1,954(3)  0O(2)-Ga(01)-0(1) 167,19(11)
Ga(01)-N(3) 1,962(3)  N(2)-N(3)-Ga(01) 115,5(2)
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Apéndice F — Espectros de IV

Figura F1 - Espectro de IV do tautbmero HzL2a (pastilha de KBr).
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Figura F2 - Espectro de IV do tautdmero HzL2f (pastilha de KBr).
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Figura F3 - Espectros de IV do composto HzL2f, apds aquecimento da amostra em
diferentes temperaturas (pastilha de KBr).
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Figura F4 - Espectro de IV do complexo GaL2 (pastilha de KBr).
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Figura F5 - Espectro de IV do complexo InL2 (pastilha de KBr).
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Apéndice G - Marcagcdo com galio-67

Figura G1 - Cromatograma de HPLC (Nucleosil C18 5 um, A - 0,05% TFA, B - 100%
MeCN) do tricloreto de galio-67.
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Figura G2 - Cromatograma de HPLC do radiocomplexo ¢’Gal 1, realizado com as
condi¢cBes cromatograficas descritas na tabela G1.
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Tabela G1 - Condicdes gerais da analise de HPLC do radiocomplexo 8’GalL 1 para os
ensaios de estabilidade em SH. Coluna Nucleosil C-18, 5 um (diametro interno de
4 mm), Fluxo: 1,0 mL/min, Gradiente A (0,05% TFA) e B (100% CH3CN), comprimento
de onda de 254 nm e solugédo do ligante de 1x10>mol L.
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Figura G3 - Curva do gradiente de eluicdo do método descrito na tabela G1.
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Apéndice H - Interacdo com a albumina e o CT-DNA

Figura H1 - Espectros de fluorescéncia (t = 298,15 K) da HSA (5 pM) em tampéo
Trisma (10% DMSOQO) sem e com a adi¢do dos complexos (10-50 uM) (a) GaL1l e (c)

InL1. Gréficos Fo/F vs. [Q] dos complexos (b) GaL1l e (d) InL1, nas temperaturas de
298,15 e 310,15 K.
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Figura H2 - Efeito do composto laranja de tiazol na viscosidade relativa do CT-DNA.
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Figura H3 - Espectro de dicroismo circular do CT-DNA [100 uM] em tampéao Trisma
(10% DMSO).
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