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RESUMO

Neste trabalho sdo apresentados os resultados relativos a sintese, caracterizagdo e avaliagdo da
atividade leishmanicida (in vitro) e antioxidante (in vitro e ex vivo) de compostos de
coordenacdo de Co(Il) ([Co(HL1)Cl2].4,2H20 (1) e [Co(HL2)CI(OHCH3)]Cl04.2H20 (5)),
Cu(Il) (JCu(HL1)CI]CL4,7H20 (2); [Cu(HL2)CI]C1.3,3H20 (6); [Cu(H.L1)CI]CL.5,2H.0 (9) ¢
[Cu(H:L2)CI|C1.2,4H.0 (11)), Fe(lll) ([Fe(L1)Cl2]6H20 (3); [Fe(L2)CL]3H.0 (7);
[Fea(H,L2)CL]1,5CH;0H (10) e [Fex(HL2)CL]3HO (12)) e Mn(Il) ([Mn(HL1)CL] (4) e
[Mn(HL2)CI2]0,7CH30H (8)), contendo ligantes cumarinicos (HL1, HL2, HL1, H2L2). Os
ligantes e os compostos de coordenacdo foram caracterizados por técnicas fisico-quimicas de
analise, no estado solido e em solugdo. Dados estruturais via difracdo de Raio-X de
monocristal foram obtidos para os compostos (5) e (8). Os compostos de Co(Il) apresentaram
relevante atividade leishmanicida, sendo a atividade do composto (1) relacionada a disfungao
de estruturas celulares do parasita, tais como membrana, cinetoplasto e mitocondria. Os
compostos de Fe(Ill), Cu(Il) e Mn(Il) ndo exibiram atividades leishmanicida significantes,
entretanto apresentaram atividades antioxidantes relevantes e dependentes da natureza do
centro metalico. As atividades antioxidantes frente as EROs (Espécies Reativas de Oxigénio:
anion radical superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila) foram monitoradas pelas
técnicas de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR) e Espectroscopia Eletronica
(estudos in vitro). Adicionalmente, estudos de EPR indicam que os compostos de
coordenacdo de Fe(Ill) protegeram as células THP-1 do estresse induzido por ditranol, com
atuagdo no citosol celular. Estudos cinéticos, envolvendo medida volumétrica do oxigénio
produzido na reagao de desproporcionamento do H,O; foram realizados para os compostos de
Mn(II), permitindo a proposi¢do de mecanismo de a¢do para os compostos (4) ¢ (8). Além
disso, os compostos de Mn(II) mostraram boa atividade protetora contra o estresse induzido
por H>O2 em homogenato de figado de camundongos (modelo ex vivo), na concentracao
picomolar, reduzindo a peroxidagao lipidica. Os compostos de Fe(III) e Mn(II) apresentaram
as melhores atividades antioxidantes frente ao radical hidroxil, tanto in vitro (estudos via
EPR) quanto ex vivo (estudo da reducdo da peroxidacao lipidica em homogenato de figado de
camundongo), corroborando com os dados obtidos por EPR. Os bons resultados obtidos nos
estudos empregando-se modelos in vitro € ex vivo abrem perspectivas para estudos destes

compostos em modelos biologicos mais complexos, como in vivo.

Palavras-Chave: Compostos de Coordenagdo. Cumarinas. Leishmaniose. Antioxidantes

EROs.



ABSTRACT

In this work, we report the synthesis, characterization and evaluation of the leishmanicidal (in
vitro) and antioxidant (in vivo and ex vivo) activities of Co(Il) ([Co(HL1)Cl2].4,2H.O (1);
[Co(HL2)CI(OHCH3)]Cl104.2H20 5)), Cu(Il) ([Cu(HL1)CI|CL4,7H20 2);
[Cu(HL2)CI]CL3,3H,0 (6); [Cu(HL1)CI]CL.5,2H,0 (9) and [Cu(H.L2)CI]C1.2,4H,0 (11)), Fe(11I)
([Fe(L1)CL]J6HO  (3); [Fe(L2)CL]3H2O  (7); [Fex(HiL2)CL]1,5CH;:OH (10) and
[Fex(HiL2)CL]3H,0 (12)) e Mn(I) ([Mn(HL1)CL2] (4) and [Mn(HL2)CL2]0,7CH30H (8)),
coordination compounds, containing coumarin ligands (HL1, HL2, HL1, H;L2). The
structure and purity of the ligands and complexes were confirmed by physicochemical
techniques in solution and solid state. Single-crystal X-ray data were performed for
complexes (5) and (8). The Co(II) complexes showed relevant leishmanicidal activities, where
the activity of complex (1) is associated with dysfunction of the parasite's cellular structures
such as membrane, kinetoplast and mitochondria. Fe(Ill), Cu(Il) e Mn(Il) did not display
significant leishmanicidal activity, but they showed relevant antioxidant activity, which is
dependent of the metal nature. The antioxidant activities against ROS (Reactive Oxygen
Species: superoxide anion radical, hydrogen peroxide and hydroxyl radical) were monitored
by EPR and electronic spectroscopy (in vitro). Moreover, EPR investigations indicate that
Fe(Ill) complexes protect THP-1 cells against dithranol-induced stress, acting in the cell
cytosol. Kinetic studies involving O> evolution during H>O> disproportionation reaction were
performed for Mn(II) complexes (4) and (8), and the action mechanism was proposed.
Furthermore, Mn(II) compounds were able to protect the swiss mouse liver homogenate (ex
vivo) from H>Os-induced stress, decreasing the lipid peroxidation even at very low
concentration ranges such as 10 pmol L. The Fe(III) and Mn(II) complexes exhibit the best
antioxidant activities against hydroxyl radical both in vitro (EPR) and ex vivo (Lipid
peroxidation in swiss mouse liver homogenate) studies, corroborating the EPR data. The
promising results presented in ex vivo models create good perspectives to future studies in

more advanced biological models, such as in vivo.

Keywords: Coordination Compounds. Coumarins. Leishmaniasis. Antioxidants. ROS.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

4-HC — 4-hidroxicumarina

7-HC — 7-hidroxicumarina

Acac — acetilacetonato

BMPA — (bis(piridina-2-ilmetil)amina)

CAT — Catalase

CC50 — Concentragao citotoxica 50%

CES50 — Concentragao de eficiéncia média
CI50 — Concentragao Inibitéria Média

DFT — Teoria do Funcional da Densidade
DMPO — n-6xido de 5,5-dimetil-1-pirrolina
DMSO — Dimetilsulféxido

DNA — Acido desoxirribonucleico

DRX — Difra¢ao de raio-X

DTN - Ditranol

DTNs — Doencas Tropicais Negligenciadas
EPR — Ressonancia Paramagnética Eletronica
ERNs — Espécies Reativas de Nitrogénio

EROs — Espécies Reativas de Oxigénio

FDA — Food and Drug Administration

GPx — Glutationa Peroxidase

GSH — Glutationa Reduzida

HBPA — (2-hidroxibenzil)(2-metilpiridil)amina)
IV — Infravermelho

LC — Leishmaniose cutdnea

LMC — Leishmaniose mucocutanea

LV - Leishmaniose visceral

MDA — Malondialdeido

MET — Microscopia Eletronica de Transmissao
MTT — brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazo6lio
NADPH - Fosfato de Dinucleotido de Nicotinamida e Adenina
NBT — Azul de nitrotetrazolio

OMS — Organizag¢do Mundial da Satude



PBS — Tampao fosfato

pH — Potencial hidrogenidnico

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

RNA — Acido ribonucleico

RSA — Radical Scavenging Activity

SFB — Soro fetal bovino

SOD — Superoxido Dismutase

TBA — Acido tiobarbitarico

TBARS — Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitiirico
TCLM - Transferéncia de Carga Ligante-Metal
TEMPO - 6xido de 2,2,6,6-tetrametil-piperidina
THP-1 — Linhagem celular monocitica derivada de leucemia humana

UV-vis — Ultravioleta-visivel
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1. INTRODUCAO

A resisténcia a medicamentos, tratamentos ineficientes, descaso na erradicagdo de
doengas negligenciadas, grande incidéncia de doengas neurodegenerativas e o alto custo de
diagnostico e tratamento para pessoas afetadas por enfermidades, constituem problematicas
que tem atraido aten¢do da comunidade cientifica e t€ém estimulado o crescente interesse na
busca de novos farmacos, impulsionando os campos da pesquisa bésica e da inovacao [1-3].

Dentre as doencas negligenciadas, a Leishmaniose caracteriza-se como uma doenga
tropical, causada por mais de 20 espécies do protozodrio do género Leishmania [4]. Presente
em mais de 90 paises, estima-se que a leishmaniose acomete 12 milhdes de pessoas no
mundo, com a incidéncia de mais de 1 milhdo de casos por ano [5]. Apresentada nas formas
cutanea, visceral ou muco-cutanea, o tratamento atual da leishmaniose envolve a utilizacao de
farmacos como anfotericina B, pentamidina e sais de antimdnio, que apesar de atuantes, ainda
ndo possuem mecanismos de a¢ao bem estabelecidos [6-8]. Acredita-se que a anfotericina B,
por exemplo, tem sua atividade justificada pela capacidade de interacdo com o colesterol e
ergosterol, lipideo constituinte da membrana celular do parasita, alterando a funcionalidade de
enzimas presentes na membrana e criando canais de permeagdo de cations, dgua e outras
substancias [9-10]. No entanto, a utilizacdo desses medicamentos, como primeira linha de
tratamento, apresenta limitagdes como elevada toxicidade e desenvolvimento de resisténcia
por parte do parasita, fazendo necessario a busca de novos compostos com potencial atividade
e diferentes modos de acdo [11-13].

Estudos relatados na literatura sugerem que o status redox celular pode modular a
geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo este um possivel mecanismo de agdo
durante atividade leishmanicida [13]. Compostos derivados da imimidazoquinolinas
apresentam atividade leihsmanicida, associada a formagdo de radicais livres e citocinas
inflamatorias [14]. Em 2023, Visbal e colaboradores associaram a atividade leishmanicida de
um composto de coordenacao de zinco [ZnClx(H3):], (H3 = 22-hidrazona-imidazol-2-il-col-5-
en-3B-ol), a geracdo de espécies reativas de oxigénio, como causa ou consequéncia da
disfuncdo mitocondrial, relacionada a morte celular por mecanismo apoptotico [15].

Em outra perspectiva, o rapido envelhecimento populacional tem aumentado o risco de
incidéncia de doencas inflamatorias e neurodegenerativas, levando a maiores indices de
mortalidade e, portanto, elevados custos de tratamento. A deméncia, por exemplo, constitui
uma doen¢a neurodegenerativa de grande prevaléncia que atinge 7 milhdes de pessoas no

mundo (nimero que deve ser dobrado em 2040), associada a quebra da homeostase redox
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celular [16]. Isso tem motivado a busca por novos compostos com propriedades antioxidantes,
uma vez que o estresse oxidativo estd intimamente relacionado com o surgimento de doengas,
como Parkinson, Alzheimer, diabetes, e perda de capacidades cognitivas [17-19].

Nesse sentido, a obtengdao de novos compostos de coordenagdo e o estudo das suas
propriedades antioxidantes ou pro-oxidantes por meio de investigagdes bioldgicas in vitro, ex
vivo, in vivo ¢ in silico € uma estratégia relevante no enfrentamento de doengas negligenciadas
como Leishmaniose bem como para o entendimento do processo da neurodegenerescéncia.

Nosso grupo de pesquisa tém se dedicado hd quase duas décadas ao desenvolvimento
de ligantes N,O-doadores, dos seus compostos de coordenacdo de Co(Il), Cu(Il), Fe(IIl),
Mn(1II), Pt e Zn" e investigacio das suas propriedades bioldgicas [20-28]. Ligantes contendo
os grupos 4-hidroxicumarina e 7-hidroxicumarina foram empregados em trabalhos anteriores,
desenvolvidos no grupo de pesquisa, em 2012 [29-30]. Estes trabalhos relatam a obtencao de
compostos de coordenag¢dao de Co(II), Cu(Il) e Fe(Ill) e estudos iniciais de suas atividades
bioldgicas. Assim, o presente trabalho busca o resgate desses compostos de coordenacao, com
adicao de compostos inéditos de Mn(II), para realizacdo de uma avaliagdo sistematica e ampla
das atividades bioldgicas, j4 que as cumarinas tém demonstrado potenciais aplicagdes no
desenvolvimento de farmacos para o tratamento de diversas doengas gracas a sua potente
atividade farmacoldgica, baixa toxicidade e boa biodisponibilidade [31-34].

Com base nas relevantes propriedades bioldgicas das cumarinas e de compostos de
coordenacdo desenvolvidos por nosso grupo, apresentamos os resultados obtidos na interface
entre a quimica inorganica, a bioquimica e a quimica inorginica medicinal, a partir da
avaliagdo da atividade biologica de compostos de coordenagdao de Co(Il), Cu(Il), Fe(IIl) e
Mn(Il) que incorporam ligantes derivados das cumarinas em suas estruturas. Neste trabalho,
relatamos a sintese e caracterizacdo desses compostos de coordenagdo, a investigacdo da
atividade leishmanicida in vitro (empregando-se a forma promastigota da Leishmania
amazonensis), ¢ das propriedades antioxidantes in vitro frente as espécies reativas de oxigénio
(EROs) anion radical superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, empregando-se
as técnicas de Ressonadncia Paramagnética Eletronica (EPR), espectroscopia eletronica, ESI-
(+)-MS além de estudos cinéticos. Investigacdes bioquimicas foram realizadas, visando
avaliar o efeito protetor dos compostos de coordenacdo em células THP-1 (estudos in vitro,
empregando-se ditranol como estressante), e homogentato de figado de camundongo (estudos

ex vivo, empregando-se peroxido de hidrogénio e radical hidroxila como agentes estressantes).
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Desafios na busca de novas substiancias com atividade biolégica: ligantes contendo

grupos cumarinicos e seus respectivos compostos de coordenac¢ao

A busca por novas substancias com propriedades biologicas constitui uma
necessidade continua em diversos campos da ciéncia e medicina [35]. Muitas patologias ainda
encontram percalgos no tratamento ou prevengdo associada a falta de especificidade, baixa
atividade terapéutica de farmacos, baixa interacdo do principio ativo com o alvo, resisténcia a
medicamentos, alta toxicidade, efeitos colaterais, dentre outros [36-37].

Nesse contexto, as plantas tém desempenhado um importante papel na medicina
tradicional e sistemas alternativos em diversos paises, incluindo india, China, Africa do Sul e
Brasil [38]. Suas propriedades medicinais tém impulsionado sua investigacdo cientifica como
fontes de produtos naturais de agdo terapéutica, ja que os metabolitos fornecidos pelas plantas
desempenham papel crucial na producdo de energia celular e constituicdo de biomoléculas
com importantes propriedades bioquimicas e farmacologicas [39].

As cumarinas e seus derivados (Figura 01) constituem uma classe de compostos
naturais, caracterizadas pela presenca do anel heterociclico 1,2-benzopirona, que sdo
amplamente encontrados em plantas, frutas e produzidas por algumas bactérias ou fungos
[40]. Presentes no agrido, cumaru, guaco canela, chicoria bem como em frutas como
morango, cereja € damasco, as cumarinas e seu derivados representam um grupo de
metabolitos secundarios que tem atraido grande atencdo devido suas notaveis propriedades
bioldgicas que incluem atividades anti-inflamatéria, anti-hipertensiva, anticoagulante,

antioxidante, anticancer, antiviral, antibacteriana, antifingica dentre outras [34,41-42].

Figura 01 - Estrutura molecular da cumarina e alguns dos seus derivados.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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A cumarina foi isolada pela 1 vez no século XIX por Vogel, a partir da planta
conhecida popularmente como fava tonca (Coumarouna odorata) [43]. Desde entdo, tem sido
relatado o isolamento, caracterizagao estrutural e estudos de atividade biologica de cumarinas
naturais presentes em plantas, fungos e bactérias, além da sintese quimica [44]. Atualmente,
mais de 1300 cumarinas ja foram identificadas em fontes naturais e suas propriedades
bioldgicas as tornam de relevante importancia no combate a microorganismos e doencas
resistentes ao tratamento [45-46].

A 4-hidroxicumarina (4-HC) ¢ um componente importante da classe das cumarinas e
produtos naturais com atividades bioldgicas, sendo um dos primeiros farmacos administrados
via oral como anticoagulante e que também possui propriedades anti-HIV relatadas [47-48]. A
7-hidroxicumarina (7-HC) ¢ um metabolito ativo que possui atividade antitumoral,
demonstrando inibicdo de crescimento de linhagem celulares tumorais humanas tais como
A549, ACHN, Caki-2, H727, HCT-15, HL-60, K562, LNCaP, PC-3, COLO-232, MCF-7 e
RP-1788 [49].

A varfarina ¢ um medicamento aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) e
amplamente utilizado no tratamento do tromboembolismo [50]. Seu potencial efeito
anticancer tem sido objeto de investigacdo cientifica e trabalhos indicam que altas
concentragdes de varfarina podem induzir a ferroptose, morte celular ndo programada de
células cancerigenas, associada a participagdo de ions de ferro na degradacdo de lipideos via
peroxidacdo lipidica [51-52]. E relatado que algumas cumarinas como a 6,7-
dihidroxicumarina,  6,7-dihidroxi-4-metilcumarina,  4-metil-7-hidroxicumarina ¢ 7-
hidroxicumarina possuem ag¢ao farmacoldgica na prevencao de doencas causadas por radicais
livres, atuando na inibicdo da peroxidacdo lipidica e na dismutacdo do anion radical
superoxido [53-54].

Além da investigacdo da atividade das cumarinas na sua forma livre, é crescente a
busca por compostos de coordenacdo que contenham grupos cumarinicos em sua estrutura,
visando melhorar propriedades fisico-quimicas e potencializar as propriedades bioldgicas de
cumarinas apds coordenacdo a centros metalicos [55-58]. Em 2023, Sinitha, Raj e Cumari
descreveram a sintese, caracterizacdo e avaliagdo das propriedades biologicas de complexos
de cobre, cobalto, manganés, niquel e zinco, com ligantes tridentados contendo grupos
cumarinicos. A Avaliagdo da atividade antitumoral in vitro foi realizada empregando-se as
linhagens MCF-7 (cancer de pulmao) e K-562 (leucémica), onde se observou que o complexo
de cobalto apresentou maior efeito anticancer em relagdo aos demais complexos metalicos.

Além disso, os compostos estudados mostraram excelente atividade antibacteriana contra
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Escherichia coli e Staphylococcus aureus bem como atividade antifingica moderada frente as
espécies Candida albicans e Aspergillus niger, em relagdo ao fairmaco padrdo clotrimazol
[59].

As propriedades antioxidantes das cumarinas e de seus respectivos complexos
metalicos também sdo amplamente relatadas na literatura [55,60-62]. Umadevi, Muthuraj e
Vanajothi (2019) abordaram a atividade antidiabética in vivo e in silico de dois complexos de
ruténio contendo ligantes derivados do grupo 4-cloro-3-formil-cumarina. Observou-se que a
administracao dos ligantes e dos compostos de coordenagdo aos camundongos promoveu a
potencializacdo da atividade dos sistemas de defesa antioxidante enddgenos, sendo que os
complexos metalicos contribuiram de forma mais efetiva na reducdo da peroxidagao lipidica,
sugerindo que a coordenagdo do ruténio melhorou as propriedades farmacoldgicas dos
ligantes derivados de cumarina [63]. A atividade observada foi confirmada por estudos de
docagem molecular, onde se observou possiveis interagcdes de hidrogénio, Wan der Waals e
interacdes do tipo m- 7w entre compostos de Ru e os residuos Trp20, Phel122, Trpl11, His110,
Try48, Asp43, Asnl60, Serl159, GIn183, Val264, Lys262, Thr265, Arg268, Glu271, Asn272,
Leu22, Ser210, Lys21, Try209 da enzima aldose redutase, uma enzima da familia das aldo-
ceto-redutases, cuja inibicdo previne a agrega¢do plaquetaria na hiperglicemia cronica [64-

65].

2.2 Leishmaniose

As leishmanioses compreendem um grupo de doencas parasitarias graves, infecciosas
e ndo contagiosas provocadas por mais de 20 espécies de protozodrios pertencentes ao género
Leishmania [66]. De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), sdo registrados
anualmente mais de 1 milhdo de novos casos de Leishmaniose, que abrange mais de 98 paises
em todos os cinco continentes, constituindo um grave problema de satide publica [67].

Amplamente encontrada na América, Asia, Africa, Europa e Oceania, a Leishmaniose
afeta mais de 12 milhdes de pessoas e coloca em risco a saude de mais de 350 milhdes de
pessoas [68]. Juntamente com a maléaria, dengue, doenca de Chagas, esquistossomose,
filariose linfatica, lepra e ascaridiase, a Leishmaniose ¢ categorizada no conjunto de Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTNs), que compartilham a caracteristica de estarem associadas a
falta de recursos financeiros para o desenvolvimento de tratamentos adequados e acessiveis,
resultando em elevados indices de morbidade e mortalidade, afetando principalmente a

populagdo de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento [69-70]
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A Leishmania ¢ um protozoario heteroxénico, que requer dois hospedeiros distintos
para concluir seu ciclo bioldgico, constituindo parasitos intracelulares obrigatorios do sistema
fagocitico mononuclear [71-72]. Este parasita assume duas formas: forma promastigota,
flagelada, encontrada no intestino do inseto vetor, e amastigota, que constitui a forma

aflagelada, encontrada nos tecidos e 6rgaos dos vertebrados (Figura 2) [73].

Figura 2- Parasitos do género Leishmania nas suas formas a) amastigota e b) promastigota.

b)
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Fonte: <http://Iproweb.procempa.com.br/pmpa/prefpoa/cgvs/usu_doc/leishmaniose visceral humana 2017

_drpaulo_behar.pdf>, Acesso em: 10/11/2023.

A leishmaniose ¢ transmitida através da picada de fémeas de insetos vetores, como
flebotomos dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, contaminadas com a forma promastigota
do parasita [74-75]. Quanto a epidemiologia, a leishmaniose pode ser classificada como
zoondtica, quando incluem animais domésticos e silvestres como hospedeiros ou
antropondtica quando o homem ¢ a unica fonte de infec¢@o para o inseto vetor [76].

O ciclo de vida da leishmania envolve duas principais etapas, alternando entre as
formas promastigota e amastigota de acordo com o tipo de hospedeiro envolvido (Figura 3)
[77-78]. Ele se inicia quando o inseto vetor suga o sangue de um hospedeiro vertebrado
infectado com a forma amastigota do protozodrio. No intestino do inseto, ocorre o processo de
transformagdo da forma amastigota em promastigota e multiplicagdo do parasita, tornando-o
infeccioso em um intervalo de 8 a 20 dias. Ao picar um hospedeiro vertebrado saudavel, o
inseto vetor inocula formas promastigotas na pele. Estas formas sdo fagocitadas pelo sistema
imune (macrdéfagos), onde se transformam em formas amastigotas do parasita e se
multiplicam por fissdo binaria [79]. O aumento do nimero de parasitas no interior dos

macrofagos leva a ruptura dos macréfagos infectados e a disseminagdo do parasito as demais


http://lproweb.procempa.com.br/pmpa/prefpoa/cgvs/usu_doc/leishmaniose_visceral_humana_2017%20_drpaulo_behar.pdf
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células fagociticas. Estas células podem, por sua vez, ser ingeridas por outro vetor durante sua

alimentagao [73].

Figura 3 — Esquema representativo do ciclo de vida de protozoarios do género Leishmania.
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Fonte: <https://labvet.com.br/laboratorio-veterinario/41/2/19/Leishmaniose-canina-%E2%80%93-desafios-
diagnosticos,-tratamento-e-prevencao>, Acesso em 10/11/2023.

As manifestacdes clinicas da leishmaniose sdo diversas e dependentes da espécie do
agente infectante. Elas se enquadram em trés formas clinicas principais: Leishmaniose
tegumentar (também conhecida como Leishmaniose cutanea, LC), Leishmaniose
mucocutanea (LMC) ou Leishmaniose visceral (LV, também conhecida como calazar) [80].

A leishmaniose cutanea, provocada pelas espécies Leishmania amazonensis e
leishmania panamensis, ¢ a forma mais prevalente desta patologia, sendo responsavel por
aproximadamente 1 milhdo de casos por ano no mundo. Afetando a pele, a LC pode resultar
no desenvolvimento de ulceras cutaneas locais ou nodulos dérmicos difusos, podendo deixar
lesdes que impactam a saude mental e qualidade de vida da pessoa afetada [81-82].

A leishmaniose mucocutanea, causada pela Leishmania brasiliensis, & responsavel por
desencandear alteragdes destrutivas sugestivas de sifilis nas mucosas, ulceragdo da orofaringe,
rinoscleroma e, em casos mais graves, pode resultar no desenvolvimento de carcinoma
espinocelular oral [83].

A leishmaniose visceral ¢ considerada uma doenca sistémica, provocada pelas
espécies Leishmania chagassi, Leishmania donovani e Leishmania infantum. Caracterizando-

se como a forma clinica mais severa da patologia, a LV registra cerca de 50 a 90 mil casos de
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por ano, podendo ser letal quando ndo tratada [84-85]. Como resultado dessa forma clinica,
pessoas contaminadas com a LV podem apresentar febre cronica, perda de peso e
hepatoesplenomegalia (aumento do tamanho do figado e baco) com pancitopenia (reducdo de
c¢lulas hematopoiéticas) [86-88]. Exemplos de pacientes com as referidas manifestagdes

clinicas sdo apresentados na Figura 4.

Figura 4 — Pacientes com sinais de Leishmaniose nas formas: a) cutdnea, b) mucocutanea e c)

visceral.

Fonte: < https://www.drakeillafreitas.com.br/leishmaniose-visceral/>;< https://patologiabucal.com.br/portfolio-

item/leishmaniose/>, Aceso em: 10/11/2023.

Atualmente, o tratamento de leishmaniose ¢ realizado por meio de medicamentos, uma
vez que ainda ndo foram desenvolvidas vacinas para prevenir a leishmaniose humana [89].
Sais pentavalentes de antimonio (antimoniato de N-metilglucamina ou glucantime)
constituem a primeira linha de medicamentos utilizado para o tratamento da leishmaniose
[81]. Pentamidina, Anfotericina B e paramomicina sdo medicamento de segunda linha,
especialmente utilizadas em casos de resisténcia do parasito [90]. Em geral, a administra¢ao
dos farmacos na terapia contra a leishmaniose ocorre via parenteral e esta associada a efeitos
colaterais toxicos no figado e rins. A toxicidade dessas drogas e o desenvolvimento de
resisténcia pelos parasitas destaca a necessidade de busca de alternativas para esse tratamento
[91]. Assim, € crescente o interesse da comunidade cientifica na busca de potenciais farmacos
destinados ao tratamento da leishmaniose, que incluem terapias inovadoras e a investigagao
da eficacia antileishmania de novos compostos organicos e inorganicos [92-96].

Nunes e colaboradores (2021) relataram a atividade leishmanicida do curzereno, um
composto organico pertencente a classe dos terpendides. Os resultados revelaram que o
curzereno apresenta uma boa atividade antiproliferativa contra formas promastigotas

(Concentragdo inibitéria média Clso: 3,09 + 0,14 umol L!) e amastigotas (Concentragio de
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eficiéncia CEso: 2,56 + 0,12 umol L), bem como baixa citotoxicidade em relagdo as células
hospedeiras (Concentragdo citotoxica média CCso: 83,87 + 4,63 umol L"), induzindo a morte
celular por apoptose, com efeitos necroticos secundarios [97].

Em 2022, Santos e colaboradores se dedicaram a investigar a atividade e os
mecanismos de acdo de compostos de coordenacdo de Cu(Il) e Ag' contendo o ligante 1,10-
fenantrolina-5,6-diona contra a Leishmania braziliensis. Foi observado que o tratamento de
formas promastigotas com os compostos de coordenagao induziram disfun¢ao mitocondrial,
com concomitante aumento da produgdo e espécies reativas de oxigénio, indicando atividade
pré-oxidante. (Figura 5a) A atividade pro-oxidante destes compostos promoveu a morte do
parasita por apoptose, levando a reducdo da quantidade de células amastigotas intracelulares
nos macrofagos (Figura 5b). O tratamento com os compostos reduziram o desenvolvimento
das lesdes em camundongos, bem como reduziram drasticamente o numero de parasitas na
lesdo e nos nodulos linfaticos que drenam a lesdo, sendo novas alternativas seguras e eficazes

para o tratamento da infec¢do por L. braziliensis [100].

Figura 5 — Efeito dos compostos na a) geragdo de EROS b) atividade da enzima desidrogenase
mitocondrial em formas promastigotas da L. brasiliensis [100].
a) b)
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No estudo conduzido por Querino e colaboradores (2023), foi relatada a atividade de

compostos organometalicos de Au'"

contendo ligantes ditiocarbamatos. Os compostos de
coordenacio estudados apresentam atividade antiproliferativa na faixa de 0,12 a 42 pmol L.

Notavelmente, um complexo apresentou alta seletividade contra a L. braziliensis, com
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atividade superior a Anfotericina B, medicamento atualmente utilizado no tratamento da
leishmaniose [98].

Nosso grupo de pesquisa também tem se dedicado na busca de compostos inorganicos
com atividade leishmanicida. Em 2023, Rocha e colaboradores investigaram as propriedades
antileishmania de compostos de coordenagdo de Co(Il) contendo ligantes polidentados que
incluem os grupos 4-hidroxicumarina ou 7-hidroxicumarina. Os resultados mostraram uma
notavel atividade antiproliferativa para ambos os complexos de Co e, além disso, estudos
mecanisticos indicaram que a agdo desses compostos envolve aumento do potencial de
membrana mitocondrial, desencadeando alteragdes morfologicas nas estruturas da
mitocondria e do cinetoplasto, aumento da concentracdo de cromatina em torno do nucleo e

surgimento de vactolos autofagicos, caracterizando morte celular por apoptose [99].

2.3 Estresse Oxidativo e Antioxidantes

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) compreendem uma familia de moléculas
formadas a partir de reacdes de transferéncias de elétrons para o oxigénio molecular (O2)
[101]. Estas compreendem espécies radicalares tais como o anion radical superdxido (02"),
radical hidroxil ("OH) e espécies nio radicalares como oxigénio singleto ('0.), peroxido de
hidrogénio (H20.), ozonio (Os3), acido hipocloroso (HCIO) e lipoperdxidos (ROOH). As
EROS constituem espécies altamente instaveis e reativas, produzidas em reagdes bioquimicas
que ocorrem durante o metabolismo celular normal, associado principalmente ao processo de
respiragdo celular [102-103].

Em condigdes fisiologicas, as EROS sdo geradas na mitocOndria, peroxissomos,
reticulo endoplasmatico, ou enzimas como xantina oxidase € NADPH oxidase, e
desempenham importantes fungdes vitais, atuando em processos de funcionalidade
mitocondrial ou sinalizagdo celular como a ativacdo ou inativac¢do de receptores, regulacao do
metabolismo proteico, transcrigdo de fatores, funcdes celulares de proliferacao, diferenciagao
e apoptose, sendo também associadas, desde 1956, ao processo de envelhecimento [104-109].

O anion radical superoxido (O:™) constitui uma espécie reativa de oxigénio primaria,
formada pela reducgdao do Oz por 1 elétron (Equagdo 01), resultando na formagdo de um anion
radicalar constituido por 17 elétrons, que possui menor ordem de ligacdo em relacao ao O»
(Figura 6) [110]. Como consequéncia da sua natureza quimica, o O>" compreende uma
molécula altamente reativa, com curto tempo de meia vida (t, = 10 s) [111]. Sua reatividade

¢ baixa em relacdo a outra molécula de O;", mas alta frente a outras EROs ou espécies



A WO DN -

- O ©O© 00 N O O,

—_—

12
13

14
15
16
17
18
19

20

24

reativas de nitrogénio (ERNs), participando de diversas reagdes que envolvem a formacao de
espécies reativas secundarias, tais como radical hidroxil (Reagdo de Haber-Weiss, Equagao
02), peroxido de hidrogénio (agdo da metaloenzima Superdxido Dismutase, Equacao 03) ou

peroxinitrito (durante processos inflamatérios, ke: 7,0 10° L mol™! s™!, Equagdo 04) [112-114].

02+ 1e — 0" (Equagao 01)
0;" + H,O2 — O2 + 'OH + OH" (Equagao 02)
20, +2H" — H202 + O3 (Equacgdo 03)

NO* + 0" — ONOO (Equacao 04)

Figura 6- Diagrama de orbital molecular para o oxigénio molecular (O2), anion radical

superoxido (O2"7) e perdxido de hidrogénio (H202) [115].

02 02" 022-

Oxigénio molecular Estado superoxido Estado perdxido

Em condi¢des fisioldgicas, o O»" ¢ importante, pois participa de processos de
transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria para geragcao de agua (Equacao 05) [116-117].
No entanto, a produgao exagerada de superdxido pode promover a potencializagdo de efeitos
negativos e gerar a condi¢do denominada como estresse oxidativo, que estd amplamente
associada com o desenvolvimento de processos inflamatérios, depressdo, diabetes e cancer,

doengas neurodegenerativas, processos inflamatorios, dentre outros [118-120].

02 +4e +4H" — 2H0 (Equagdo 05)
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Descoberto em 1818, o peroxido de hidrogénio (H2Oz) ¢ uma das EROs nao
radicalares mais estaveis, formada pela redug¢ao por dois elétrons da molécula de Oz, ou pela
redugdo por 1 elétron do anion radical superoxido, resultando em uma espécie constituida por
18 elétrons (Equagao 03, Figura 6) [121]. Fisiologicamente, o H>O» apresenta uma ampla
faixa de fungdes biologicas regulatérias no estado celular humano, tais como fungdes
antissépticas ou antimicrobianas [122-123]. No entanto, seu grande poder de difusdo permite
que ele penetre nas células e possa induzir varias modificagdes em biomoléculas, promovendo
efeitos danosos ao organismo, quando em excesso [124]. Devido sua estabilidade quimica, o
H>0: nao possui alta reatividade frente a moléculas organicas, ja que essas reagdes possuem
alta energia de ativagdo, sendo controladas por fatores cinéticos [125]. Assim, o alto poder
oxidante do H>O; ¢ justificado de forma indireta, ja que ele € precursor de diversas espécies
toxicas como o radical hidroxil, gerado pela reacdo de Fenton (Equagdo 06) ou o &cido
hipocloroso, formado pela mieloperoxidase (Equacdao 07) [126-128]. Estas espécies nocivas
ao organismo podem causar danos celulares, modificacdo de proteinas, acidos nucleicos,

peroxidacado lipidica, levando ao risco de doengas cronicas e degenerativas [126].

H,0, + M™ — "OH + OH™ + M®™*D (Equagdo 06)
H,0; + HC1 — H,0 + HOCI (Equacao 07)

O radical hidroxil ("OH) constitui a EROs mais reativa, caracterizada pelo seu grande
poder oxidante (Ered: 2,41 V) [129]. No organismo, o radical hidroxil € principalmente
formado pela reagio de Fenton, catalisada por metais de transi¢do tais como Cu'/Cu(Il) ou Fe!
e ¢ considerada uma espécie reativa de oxigénio letal, j& que o organismo humano nado dispde
de sistema de defesa antioxidante para este radical [130]. Como resultado de sua alta
reatividade, o radical hidroxil tem curto tempo de meia vida (t12: 10 s), e possui altas taxas
de velocidade de reagdo (10°-10' mol L' s'), podendo interagir rapidamente com
componentes das membranas celulares, fosfolipideos e acidos graxos insaturados, levando a
morte celular [129]. Mantendo sua concentra¢do de estado estacionario extremamente baixo
(10 pmol L"), o radical hidroxil pode ainda promover inativagdo de antioxidantes endégenos
como a glutationa intracelular (GSH), com taxa de reacdo correspondente a 10'° mol L' s,
contribuindo para perda da homeostase redox celular e estresse oxidativo [127,131].

A homeostase redox celular consiste no equilibrio entre a quantidade de espécies
reativas e a capacidade antioxidante do organismo [132]. Sua regulacdo ¢ feita pela acdo de
moléculas antioxidantes (substincias que retardam ou previnem a oxida¢do de um substrato)

endogenas como Vitamina A, vitamina C, bilirrubina, acido turico, além da atuacdo de
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metaloenzimas antioxidantes endogenas, com destaque para a Superdxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), glutationa redutase (GSH), glutationa peroxidase (GPx), além de
antioxidantes exogenos obtidos na dieta ou suplementacao, tais como vitamina E, flavonoides,
acido cafeico, quercertina, acido ascorbico, dentre outros [133-135].

A Superoxido Dismutase (SOD) compreende um grupo de metaloenzimas expressas
em diversos tecidos do cérebro, sistema muscular liso, angiostenina 2 ou histidina, e
constituem a primeira linha de defesa do sistema antioxidante contra o anion radical
superoxido [136-137]. Quimicamente, a atividade da SOD consiste em acelerar a reagdo de
dismutagdo do O,", resultando na formag¢ao de peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular
(eficiéncia catalitica: 10° L mol™! s™) (Equacdo 03) [112,138-139].

No organismo, a SOD controla o nivel de superdxido nas células na concentragao de
10 pmol L' e sua expressdo ¢ influenciada por fatores como tipo de célula, idade, sexo e
estagio de doencas, sendo encontrada codificada na forma de trés isoenzimas que diferem na
constitui¢do do sitio ativo e localiza¢do no organismo [140-142]. A SOD1 (Cu/Zn-SOD, 35
kDa, Figura 7a), primeiramente caracterizada em 1969, ¢ uma metaloenzima encontrada na
pele, células da epiderme e citosoplasma de células eucaridticas, cujo sitio ativo € constituido
de um dimero que possui metais (Cu e Zn) como cofator [143-146]. A SOD2 (Mn-SOD, 96
kDa, Figura 7b) possui um centro de Mn no sitio ativo e ¢ localizada na matriz mitocondrial,
principal local de producdo de EROs, tendo grande importancia no sistema de defesa
antioxidante mitocondrial, que tem sido amplamente associado a doengas neurodegenerativas
[147-149]. A SOD3 (Cu/Zn-SOD, 135 kDa) constitui um homotetramero formado pela unido
de unidades diméricas unidas por ligagcdo dissulfeto entre residuos de cisteina. Localizada no
meio extracelular, a SOD3 ¢ principalmente encontrada no sistema cardiovascular, rins,
pulmao e cartilagem [150-152]. O mecanismo de acdo da Cu/Zn-SOD (Equagdoes 08 ¢ 09) e
Mn-SOD (Equacgdes 10-11) sdo mostrados a seguir:

Cu''Zn-SOD + 0~ — Cu'ZnSOD + O, (Equagio 08)
Cu'ZnSOD + 2H" + 05~ — Cu'Zn-SOD + H20; (Equagdo 09)
Mn"-SOD(OH") + H* + 0y~ — Mn"-SOD(OH>) + 05 (Equacio 10)

Mn"-SOD(OH») + H + 02" — Mn"-SOD(OH") + H,0» (Equagdo 11)
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1 Figura 7 — Estrutura do sitio ativo das metaloenzimas a) SOD1 e b) SOD2 [153]
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A catalase (CAT) ¢ uma glicoproteina amplamente encontrada no figado, eritrocitos,
rins, tecido adiposo e peroxissomos de organismos procaridticos e eucarioticos, que atua na
primeira linha de defesa antioxidante contra o H2O», controlando a abundancia dessa molécula
essencial na sinalizacdo celular [154-161]. Considerada a primeira enzima antioxidante a ser
descoberta, a CAT promove a reagdo de decomposi¢ao do H.O2 em O, e H,O (Equagdo 12), e
sdo classificadas em trés tipos: catalases tipicas (Figura 8a), catalase peroxidase e Mn-

catalases (Figura 8b), onde os dois primeiros tipos possuem o grupo heme, enquanto as Mn-

O © 00 N O O b~ W

—

catalases nao possuem o grupo heme e sdo dependentes de manganés [162-164].

11 2H>0; — 2H20 + O2 (Equagao 12)

12 Figura 8 — Estrutura do sitio ativo da a) Mn-CAT e b) Catalase tipica [153, 176].
a) b)
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As catalases de manganés sdo as metaloenzimas mais antigas que atuam na
dismutagdo do H»O> e sua ocorréncia ¢ restrita vida microbiana (L. plantarum, T.
thermophilus, T. album), representando uma alternativa ambientalmente importante para os
sistemas de defesa antioxidante que contém o grupo heme. Dados de raio-X mostram que as
catalases de manganés contém um complexo binuclear de Mn como sitio ativo, ciclando entre
os estados de oxidacao Mny(ILII) e Mno(IILIII), durante a atividade catalitica [165-166].

As catalases tipicas estdo envolvidas e distribuidas em todos os dominios da vida,
incluindo plantas e animais, demonstrando grande poder de conservagao [167]. A maioria das
catalases tipicas sdo compostas de 4 subunidades de tamanhos iguais e de massa
correspondente a faixa de 200-340 kDa, com 4 grupos prostéticos. A catalase humana
constitui uma catalase tipica de alta atividade molecular (mais de 5 milhdes de moléculas do
substrato sdo transformadas em 1 min) e ¢ composta de pequenas subunidades de 62 kDa com
porfirinas férricas no sitio ativo ¢ NADPH como cofator [168-170]. Durante a reagao
enzimatica, o centro de Fe(Ill) da catalase tipica é primeiramente oxidado a um intermediario
de ferro hipervalente (Fe(IV)=0), que entdo ¢ reduzido de volta pela agdo de uma molécula de
H>O, [171-172]. As diferencas estruturais entre as catalases podem refletir em diferentes
mecanismos de decomposi¢do do H2O». Catalases que apresentam o grupo heme, possuem
mecanismo constituido em duas etapas, com formagdo de espécies intermedidrias, enquanto
catalases dependentes de Mn também atuam em duas etapas de reacdo, no entanto sem
envolver a presenga de espécies intermediarias [164, 173-175].

Apesar da atuacdo do sistema de defesa antioxidante, a atividade das metaloenzimas
¢ dependente de diversos fatores. A atividade da catalase pode ser afetada pela idade, fatores
genéticos, sedentarismo, variacdes sazonais € exposicdo a produtos quimicos, enquanto, a
reducdo na atividade da SOD tem sido associada a degradacdo do cluster de Fe e perda de
metais que constituem o sitio ativo da enzima [161].

Quando a producdo de EROs excede a capacidade antioxidante, ha quebra da
homeostase redox celular, ponto chave na inducdo do estresse oxidativo, levando ao erro e
disfungao celular ou morte celular por processos mediados por apoptose ou ferroptose [132,
177-178]. Apesar da atuagdo do sistema de defesa antioxidante, o aumento na producdo de
EROS ou diminuicdo da atividade do sistema antioxidante contribuem para o
desenvolvimento do estresse oxidativo [179-180].

Formalmente introduzido em 1985, o estresse oxidativo € estabelecido como a
condicdo celular caracterizada pelo desbalango da homeostase redox, representando um

desequilibrio na producao de EROs e na capacidade do sistema antioxidante, onde o efeito
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prejudicial do oxidante ¢ predominante [181-183]. O estresse oxidativo ¢ amplamente
associado a incidéncia e progressdo de diversas condi¢des de satude tais como modificacdo de
lipideos, proteinas, DNA e desenvolvimento de diversas patologias como Parkinson,
arterosclerose, Alzheimer, doengas neurodegenerativas e cardiovasculares, processos
inflamatoérios, supressdo do sistema imune, cancer, dentre outros [184-188]. Os mecanismos

de a¢do das EROs na modificagdo de componentes celulares sdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Mecanismo de acao das EROs na modificacdo de componentes celulares para

inducdo do estresse oxidativo.

Dano Mecanismo Referéncia
Oxidacdo de bases nitrogenadas como guanina, formando a
Oxidagdo das 8-0x0-7,8-dihidroguanina que pode causar mutagdes no [189-190]
bases do DNA | pNA e contribuir para o desenvolvimento do cancer.
Quebra da fita Reacdo com estrutura de acgucares ou grupos fosfatos, o1192]
de DNA causando instabilidade gendmica.
1 Oxidacao de residuos de aminoacidos de proteinas, afetando
Oxidagao de
. sua func¢do, atividade e estabilidade. [193]
proteinas
p . Oxidacdo de lipideos das membranas celulares, afetando sua
eroxidacao
linidi fluidez, permeabilidade, e interrup¢do da sinalizacdo celular. [194]
ipidica
~ Ativacao de fatores de transcrigao, como NF-kB, ativador do
Indugao de
processos complexo 1, HIF-la, receptor ativado por peroxissomos, [195]
inflamatérios alterando a expressao de citocinas inflamatorias.
Disfungdo mitocondrial em fungdo da oxidagdo ou
Disfuncao inativacdo de complexos proteicos importantes no processo [196]
mitocondrial | 4o fosforilacio oxidativa.
Disrupgdo da | Desregulagao do balancgo redox celular, oxidando moléculas
homeostase como NADPH e GSH, levando ao decréscimo da capacidade [197]
redox celular | antioxidante, e contribuindo para o estresse oxidativo.
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Atualmente, ¢ grande a busca por modelos para regulacio da homeostase redox
celular, baseados na restauragdo de metaloenzimas antioxidantes ou na busca de novos
compostos miméticos estruturais ou funcionais as metaloenzimas antioxidantes, no qual se
destaca uma crescente busca por compostos de coordenagdo com potenciais efeitos
terapéuticos [198-201]. Assim, as propriedades quimicas de compostos de coordenagdo
podem ser estruturadas para o desenvolvimento de aplicacdes especificas, ja que a
combinagdo das propriedades redox de ions metélicos e diferentes ligantes ¢ promissora no
desenvolvimento de compostos que podem atuar por diferentes mecanismos, tendo como
vantagens a rapida e facil sintese, diferentes mecanismos de agdo, possibilidade de uso de
complexos metalicos como modelos bioldgicos para avaliacdo da atividade antioxidante e
melhoria da atividade do complexo quando comparado ao metal ou ligante na sua forma livre
[202-204].

Compostos de coordenacdo da classe Mn-salen (EUK-8, EUK-134) constituem
modelos miméticos antioxidantes bem estabelecidos na literatura, atuando na regulagdo de
niveis de superéxido e peroxinitrito, a partir da formagdo de espécies de alta valéncia Mn"-
oxo, ¢ inibicdo de danos associados ao estresse oxidativo, tais como peroxidacao lipidica,
carbonilagdo de proteinas e inibi¢do de processos inflamatorios [205-207].

Além da classe dos Mn-salen, a busca de modelos miméticos baseados em metais de
transi¢do ¢ bastante investigada e relatada. Solis e colaboradores (2018) investigaram as
propriedades miméticas a metaloenzima CAT do composto Na[Mn,L(OH)2(H20)2].5H20. De
acordo com os estudos cinéticos e mecanisticos, observou-se o envolvimento de espécies
intermedidrias, ciclando entre os estados de oxidagio Mn,/Mny™, o que distingue este
catalisador de outros reportados na literatura que envolvem a formagdo de intermediarios de
alta valéncia, ciclando entre espécies de Mn"Mn"/Mn"Mn!" [208].

Zengin e colaboradores (2023) descreveram a atividade mimética a SOD de
compostos de coordenacio binucleares de Cu(Il), Ni! e Zn", contendo bases de Schiff como
ligantes, utilizando o método do NBT (azul de nitrotetraz6lio). Observou-se que todos os
compostos de coordenagdo testados apresentaram atividade mimética a SOD, com maiores
atividades para os compostos de Cu (Clso = 2,05 + 0,6 umol L), que foi associado a maior
proximidade dos centros metalicos na estrutura do complexo, promovendo uma maior
eficiéncia dos processos de transferéncia de elétrons [209].

Nosso grupo também tem se dedicado ao desenvolvimento de compostos de
coordenacdo como modelos miméticos as metaloenzimas antioxidantes, explorando modelos

in vitro, ex vivo ¢ in vivo. Em 2009, Lessa e colaboradores investigaram as propriedades
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cinéticas com proposicdo de mecanismo para a reagdo de desproporcionamento do H»O>
promovida pelo composto de coordenagdao mononuclear [Mn(HPCINOL)(1n1-NO3)(n2-NO3)].
A atividade mimética foi estudada por ensaios de evolu¢dao de Oz, UV-vis, EPR, estudos de
pH e ESI-(+)-MS. Os estudos cinéticos ¢ mecanisticos revelaram a presenca de um periodo de
indugdo, associado a formagao de intermediarios de alta valéncia como espécie ativa. Analises
de ESI-(+)-MS e EPR confirmaram a formagao de espécies binucleares intermediarias, com

envolvimento de espécies de Mn"-(u-O),-Mn'V (Figura 9) [210].

Figura 9 — Espécies participantes da reagdo de desproporcionamento do H>O» promovida pelo
complexo [Mn(HPCINOL)(1n1-NO3)(n2-NO3)], baseado nas técnicas de EPR, avaliacdo do
pH e ESI-(+)-MS. Adaptado de Lessa e colaboradores (2009) [210].
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Em 2015, Ribeiro e colaboradores publicaram os resultados de atividade antioxidante
in vitro € in vivo de compostos de coordenacao de Fe(IIl), Cu(Il) e Mn(II), contendo o ligante
HPCINOL: [Fe(HPCINOL)CL:]NO3, [Cu(HPCINOL)(CH3CN)]CIO4 ¢ [Mn(HPCINOL)CL].
Os compostos de Fe(Ill) e Mn(Il) apresentaram atividades mimética as metaloenzimas SOD e
CAT, enquanto o complexo de Cu(Il) apresentou apenas atividade mimética a SOD. Além
disso, todos os compostos testados exibiram efeito protetor em células de leveduras de
Saccharomyceas cerevisae, neutralizando os efeitos da peroxidacao lipidica resultante do
estresse induzido pela adicdo de H>O» e menadiona (fonte de anion radical superéxido) [211].

Em 2017, o nosso grupo de pesquisa publicou a atividade antioxidante in vivo dos
compostos de coordenacdo de Cu(ll), Fe(Ill) e Mn(Il) supracitados, contra efeitos do
envelhecimento. Analisando a oxidag¢dao de proteinas e lipidios submetidos ao processo de
envelhecimento, evidenciou-se que os compostos, miméticos as metaloenzimas SOD e CAT
aumentam a expectativa de vida das leveduras devido a redugdo de biomarcadores de estresse
oxidativo, gerados pelo processo de envelhecimento, apresentando grande potencial como

agente antienvelhecimento [212].
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Em 2018, Costa e colaboradores relataram a obtencdo de um composto de
coordenagdo binuclear de valéncia mista de Mn'/Mn™ [Mn"(u-HBPCINOL)(u-
BPCINOL)Mn'(C1)](C104).2H20 contendo o ligante H.BPCINOL, com atividade mimética
as metaloenzimas antioxidantes SOD e CAT. Os estudos realizados por Ressonancia
Paramagnética Eletronica (EPR) mostraram que um composto de alta valéncia Mn"-O-Mn'Y
esta envolvido na reagdo de dismutag¢do do anion radical superoxido [213].

Em 2023, foram investigadas as propriedades antioxidantes de compostos de Cu, Fe ¢
Mn contendo o ligantes tetradenados do tipo N,O doadores em modelos in vitro e ex vivo,
onde se observou boa atividade frente ao radical superdxido, peréxido de hidrogénio e radical
hidroxil, além de boa capacidade de protecdo de homogenato de figado contra o estresse
induzido pelo radical hidroxil, com valores de Clso na escala de 10 mol L™ [10, 22].

Baseados na experiéncia do grupo, este trabalho propde um estudo de grande
significancia na area de investigacdo das propriedades biologicas de novos compostos de
coordenacdo, onde a modula¢dao da homeostase redox ¢ avaliada em modelos bioldgicos com
complexidade variadas (in vitro e ex vivo), buscando a compreensao das propriedades redox
dos compostos bem como a elucidacao de mecanismos de agdo que até entdo desconhecidos

pelo grupo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades leishmanicida (in silico e in vitro) e antioxidante (in vitro e ex
vivo), de compostos de coordenacdo de cobalto(Il), cobre(Il), ferro(Ill) e manganés(Il),

contendo ligantes cumarinicos.
3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar ligantes polidentados contendo grupos cumarinicos (HL1, HL2, HoL1 e
H>L2) e emprega-los na obtencdo de compostos de coordenagdo de Co(II), Cu(Il), Fe(IIl) e
Mn(ID);

o (aracterizar os compostos de coordenagdo obtidos por meio de técnicas
espectroscopicas e estruturais;

e Determinar a atividade leishmanicida dos ligantes e compostos de coordenagdo frente
a forma promastigota do parasita Leishmania amazonensis, in vitro;

e Avaliar a atividade antioxidante dos compostos de coordenacdo frente a Espécies
Reativas de Oxigénio (peroxido de hidrogénio, anion radical superdxido e radical hidroxil),
empregando-se técnicas espectroscopicas, estudos cinéticos € mecanisticos;

e Investigar a atividade protetora dos compostos de coordenagdo in vitro, empregando-
se células tumorais leucémicas (THP-1) e macrofagos J774, submetidos a estresse oxidativo,
induzido por ditranol e radical hidroxil, respectivamente;

e Investigar o efeito dos compostos de coordenagdo na redugdo da peroxidagdo lipidica
ex vivo, empregando-se homogenato de figado de camundongos suigos, submetido a estresse

oxidativo induzido por H2O> e radical hidroxil.
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Neste trabalho, foram obtidos compostos de coordenacdo de Co(Il), Cu(Il), Fe(Ill) e

Mn(1Il), tendo investigadas suas atividades bioldgicas: leishmanicida e antioxidante. O

Fluxograma 1 apresenta as atividades realizadas e descritas neste trabalho.

Fluxograma 1- Atividades desenvolvidas neste trabalho.

Obtencio dos ligantes

Obtencio dos compostos de coordenacio
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4.1 Materiais e Métodos

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados sem prévia
purificagdao. As andlises de FTIR foram analisadas em um espectrofotometro Shimadzu FT-IR
8300, na faixa de 400-4000 cm !, empregando-se pastilhas de KBr. Os espectros de RMN
foram obtidos em um espectrometro RMN AS 400, utilizando CDCl3 como solvente. O
deslocamento quimico (0) foi dado em ppm ¢ o TMS foi empregado como padrio interno.
Medidas de Ponto de Fusao foram realizadas em um aparelho Microquimica MQAPF-301. Os
espectros eletronicos foram obtidos em um equipamento UV-Vis Varian, Cary 50 Bio. As
medidas de condutividade elétrica foram realizadas em um aparelho MS Tecnopon mCA-150.
Os espectros de ESI-(+)-MS foram obtidos em um espectrometro Amazon X lon trap (Bruker
Daltonics), modo positivo, no Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural (LABIME-
UFSC). As medidas de analise Elementar (CHN) foram realizadas em um analisador CHN
Perkin Elmer 2400. Medidas de Difracao de raio-X de monocristal foram realizadas em um
difratometro Bruker D8 Venture, equipado com o detector Photon 100. As estruturas foram
refinadas no Soft SHELX. A espectroscopia Mdssbauer de >’Fe foi realizada a temperatura
ambiente, empregando-se fonte de °’Co em matriz de Rh. Os valores de deslocamento
isomérico (IS) sdo dados em relagdo ao ferro metdlico. Os espectros de Ressondncia
Paramagnética Eletronica (EPR) foram obtidos em um sistema Bruker (EMX micro-
9,5/2,7/P/L, operando na banda-X (9 GHz). Estudos de DFT foram realizados para otimizagao

de estruturas, construidas baseadas nos dados de raio-X, usando o programa GaussView 6.

4.2 Procedimento Experimental
4.2.1 Obtengao dos ligantes HLI, HL2, H>L1 e H>L2

Neste trabalho foram sintetizados quatro ligantes contendo grupos cumarinicos a partir
de reagdes entre as aminas secundarias BMPA (bis(piridina-2-ilmetil)amina) [214] ¢ HBPA
(2-hidroxibenzil)(2-metilpiridil)amina) [215] e os epoxidos 4HCepoxido (4-(2-
oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona) e 7HCepoxido (7-(2-oxiranilmetoxi)-2H-cromen-2ona)
[29]. O Quadro 2 apresenta as estruturas dos compostos organicos BMPA, HBPA, dos
epoxidos e dos ligantes HL1, HL2, HoL1 e HoL2.
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Quadro 2- Estrutura dos compostos organicos utilizados nesse projeto.
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O esquema 1 apresenta os métodos de sintese dos ligantes HLL1 e HL2. O ligante 4-{3-

[bis(2-piridilmetil)amino-2-hidroxipropoxi}-2-croman-2-ona (HL1) foi obtido a partir da

reacdo entre os precursores BMPA (1,99 g, 10 mmol) e 4HCepoxido (2,18 g, 10 mmol),

conforme método relatado por Rocha e colaboradores [99]. A mistura reacional permaneceu

sob agitacdo por 14 dias, a 50 °C, acompanhada por CCD, empregando-se MeOH:EtOAC

(9:1) como eluente. Apds, o solvente foi removido e o dleo resultante foi submetido a

extracdo liquido-liquido com solugdo brine, seco com MgSO4 anidro, filtrado e concentrado a

pressdo reduzida, resultando em um 6leo castanho escuro denso. Rendimento: 77% (3,2 g). O

ligante 7-{3-[bis(piridin-2-ilmetil)amino]-2-hidroxipropoxi}-croman-2-ona (HL2) foi obtido

de forma similar ao ligante HL1, apenas empregando-se 7HCepoxido em substitui¢gdo ao

4HCepoxido. Foi obtido um dleo castanho escuro. Rendimento: 81% (6,2 g).
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Esquema 1- Sintese dos ligantes HL1 ¢ HL2, obtidos a partir das reagdes entre BMPA e os
respectivos epoxidos, 4HCepoxido e 7HCepodxido [99].
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O esquema 2 apresenta os métodos de sintese de HoL1 e HoL2, que foram obtidos de
forma similar aos ligantes HL1 e HL2, utilizando o HBPA em substituigdo ao BMPA. O
ligante 4-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona
(H2L2) foi obtido pela reacdo do HBPA (3,90 g, 18,3 mmol) e 4HCepoxido (4 g, 18,3 mmol),
de acordo com o método proposto por Lopes (2012) [29]. Um o6leo castanho claro foi obtido.
Rendimento:  79% (6,1 g). O ligante 7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(piridin-2-
ilmetil)amino]propoxi}-croman-2-ona (H2L2) foi obtido a partir da reagdo entre HBPA (3,90
g, 18,3 mmol) e o 7HCepoxido (4 g, 18,3 mmol), de acordo com o método proposto por

Morcelli (2012), resultando em um 6leo de coloragdo laranja [30]. Rendimento: 91% (7,2 g).

Esquema 2- Sintese dos ligantes HoLL1 e H>L2, obtidos a partir das rea¢des entre HBPA e os
respectivos epoxidos, 4HCepoxido e 7HCepoxido [29-30].
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Os compostos de coordenacdo de Co(Il), Cu(Il), Fe(Ill) e Mn(II) (Quadro 3) foram

obtidos com o intuito de sintetizar novos compostos, caracteriza-los e avaliar suas atividades

biologicas frente a Leishmania amazonensis ou EROs, tais como peroxido de hidrogénio,

anion radical superoxido e radical hidroxil. Os Esquemas 3-6 apresentam as sinteses dos

compostos de coordenagdo contendo os ligantes HL1, HL2, H>LL1 e H2L.2, que foram obtidos

a partir da reagdo de complexacao, empregando-se quantidades equimolares de cloretos de

sais e dos ligantes.

Quadro 3- Estrutura dos compostos de coordenagao utilizados nesse proj eto.
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Esquema 3- Sintese dos compostos de Co(Il), Cu(Il), Fe(Ill) e Mn(II), contendo HL1. As

Esquema 4- Sintese dos compostos de Co(Il), Cu(Il), Fe(Ill) e Mn(II), contendo HL2. As
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Esquema 5- Sintese dos compostos de Cu(Il) e Fe(III), contendo o ligante HoLL1. As propostas

de estruturas sdo baseadas em resultados de caracterizagdes fisico-quimicas. Os compostos de

Co(II) e Mn(II) nao foram obtidos com éxito.
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Esquema 6- Sintese dos compostos de coordenacao Cu(Il) e Fe(Ill) contendo o ligante HoL.2 .

As propostas de estruturas sdo baseadas em resultados de caracterizagdes fisico-quimicas. Os

compostos de Co(II) e Mn(II) ndo foram obtidos com éxito.
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4.3 Atividade Antileishmania

Ap0s triagem, realizada com todos os compostos de coordenagdo obtidos, ligantes e
sais metalicos, os compostos de Co(Il), contendo os ligantes HL1 e HL2, foram escolhidos
para avaliacdo da atividade antiparasitiria frente a forma promastigota da Leishmania
amazonensis, ja que apresentaram boa atividade antiprofilerativa frente a leishmania. A
atividade leishmanicida foi realizada em colabora¢ao com o Prof. Dr. Sérgio Henrique Seabra

(Laboratério de Biologia Celular e Tecidual), no CCB- UENF.
4.3.1 Cultura de Leishmania amazonensis

A forma promastigota da L. amazonensis, obtida da diferenciacdo de amastigotas
isoladas em lesdes em camundongos Balbi/C, foi cultivada em meio Schneider (Sigma)
contendo 20 ug L' de hemina, 10 ug mL de 4cido félico e soro fetal bovino (FBS, 10%). Os
parasitas foram mantidos através de passagens semanais at¢ um total de seis passagens,

garantindo a viruléncia do parasita.
4.3.2 Cultivo da linhagem celular hospedeira LLC-MK?2

A linhagem celular LLC-MK2 (morfologia epitelial) de rins de Macaca mulatta
(ATCC® CCL-7 ™) foi cultivada a 37 °C em 5% de CO2 em meio DMEM suplementado
com FBS (10%), penicilina (100 U mL™) e estreptomicina (130 U mL™"). Apés a formagio de
monocamadas confluentes, as culturas foram tratadas com solucdo de tripsina/EDTA para

obtencao de subculturas destas células.
4.3.3 Atividade Anti-leishmania

Para avaliagdo da atividade antiproliferativa, os parasitas foram cultivados por até 96 h
na presenca de solu¢des dos compostos de Co(II) (1) e (5) nas concentragdes de 0,5; 1,0; 5,0;
10,0; 20,0; 25,0 e 50,0 umol L (DMSO 0,01%). Entdo, aliquotas foram retiradas em tempos
regulares de 24 h e os parasitas foram contados na cadmara de Neubauer, depois de diluigdes
(1:10 e 1:100) em solugdo de PBS (0,01 mol L, pH 7,2) contendo 4% de formaldeido,
usando um microscopio Optico. A Clso foi calculada de acordo com o método proposto por

Moreira e colaboradores (2021) [216].
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4.3.4 Viabilidade na célula hospedeira

Células hospedeiras LLC-MK2, foram tratadas por 48 h com diferentes concentragdes
de cada composto. Composto (1): 100, 200, 300, 400, 500 umol L!; e composto (5): 1, 10,
20, 50, 200 umol L™!. Os controles negativos e positivos foram obtidos com DMSO e triton-x
(10%), respectivamente. Apos 48 h, adicionou-se uma solug¢io de MTT (5 mg mL™!, em PBS)
e as células foram incubadas por 4 h a 37 °C. Apds, os cristais de formazan foram
solubilizados em (DMSO:isopropanol, 1:1) e a absorbancia foi determinada em 590 nm

(espectrofotometro leitor de placa — Molecular Probes Versa Max).
4.3.5 Avaliagdo do potencial de membrana da L. amazonensis

Para avaliagdo do potencial de membrana, os parasitas foram tratados ou ndo com o
complexo (1) (10 umol L) por 96 h, lavados com PBS e incubados por 20 min com JC1 em
meio Schneider (concentragio final 10 pg L'). Os parasitas foram analisados em um
citometro BD FACSCalibur. Os parasitas apresentaram fluorescéncia verde e vermelha,

indicando baixo e elevado potencial de membrana, respectivamente.
4.3.6 Microscopia Eletronica de Transmissdo

Para analises microscopicas, as formas promastigotas de L. amazonensis foram
tratadas ou ndo com o complexo (1) for 72 h. Cortes ultrafinos foram contrastados com
acetato de uranil e citrato de chumbo, e analisados no Microscopio Eletronico de Transmissao

Jeol 1400 Plus, usando voltagem de aceleracdo de 80 kV.
4.4 Atividade Superoxido Dismutase

Apos triagem, os compostos de coordenacdo de Fe(Ill) foram escolhidos para
avaliagdo da atividade mimética a metaloenzima SOD. A atividade SOD foi realizada in vitro,
a partir de investigagdes da interacdo entre os compostos de Fe(Ill) e o anion radical
superoxido pelas técnicas de Espectroscopia Eletronica na regido do UV-vis e Espectroscopia
de Ressonancia Paramagnética (EPR). Além disso, o efeito protetor desses compostos
também foi investigado frente ao estresse oxidativo induzido por ditranol em células da
linhagem THP-1. Este trabalho foi realizado em colaboragdo com o Prof. Dr. Juliano Ferreira

(Laboratorio de Farmacologia Experimental - UFSC).
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4.4.1 Avalia¢do da atividade mimética SOD dos compostos de coordenagdo de Fe(Ill) por

Espectroscopia Eletronica na regidao do UV-vis

A atividade mimética SOD dos compostos de Fe(Ill) foi avaliada por Espectroscopia
Eletronica na regidao do UV-vis, a partir da interagdo entre os compostos de coordenagao (3),
(7), (10) e (12) e uma solucao de KO, como fonte do anion radical superdxido. Assim, reagdes
constituidas de misturas dos complexos metalicos e solu¢des de KO (1:100) foram analisadas
[22]. A concentragdo de O~ foi determinada usando o coeficiente de extingdo molar (2686 L

mol! cm™) em DMSO anidro, conforme reportado por Richezzi e colaboradores (2022) [217].

4.4.2 Avaliagdo da atividade mimética SOD dos compostos de coordenagdo de Fe por EPR

A atividade mimética SOD dos compostos de ferro(IIl) também foi avaliada por EPR.
Para isso, espectros de reagdes constituidas de diferentes propor¢des molares de solugdes dos
compostos (3), (7), (10) e (12) e KOz (Vfinat = 300 pL) foram obtidos a 120 K [22]. Os

espectros de cada composto e do superoxido foram obtidos para fins de comparagao.

4.4.3 Avaliagdo da citotoxicidade dos compostos de Fe(lll) por andlises de Viabilidade
Celular

A citotoxicidade dos compostos de Fe(Ill) (3), (7), (10) e (12) foi estudada por meio
da analise da viabilidade celular, avaliando-se a metabolizacdo do MTT, de acordo com
método descrito por Azeredo e colaboradores (2021) [24]. Células tumorais THP-1 foram
plaqueadas em placas de 96 pogos (1 10° células/pogo) com diferentes concentragdes dos
complexos de Fe(Ill), ligantes e sal metalico (1, 10, 50 e 100 umol L) e a cultura foi
incubada a 37 °C por 24 h e 5% de CO». Entdo, 15 uL de solu¢io de MTT (5 mg mL™!) foi
adicionado em cada poco e as células foram incubadas a 37 °C, 5% de CO», por 4 h. Depois, o
sobrenadante foi removido, os cristais de formazan foram dissolvidos em 150 pL. de DMSO e

a absorbancia foi quantificada em 590 nm.

4.4.4 Efeito protetor dos compostos de coordenacgdo de ferro(Ill) frente ao estresse oxidativo

induzido por ditranol, empregando-as células THP-1

O efeito protetor in vitro frente o estresse promovido por ditranol dos compostos de

Fe(IIl) foi avaliado em células THP-1, empregando-se o método do NBT [218]. As células
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(180 pL, 1 10* células/poco) foram incubadas com solugdes dos compostos (3), (7), (10) e
(12) (20 puL, 100 umol L), seus respectivos ligantes e sais metalicos por 24 h a 37 °C e 5%
CO2). O estresse foi induzido pela adi¢ao de solugdo de ditranol nos pogos (20 pL, 500 umol
L!) e as células foram novamente incubadas por 24 h, 5% de CO, a 37 °C. Apbs,
adicionaram-se 15uL de solugdo de NBT e incubou-se a placa por 1 h. Finalmente, o
sobrenadante foi removido e adicionaram-se 150 uL. de DMSO em cada poco. A absorbancia

foi determinada em 570 nm e a inibi¢ao do estresse foi calculada pela Equagao 13.

1(%) = (Ao — An)/Ao % 100 (Equagdo 13)

Onde,
1(%) = porcentagem de inibicao
Ao: absorbancia do controle

A,: absorbancia das amostras testadas

4.4.5 Efeito protetor dos compostos de Fe(lll) frente ao estresse induzido por ditranol em
células THP-1, investigada por EPR

A atividade protetora frente ao estresse induzido por ditranol também foi investigada
por EPR. As células THP-1 foram tratadas com os compostos de coordenacdo de Fe e
submetidas ao estresse induzido por ditranol, conforme descrito no item 3.4.4. Medidas de
EPR foram realizadas a 240 K, utilizando TEMPO (6xido de 2,2,6,6-tetrametil-piperidina)

como spin-trap.

4.5 Atividade Catalase

Apo6s triagem, os compostos de coordenagdao de Mn(Il) (4) e (8) foram selecionados
para avaliacdo da atividade mimética a metaloenzima CAT. Neste item, sdo relatados os
estudos cinéticos e mecanisticos da reacdo de desproporcionamento do H>O2 bem como a
avalia¢do do efeito protetor contra o estresse promovido pelo H>Oz ex vivo, empregando-se
homogenato de figado de camundongos suicos. Este trabalho foi realizado em colaboracdo
com a Profa. Dra. Alexandra Latini (Laboratério de Bioenergética e Estresse Oxidativo-

LABOX), no Departamento de Bioquimica da UFSC.
4.5.1 Estudos Cinéticos

A avaliagdo cinética da reagdao de desproporcionamento de H»>O», promovida pelos

complexos (4) e (8), foi realizada por meio de medigdes volumétricas envolvendo a producao
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de Oz, em meio tamponado (PBS, 0,1 mol L™, pH 7.4, 0,1% de DMSO), conforme reportado
por Lessa e colaboradores (2009) [210]. A concentracdo do H>O; foi determinada pela reacao
com KMnOs [219]. Os experimentos foram realizados em triplicata, mantendo-se a
concentracdo do substrato constante e variando-se a concentragdo do complexo para
determinar a ordem de reacdo em relagdo ao complexo. Um estudo similar foi realizado para
obter a ordem em relagdo ao substrato. O tratamento dos dados foi realizado pelo método das
velocidades iniciais, considerando o modelo de pseudo-ordem. Os dados cinéticos dos
compostos [Mn(HPCINOL)Cl2] [22] e [Mn(salen)Cl] [205], foram determinados como

parametros de referéncia.
4.5.2 Estudos Mecanisticos

Os estudos mecanisticos da interagdo dos compostos (4) ¢ (8) com H»>O» foram
realizados empregando técnicas de EPR, medidas de pH, Espectroscopia Eletronica na regido
do UV-vis e ESI-(+)-MS. Para os estudos espectroscopicos, a 100 pL. de solugdes dos
complexos (4) e (8) (1 mmol L', PBS 0,1 mol L', pH 7,4, DMSO (0,1%)) foram adicionadas
100 pL de uma solu¢do de H2O, (279 mmol L!). Espectros de EPR foram registrados em
tempos de 0 h, 30 min e 1 h, a 120 K. Além disso, reacdes em temperatura ambiente, usando o
spin trap n-6xido de 5,5-dimetil-1-pirrolina (DMPQO) também foram investigadas. Para os
estudos espectrométricos, realizaram-se reagdes dos complexos (4) € (8) (1 mL, 1 10 mol L-
!, MeOH: H>O 1:1) com H205 (50 uL, 12 mol L'!). Em intervalos de 0, 1, 5, 10, 15 e 20 min,
as amostras foram injetadas a uma taxa de velocidade de 10 uL min! e os espectros foram
obtidos no intervalo de razdo massa/carga (m/z) de 200 a 1200. Estas reacdes também foram

investigadas por medidas de pH, utilizando as mesmas condi¢des dos estudos cinéticos.

4.5.3 Efeito protetor dos compostos de Mn(ll) frente ao estresse causado pelo H>O:

empregando-se homogenato de figado

Para a avaliagdo do efeito protetor dos compostos (4) e (8) frente ao estresse oxidativo
induzido por H>O, em homogenato de figado de camundongos, empregou-se o método
TBARS [220]. O tecido hepatico foi dissecado de camundongos suicos adultos e
homogeneizado em 10 volumes de tampdo PBS (25 umol L), como descrito por Latini e
colaboradores (2007) [220]. O homogenato foi centrifugado a 1500 G (4 °C) por 10 min e o

sobrenadante foi coletado para o experimento. O sobrenadante (50 uL) foi incubado com (50
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uL) diferentes concentragdes (10 pmol L', 10 nmol L' e 10 pmol L) dos ligantes HL1 e
HL2, complexos (4) e (8) e cloreto de manganés. Entdo, o estresse oxidativo foi induzido pela
adicdo de H202 (25 pL, 40 mmol L) e o sistema foi incubado por 1 h a temperatura
ambiente. A deteccdo da peroxidacdo lipidica foi realizada pela medicao das espécies reativas
ao acido tiobarbitlrico, como anteriormente descrito pelo nosso grupo de pesquisa [20, 22].
Assim, uma solu¢do de acido tricloroacético (150 pL, 10%) foi adicionado aos eppendorfs
para induzir a precipitacdo de proteinas e o sobrenadante foi reagido com 10 pL de acido
tiobarbitarico (TBA, 0,67%) a 100 °C por 1 h. O malondialdeido (MDA), biomarcador de
peroxidacdo lipidica, reage com o TBA para formacao do aduto TBA-MDA-TBA. Este aduto
foi extraido com 450 uL de n-butanol. Por fim, uma aliquota de 200 uL do aduto foi
transferida para placa de 96 pocos e os niveis de TBARS foi medido por Espectroscopia de

Fluorescéncia (Aex = 515 € Aem = 553 nm).

4.6 Atividade frente ao radical hidroxil
4.6.1 Monitorando o radical hidroxil por EPR

A investigacdo da atividade antioxidante frente ao radical hidroxil se deu através da
interacao dos compostos de coordenagdo de Fe(IIl) e Cu(Il) com o radical hidroxil, gerado por
reacdo de Fenton (Fe'' + H,O2 — "OH + OH" + Fe(Ill)), utilizando o DMPO como spin trap
[22, 221]. Para isso, prepararam-se solu¢des stock de DMPO (H,O, 400 mmol L), H,O,
(H20, 4 mmol L), [Fe(NH4)2(SO4)2].6H20 (H20, 0,4 mmol L!) e dos complexos de Fe(IlI) e
Cu(Il) (complexos (2), (3), (6), (7), (9), (10), (11) e (12)) (H,0:DMSO 100:1, 10 mmol L).
Entdo, 10 pL de diferentes concentracdes de cada solu¢do de complexo (concentracdo final na
faixa de 10 a 300 pmol L) foi misturada com 10 pL de solugdo de DMPO. O radical hidroxil
foi gerado a partir da concomitante adigdo de 10 uL de H2O e 10 pL de solugdo de Fe!' a
solucdo contendo DMPO e complexo estudado [20, 22, 221]. A mistura reacional foi
transferida para um capilar e os espectros foram registrados a 298 K. As medigdes foram

realizadas em triplicata e a Clso foi determinada pela analise de regressdo linear.
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4.6.2 Efeito protetor dos compostos de Fe(lll) e Cu(ll) frente ao estresse causado pelo

radical hidroxil empregando-se macrofagos J774

A atividade antioxidante in vitro dos compostos de Cu(Il) e Fe(IIl) frente ao radical
hidroxil foi investigada na linhagem celular J774, empregando-se o método do NBT [218].
Para isso, uma suspensdo de células (160 pL, 1 10* células/pogo) foram plaqueadas em placas
de 96 pocos e incubadas com solu¢des dos compostos (2), (3), (6), (7), (9)-(12) (20 uL, 100
umol L), seus respectivos ligantes e sais metalicos por 24 h a 37 °C e 5% CO»). O estresse
oxidativo induzido pelo radical hidroxil foi realizado pela reagdo de Fenton, a partir da
mistura de uma solu¢do de [Fe(NH4)2(SO4)2].6H20 (4 pmol L) e HoOz (40 pmol L). As
células foram novamente incubadas por 3 h, 5% de CO; a 37 °C. Apos, adicionaram-se 15 pL
de solugdo de NBT e incubou-se a placa por 1 h. Finalmente, o sobrenadante foi removido e
adicionaram-se 150 uL de DMSO em cada pogo. A placa foi lida em um espectrofotometro
leitor de placa (570 nm) e a porcentagem de inibicao de redu¢do do NBT foi calculada pela

Equacao 13.

4.6.3 Efeito protetor dos compostos de Fe(lll) e Cu(ll) frente ao estresse oxidativo promovido

pelo radical hidroxil empregando-se homogenato de figado de camundongos

A avaliacao do efeito protetor dos compostos (2), (3), (6), (7), (9)-(12) frente ao
estresse oxidativo promovido pelo radical hidroxil empregando-se homogenato de figado foi
realizado empregando a metodologia por Menezes e colaboradores (2023), utilizando o
radical hidroxil como agente estressor [22]. Assim, o0 homogenato (50 pL) foi incubado com
50 uL de diferentes concentracdes dos compostos de Cu(Il) e Fe(Ill), ligantes e sais metalicos
(10 pmol L, 10 nmol L' e 10 pmol L'). O estresse foi induzido reagio de Fenton,
constituida da adicdo de H,O (25 uL, 40 mmol L) e Fe (25 pL, 0,4 mmol L!). A deteccio
da peroxidacao lipidica foi realizada pela medigdo das espécies reativas ao acido
tiobarbittrico, medindo-se por espectroscopia de fluorescéncia os niveis do MDA como

biomarcador de peroxidagdo lipidica (Aex = 515 € Aem = 553 nm) [220].
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio dos ligantes

Neste trabalho foram sintetizados quatro ligantes (HL1, HL2, HoL1 e HoL2), a partir
de reacdes entre os precursores BMPA e HBPA com os epdxidos 4HCepodxido e 7THCepoxido.
A estrutura e pureza dos ligantes foram confirmadas por dados de caracterizacdo fisico-

quimica, os quais foram obtidos pelas técnicas de FTIR ¢ RMN uni e bidimensional.

5.1.1 Caracterizagdo dos ligantes HLI e HL2

Os ligantes HL1 4-{3-[bis(2-piridilmetil)amino-2-hidroxipropoxi}-2-croman-2-ona e
HL2 7-{3-[bis(2-piridilmetil)amino-2-hidroxipropoxi}-2-croman-2-ona foram obtidos a partir
da reacdo dos precursores bis(piridina-2-ylmetila)amina (BMPA) e 4HCepdxido ou
7HCepoxido. Ambos os isdmeros foram obtidos com bons rendimentos (> 70%), se
apresentando como Oleos, e tiveram estrutura e pureza atestadas por analises de
Espectroscopia na regido do Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
Os dados de IV confirmaram a obtencdo de HL1 e HL2 pela presenca de absorgdes
caracteristicas de ambos os precursores no espectro dos ligantes (cumarina: vC=0, vC=C, vC-
H) e (BMPA: vC=N, vC=C, vC-H, 8C-Hyiridina) (Figuras 10-11). Os espectros de RMN de 'H
de HL1 e HL2 (Figuras 12-13) sdo semelhantes e constituidos de 11 sinais, dos quais sete se
encontram na regido de hidrogénios aromaticos, enquanto quatro sinais sdo observados para
hidrogénios alifaticos. A atribui¢do de sinais para os ligantes HL1 e HL2 sdo apresentadas na
Tabela 1, obtida a partir de espectros de RMN de 'H, 1*C e correlagdes bidimensionais COSY
(Figuras 14a-15a) e HSQC (Figuras 14b-15b).

Figura 10 — Espectros na regido do IV para BMPA, 4HCepo6xido e HL1, em KBr.
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Figura 11 — Dados de FTIR para o BMPA, 7HCepo6xido e HL2, obtidos em KBr.
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1 Figura 13 — Espectro de 'H RMN do ligante HL2, obtido em CDCl;.
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5 Figura 14 — Correlagdes bidimensionais a) COSY e b) HSQC para o ligante HL1.
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Tabela 1 — Atribuigdo dos sinais de '"H RMN, COSY e HSQC, para os ligantes HL1 e HL2.

T ° o o
4 PR ST
/15 3—2 19 15 6 3
= \1‘4 ) 4// \o \N/ ~14 \7\ L
N/13‘T2/ ~o” A ,L/”\m/ﬂ\ N TN N0
X /L" o 5// \\8 N L4‘ CLH
1 1‘5 \677 19”/ %F./
N RN
Atribuigio HSQC Atribuigdo HSQC
COSY COSY
C OH dc C on dc
2 - 165,61 - 2 - 162.07 -
4 - 163,06 - 7 - 158,90 -
9 - 153,25 - 9 . 155,74 -
10 - 115,53 - 10 - 112,63 -
15,1%° - 158,68 - 15,15 - 161,28 -
CH CH
3 5,70-5,55 (m) 90,48 ; 3 6,22 (m) 113,05 H-4
5 7,78-7,67 (m) 123,96  H-6,H-8 4 7,69-7,55 (m) 143,47 H-3
H-5, H-7,
6 723711 (m)  122.52 s 5 7,40-725 (m) 123,17 H-6, H-8
7 7,47-740 (m) 132,54  H-6, H-8 6 6,88-6,75 (m) 112,94 H-5, H-8
H-5, H-6,
8 7,23-7,11 (m) 116,70 Hor 8 6,88-6,75 (m) 101,56 H-5, H-6
12 423417 (m) 68,81 H-11 12 4,20 (m) 67,68 H-11, H-13
H-17, H-18,
16,160  7,22-7,08 (m) 123,34 o 16, 16° 7,40-725 (m) 128,70 H-17
H-16, H-18, H-16, H-18,
17,17 7,60-7,50 (m) 136,85 17,17 7,69-7,55 (m) 136,72
H-19 H-19
H-16, H-17,
18,18’ 7,30-7,24 (m) 122,36 1o 18,18’ 7,20-7,13 (m) 12194  H-17,H-19
8,48-8,43 (dd, 8,57-8,50 (dd,
H-16, H-17,
19,19 J=6,00, 149,13 oS 19,19’ J=6,60; 148,95 H-17, H-18
J=11,00) J=14,80)
CH2 CHz
2,89-2,83 (m)
11 71,05 H-12 11 4,15 (d, J=5,20) 69,40 H-12
4,33-4,20 (m)
13 403388 (m) 54,10 H-14 13 3,04-2,84 (m) 57,95 H-12, H-13
14,14 4,03-388 (m) 60,49 H-13 14,14 4,02-3.85 (m) 6043 H-14

m- multipleto; d- dubleto; dd- dubleto de dubleto
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5.1.2 Caracterizagdo dos ligantes H2L1 e H>L2

Os ligantes H>LL1 (4-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil)(2- piridilmetil)amino]propoxi}-
2H-2-croman-2-ona) e HoL2 (7-{2-hidroxi-3-[(2-hidroxibenzil )(2-
piridilmetil)amino]propoxi}-2H-2-croman-2-ona) foram obtidos a partir da reacao dos
precursores (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (HBPA) e os epoxidos 4HCepoxido ou
7THCepoxido. Ambos os isomeros foram obtidos com bons rendimentos (superiores a 80%),
como Oleos de coloragdo alaranjada, e tiveram suas estruturas e purezas atestadas por medidas
de IV e RMN. Os dados de espectroscopia na regido do IV (Figuras 16-17) confirmaram a
obtencdo dos ligantes HoL1 e HoL2 pela presenca de absorgdes tipicas dos precursores no
espectro do ligante (cumarina: vC=0, vC=C, vC-H) e (HBPA: vO-H, vC=N, vC=C, vC-
H, 8C-Hpiridina). Os espectros de RMN de 'H dos ligantes HoL1 e HoL2 (Figuras 18-19) sdo
semelhantes e constituidos de 11 sinais, dos quais seis se encontram na regido de hidrogénios
aromaticos, enquanto cinco sinais sdo observados para hidrogénios alifaticos. A atribuicao de
sinais para os ligantes HoL1 e H2L.2 sdo apresentadas na Tabela 2, obtida a partir de espectros
de RMN de 'H, 3C e correlagdes bidimensionais COSY (Figuras 20a e 21a) e HSQC (Figuras
20b e 21b).

Figura 16 — Espectros na regido do infravermelho para os ligantes HBPA, 4HCepoéxido e
H>L1, obtidos em KBr.
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Figura 17 — Espectros na regiao do infravermelho para HBPA, 7HCepodxido e H>L.2, obtidos

em KBr.
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Figura 19 — Espectro de '"H RMN do ligante HoL2, obtido em CDCls.
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Tabela 2 — Atribuigdo dos sinais de '"H RMN, COSY e HSQC, para os ligantes HoL1 e HoL2.

i o
9 3
15 e S
19\N4 \1|4 19\N¢15\14 T\ X2
0}
HC\) ’\11—1% 1// ,L/Q\H \0/7\6 o o
— 2—
25 13 TR b i ‘ b
24" 20 HO —3 ‘
| \4 5/ S5 3
23 .21 - 24 20
% 7/ Ng ]
/ 232
8—7 22
Atribuicao HSQC Atribuicdo HSQC
COSY
C On d¢ COSY C On d¢
1 - 165,49 - 1 - 161,94 -
3 - 163,00 - 4 - 112,80 -
4 - 115,59 - 5 - 155,89 -
5 - 153,27 - 7 - 157,50 -
15 - 156,12 - 15 - 161,44 -
20 - 122,40 - 20 - 123,77 -
25 - 157,37 - 25 - 156,55 -
CH CH
2 5,58-5,76 (m) 90,71 - 2 5,79-5,60 (m) 112,96 H-3
6 7,20 (m) 116,85 H-7, H-8, H-9 3 7,57-7,43 (m) 143,60 H-2
7 7,43-7,47 (m) 132,69 H-6, H-8, H-9 6 6,92-6,73 (m) 102,00 H-8, H-9
8 7,20 (m) 123,19 H-6, H-7, H-9 8 6,92-6,73 (m) 113,43 H-6, H-9
9 7,69-7,77 (m) 123,96 H-6, H-7, H-8 9 7,30-7,15 (m) 102,00 H-6, H-8
11 4,24-438 (m) 67,61 H-10, H-12 11 4,33-4,24 (m) 67,42 H-10, H-12
16 7,11-7,15 (m) 123,41 H-17, H-18, H-19 16 7,30-7,15 (m) 123,11 H-17, H-18, H-19
17 7,43-7,47 (m) 137,18 H-16, H-18, H-19 17 7,75-7,54 (m) 137,70 H-16, H-18, H-19
18 6,73-6,87 (m) 121,71 H-16, H-17, H-19 18 7,30-7,15 (m) 121,85 H-16, H-18, H-19
8,68-8,53 (td,
19 8,55-8,67 (m) 148,93 H-16, H-17, H-18 19 148,99 H-16, H-17, H-18
J=16,0; 3,6)
21 6,95-7,06 (m) 130,49 H-22, H-23, H-24 21 7,06-6,98 (m) 130,70 H-22, H-23, H-24
22 6,73-6,87 (m) 119,32 H-21, H-23, H-24 22 7,30-7,15 (m) 117,03 H-21, H-23, H-24
23 7,11-7,15 (m) 129,54 H-21, H-22, H-24 23 7,30-7,15 (m) 128,98 H-21, H-22, H-24
24 6,95-7,06 (m) 117,11 H-21, H-22, H-23 24 7,57-7,43 (m) 119,86 H-21, H-22, H-23
CHz CHZ
4,15(d,
10 3,71-4,21 (m) 70,99 H-11 10 A5 ¢ 70,88 H-11
J=5,20)
12 2,83-3,03 (m) 56,51 H-11, H-13, H-14 12 3,04-2,84 (m) 58,70 H-11, H-13, H-14
3,45 (d)
13 58,83 H-12 13 4,02-3,85 (m) 56,95 H-12
(J=8,00)
14 3,71-4,12 (m) 58,72 H-12 14 4,02-3,85 (m) 60,43 H-12

m- multipleto; d- dubleto; td- tripleto de dubleto
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5.2 Caracterizacao dos compostos de coordenacio

Neste trabalho, 12 compostos de coordenagdo contendo os metais Co(Il), Cu(Il),
Fe(IIT) e Mn(II) (inéditos) foram obtidos a partir de reacdes de complexagao de sais metalicos
com os ligantes desenvolvidos. Para os metais de Fe(Ill) e Cu(Il) foram obtidos os quatro
complexos metalicos (contendo HL1, HL2, HLL1 e HoL2), enquanto para os sais de Mn(Il) e
Co(II) foram obtidos apenas dois compostos de cada (contendo HL1 e HL2). Os resultados de
caracterizacdo. obtidos mediante uso de técnicas fisico-quimicas, indicaram grande
semelhanca entre os compostos de coordenacao constituidos de um mesmo centro metalico, ja
que foram utilizados ligantes isomeros de posicdo, contendo os grupos 4-hidroxicumarina ou
7-hidroxicumarina. Assim, os dados de caracterizagdo dos compostos obtidos serdo

apresentados em conjunto, comparando-se complexos que possuem o mesmo centro metalico.

5.2.1 Caracteriza¢do dos compostos [Co(HL1)Clz].4,2H>0 (1) e
[Co(HL2)CI(OHCH3)] ClO4.2H>0 (5)

Os complexos [Co(HL1)CL2].4,2H.O (1) e [Co(HL2)CI(OHCH3)]Cl04.2H20 (5)
foram obtidos a partir de reagcdes do CoCl,.6H20O com os ligantes HL1 ou HL2. Apesar de
constituidos de ligantes isoméricos, estes complexos metalicos possuem caracteristicas fisicas
distintas, diferindo na cor, solubilidade e grau de cristalinidade. O composto (5), que se
apresentou como cristais de colora¢do purpura, eletrdlito 1:1, estabilizado pelo anion
perclorato, teve sua estrutura confirmada por difracdo de Raio-X (Fig. 22a e Tabela 3),
enquanto o composto (1) se apresentou como um sélido amorfo de coloracdo verde, neutro
(ndo eletrolito), e teve sua estrutura proposta com base em estudos de DFT (Figuras 22b e
1S). Dados de difragdo de Raio-X e DFT foram corroborados por medidas de CHN e
condutividade (Tabela 4). Medidas de ESI-(+)-MS confirmaram a isomeria estrutural dos
complexos (1) e (5) que geram espécies catidnicas isoméricas [Co(HL1)CI]* e [Co(HL2)CI]*
com m/z 511 (Figura 23). Analises por espectroscopia na regido do infravermelho atestaram a
presenca dos ligantes HL1 ou HL2 na estrutura dos compostos de coordenagdo, com
deslocamento no numero de onda para a absor¢cdo do grupo C=O, evidenciando a
complexacgdo, além da presenga do anion perclorato para o complexo (5) (Figura 24). Os
espectros eletronicos na regiao do UV-vis para ambos os complexos metalicos confirmam a
complexacgdo do cobalto(Il) devido a presenca de bandas de absor¢do assimétricas na regidao
do visivel, referentes a transi¢des d-d, influenciadas pelo efeito de Jahn-Teller (Figura 25 e

Tabela 5). A Tabela 6 sumariza dados de caracterizagdo para os complexos (1) e (5).
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1 Figura 22 — Estruturas de a) Raios-X para o complexo (5) e b) estudo de DFT, para o estado
2 quarteto, para o composto (1) [99].

Tabela 3 - Pardmetros cristalograficos para o composto (5).

Formula empirica C25H27CL,CoN309
Peso molecular 643,32

Sistema cristalino Triclinico

Grupo espacial P-1

Parametro de cela

Volume da cela

a=10,1493) A
b=11,191(3) A
c=13,336(6) A
1372,8(9) A3

a=92,249(15)°.
B=107,87(2)°.
vy =106,030(16)°.

Z 2

Interacoes Angulo

Co(1)-N(1) 2,0910(19) N(1)-Co(1)-0O(1) 155,44(7)

Co(1)-0O(1) 2,1196(17) N(1)-Co(1)-N(3) 97,64(7)

Co(1)-N(3) 2,125(2) O(1)—Co(1)-N(3) 90,63(7)

Co(1)-0(5) 2,1642(18) N(1)-Co(1)-0O(5) 81,97(7)

Co(1)-N(2) 2,169(2) O(1)-Co(1)-0(5) 86,24(7)

Co(1)-CI(1) 2,3511(11) N(3)-Co(1)-0(5) 170,84(7)
N(1)-Co(1)-N(2) 78.32(7)
O(1)-Co(1)-N(2) 80,46(7)
N(3)-Co(1)-N(2) 79,88(8)
O(5)—Co(1)-N(2) 91,10(7)
N(1)—Co(1)-CI(1) 103,11(6)
O(1)-Co(1)-CI(1)  98,50(5)
N@B3)-Co(1)-CI(1)  98,18(6)
O(5)—Co(1)-CI(1)  90,81(6)
N(2)-Co(1)-CI(1) 177,76(5)
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Tabela 4 — Dados de caracterizagdo dos complexos (1) e (5).

Complexo/Caracterizacio Rend P.F. v Analise Elementar*  Condutividade MM
P § (%) °C) (cm™) (Exp./Calc.) (1S em™) (g/ mol)
S 3510-3200: vOH
N:(—O 3100-2800: vCH
L on ¢ 1704: vC=0 C (46,27/46,06)
R S - 4.2H,0 47 200 1600-1450: vC=C H (5,08/4,71) 17,44 (MeCN) 022,98
CI @ a0 VB N (6,74/6,86)
‘ AN 1239: vC-O
L Z (1) 769 VCHpiridina
3450-3200: vVOH
r . 3100-2800: vVCH
1701: vC=0 c ) )
A4S0 (44,24/44.30
/ ClOy” . 2H,0 64 163 1600.1450. vC=C H (4.57/4.24) 11\23(’:713 679,34
l oHcr; 1230: vC-O N (6,19/6,32) (MeCN)
1085; 1116;  1156:

V(CIO)
769: VCHpiridina

*Atribuicio conforme Geary (1971). Para MeCN: Valores abaixo de 120 pS.cm™ (ndo-
eletrolitos) e valores entre 120-160 pS.cm™ (eletrolitos 1:1).

Figura 23 — Espectros de ESI-(+)-MS para os complexos (1) e (5), obtidos em acetonitrila.
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Figura 24 — Espectros na regido do infravermelho para os complexos (1) e (5) e seus
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Figura 25 — Espectros eletronicos dos complexos a) (1) e b) (5), obtidos em acetonitrila.
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Tabela 5 — Atribui¢des dos dados de UV-vis para HL1, HL2 e seus complexos M)e (5).

Q%e?

30! Q ool

N, o ClO4” . 2H,0
. v~ /] ~a 77 \
AtrlbIllQaO = ( /N " %OHCH: =0
M
HLI ) HL2 Q)
€ € € €
A (nm) (Lmol"! cm™) A (am) (Lmol"! cm™) A (nm) (L mol! em™) A (nm) (L mol"! em™)

-t 265 15118 322 7285
¥ 277 23947 270 5046
m-m* - - 264 3425

d-d - - 588 660 - - 486 87

d-d - - 629 541 - - 508 93

d-d - - 658 609 - - 603 94

d-d - - 684 647 - - 623 87
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5.2.2 Caracterizagdo dos compostos [Cu(HL1)CI]Cl.4,7H>0 (2) e [Cu(HL2)CIl]Cl.3,3H20 (6)

Os complexos [Cu(HL1)CI]|CL4,7H,O (2) e [Cu(HL2)CI]CIL.3,3H,0 (6) foram obtidos como
solidos amorfos de coloragdo verde, a partir da reagdo de HL1 ou HL2 com CuCl».2H,O.
Deslocamentos nas bandas de absor¢ao nos espectros de infravermelho confirmaram a complexagio
dos ligantes ao centro de Cu(Il) (Fig. 26). Medidas de analise elementar e condutividade convergem
para a obtencdo de compostos isoméricos e corroboram com a obtencdo de espécies mononucleares e
catidnicas (eletrolitos 1:1) (Tabela 6). Os espectros de ESI-(+)-MS confirmaram os dados de CHN e
condutividade e revelaram a presenca de isomeros de posicdo para ambos os complexos, devido a
presenca de um cation em comum, de m/z 515, associado a presenca de espécies mononucleares
[Cu(HL1)CI]" e [Cu(HL2)CI]" (Figura 27). Na regido do UV-vis, ambos os complexos apresentaram
bandas de absorcao referentes as transigdes eletronicas de natureza intra-ligante, com adi¢ao de bandas
na regido do visivel, compreendida entre 600 e 800 nm, referentes a transi¢des d-d (Cu(Il): d?) (Figura
28 e Tabela 7). Por EPR (Fig. 29), foram obtidos espectros constituidos de 4 linhas, caracteristicos de
espécies de Cu(Il) (I=3/2). Estudos de voltametria ciclica para os compostos (2) e (6) (Figura 30)
apresentam grande similaridade, onde se observou a presenca de pares redox para ((2)- Epa: -0,02;
Epc: -0,30V) ¢ ((6)- Epa: -0,38; Epc: -0,84V), além de processos atribuidos a reagdes acopladas. A

Tabela 4 sumariza dados de caracterizagdo para os complexos (2) e (6).

Figura 26 — Espectros na regido do infravermelho para os complexos (2) e (6), obtidos KBr.
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Tabela 6 — Resultados de caracterizagao fisico-quimica dos complexos (2) e (6).
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Complexo/Caracterizacio Rend P.F. v Analise Elementar  Condutividade MM
P § (%)  (°C) (cm™) (Exp./Calc) (1S em™) (g / mol)
=
3600-3100: vOH
/_ i;@ 3100-2800: vCH
O C (45,48/45,24)
.OH ; 1702: vC=0 89.50
— CI.4,7H,0 48 219 T H (4,91/5,08) ’ 636,60
| 1600-1450: vC=C N (6.31/6.59) (MeOH)
N 1238: vC-O
769: VCHpiridina
L @) ]
;
3600-3200: vOH
3100-2800: vCH
/— ) o C (47,11/47,40
C CI.3,3H,0 45 o1 1702: vC=0 I—;(4,84/4,91)) 135,70 611,40
1600-1450: vC=C N (6.86/6.52) (MeCN)
N 1233: vC-O

761: VCHpiridina

* Atrlbulg:ao conforme Geary (1971). Para acetrinitrila: valores entre 120-160 pS.cm™ os
compostos sdo denominados eletrolitos 1:1. Para metanol: para valores entre 80-120 uS.cm'
os compostos sdo denominados eletrolitos 1:1.

Figura 27 — Espectros de ESI-(+)-MS para os complexos (2) e (6), obtidos em acetonitrila.

Simulagdes foram realizadas no Soft Database Analysis.
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1 Figura 28 — Espectros eletronicos dos complexos a) (2) e b) (6), obtidos em acetonitrila.
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2
3 Tabela 7 — Atribuigdo dos dados de UV-vis para os ligantes HL1, HL2 e seus respectivos

4 complexos (2) e (6).

S & T 2
‘ 9 /_’ / m f Cr.3,3H,0
) ) N/Y\O o CI.4,7H,0 N/Y\o o0 Yo
Atribuicdo ) on b ) o _
AN HLt W ALz ‘ Z e

HLI (2) HL2 (6)
. ¢ A (nm) ¢ A(@mm) (L mosl'I cm A (nm) (L mogl’] cm
(nm) (L mol! em™) (L mol! cm™) y 1)
-t 303 28913 304 6987 322 7285 320 17351
-t 277 23947 277 10436 270 5046 270 12101
m-1* 265 15118 265 14954 264 3425 264 13510
d-d - - 707 79 - - 726 86

6 Figura 29 — Espectro de EPR para os compostos a) (2) e b) (6), obtido em DMSO, a 120 K.
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Figura 30 — Voltamogramas ciclicos para os complexos de Cu(Il) a) (2) e b) (6), em DMSO,
utilizando eletrodo de platina (eletrodo de trabalho), Ag/AgCl (eletrodo de referéncia) e fio de
platina (eletrodo auxiliar), empregando-se hexafluorfosfato de tetrabutilaménio como

eletrdlito de suporte (0,1 mol L).
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5.2.3 Caracterizagdo dos compostos [Fe(L1)Cl]6H>0 (3) e [Fe(L2)Cl2]3H20 (7)

Os complexos (3) e (7) foram obtidos através da reagao dos ligantes HL1 ¢ HL2 com
FeCl3.6H>O. Ambos os compostos consistem em solidos microcristalinos mononucleares,
neutros e de coloragdo amarelada. Os espectros de IV para os compostos (3) e (7) (Fig. 31)
apresentam as absorg¢des associadas aos seus respetivos ligantes, com pequenos
deslocamentos os quais sao indicios de complexagdo. Dados de CHN e condutividade (Tabela
8) concordam com a obten¢do de compostos mononucleares e ndo eletrolitos, indicando que a
estrutura do estado solido ¢ mantida em solucdo. Esses resultados sdo suportados por estudos
de ESI-(+)-MS (Figura 32), onde se observou a presenca de um sinal comum para ambos
complexos, com m/z 507, associado aos cations mononucleares [Fe(L1)CI]" e [Fe(L2)CI]".
Medidas de voltametria ciclica (Figura 33) mostraram a presen¢a de um Unico par redox,
confirmando a obtengdo de compostos mononucleares, em que os complexos (3) e (7)
apresentaram valores de Epa (0,39 e 0,33V) e Epc (-0,18 e 0,28V), respectivamente. Os
espectros de EPR obtidos (Figura 34) sdo caracteristicos de compostos octaédricos de Fe(III)
(I=1/2). A auséncia de transi¢des d-d no espectro eletronico dos complexos (3) e (7) (Figura
35 e Tabela 9) sugere a obtengdo de complexos de Fe(Ill) alto spin. A presenga de Fe(Ill) foi
confirmada através da obtencdo de espectros Mdssbauer de Fe” . Para o composto 7, (Figura
36a) o espectro foi ajustado como um tUnico singleto, com valor de deslocamento isomérico

(0) de 0,324 mm/s, tipico de compostos de Fe(Ill) octaédricos de alto spin, com simetria
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esférica da configuracdo eletronica (t2g)*(eg)’ [23]. Para o composto (3) (Figura 36b),

observou-se comportamento semelhante, com valor 6 de 0,340 mm/s.

Figura 31 — Espectros na regido do IV para os complexos (3) e (7), obtidos em KBr

"‘\ \ I M“
Y wf,'w‘\ \ it \'
‘/ ‘ ‘ M ”

N

“/ N A
| }\ “\\H““‘HMVL “ u\ 1R

I M\
"

Transmitancia Normalizada (%)

— HL1
—(3)
—— HL2
—(7)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
. -1
Numero de onda (cm )
Tabela 8 — Dados de caracterizacdo dos complexos (3) e (7).
. . MM
C lexo/C terizaca Rend P.F. v Analise Elementar ~ Condutividade
omplexo/t-aracterizacao (%) °C) (cm™) (Teorico/Calc) (uS cm™) (g / mol)
3600-3100: vOH
3100-2800: vCH
ﬁ ¢ / 1688: vC=0 C (42,00/41,98)
NTTES . - 6H0 38 176 1600 1V450- C=C H(,19/5,53) 131178?{ 651,60
of I -1450: vC= N (6,13/6,12) (MeOH)
N 1240: vC-O
764: VCHpiridina
3600-3200: vOH
N 3100-2800: vCH
49 164 D H (4,39/4,22) 56,12 (MeCN) X
y _=o|3H0 1600-1450: vC=C N (6.70/7.03)
| NS 1230: vC-O
Z 765: VCHpiridina

)

* Atribui¢io conforme Geary (1971). Para acetrinitrila: para valores abaixo de 120 pS.cm™,
os compostos sdo denominados como nao-eletrolitos. Para metanol: para valores abaixo de
80-120 pS.cm™, os compostos sdo denominados como nio-eletrolitos.
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Figura 32 — Espectros de ESI-(+)-MS para os complexos (2) e (6), obtidos em acetonitrila.

Simulagdes foram realizadas no Soft Database Analysis.
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Figura 33 — Voltamogramas ciclicos para os complexos de Fe(IIl) a) (3) e b) (7), em DMSO,

utilizando eletrodo de platina (trabalho), Ag/AgCl (referéncia) e fio de platina (auxiliar),

empregando-se hexafluorfosfato de tetrabutilaménio como eletrélito de suporte (0,1 mol L1).
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Figura 34 — Espectros de EPR para os complexos de Fe(IIl): a) (3) e b) (7) (1 102 mol L),
obtidos em DMSO, a 120 K.
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Figura 35 — Espectros eletronicos para os complexos de Fe(Ill): a) (3) e b) (7), obtidos em

acetonitrila.
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Tabela 9 — Atribui¢do dos dados de espectroscopia eletronica para os ligantes HLL1, HL2 e
seus respectivos complexos (3) e (7).

| X
7\ o &O Q“ B
— — Z 0
<:\Ng ) o N/‘j'::el‘g 4 P - 6H,0 N/Y\omo Nﬁj‘e{ o
Atribuicdo dﬂﬁ N A QQ\ o o
_ = — ‘ X
NN HLt (3) AN HL2 > @
HLI1 A3) HL2 @)
A € A € A € A €
(nm) (L mol! em™) (nm) (Lmol'em')  (nm) (L mol' cm™) (nm) (L mol! em™)
TT—T0* 303 28913 - - 322 7285 322 19944
TT—T0* 277 23947 - - 270 5046 - -
T—T0* 265 15118 262 12875 264 3425 264 14740
TCLM - - 364 3982 - - - -
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Figura 36- Espectro Mdssbauer de °’Fe para os compostos a) (3) e b) (7), a temperatura

ambiente.
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5.2.4 Caracterizagdo dos compostos [Mn(HL1)Clz] (4) e [Mn(HL2)Cl>]0,7CH30H (8)

Os complexos [Mn(HL1)Cl;] (4) e [Mn(HL2)Cl1,]0,7CH30OH (8) foram obtidos através
da reacdo dos ligantes HL1 ou HL2 com MnCl..4H>0O. O composto (4) foi obtido como um
solido microcristalino de coloragdo bege, enquanto o composto (8) foi obtido como cristais de
coloracdo bege. Dados de difracdo de Raio-X para o composto (8) revelaram a obten¢do de
um composto mononuclear e neutro de Mn(II) coordenado a uma molécula do ligante HL2 e a
dois atomos de ligantes cloro (Figura 37 e Tabela 10). Dados de CHN e condutividade
(Tabela 11) corroboram com os dados de raio-X e indicam que a estrutura do estado sélido ¢
mantida em solucdo. Os espectros na regido do IV confirmaram a complexagdo por meio de
deslocamentos na frequéncia de absor¢des dos complexos, em comparacdo aos apresentados
pelos ligantes nas formas livres (Figura 38). Analises de ESI-(+)-MS (Figuras 39) indicam a
obten¢do de compostos mononucleares cationicos e isoméricos, de m/z 507, atribuidos aos
complexos [Mn(HL1)CI]" e [Mn(HL2)CI]". A auséncia de bandas d-d nos espectros
eletronicos na regido do UV-vis (Figura 40 e Tabela 12) indicou a obtengdo de compostos de
Mn(II) alto spin (d°) e concorda com os dados obtidos pela técnica de voltametria (Figura 41),
onde foram observados um par redox quase-reversivel com Epa (0,83 e 0,77V) e Epc (0,62 e
0,61V) para os compostos (4) e (8), respectivamente. A presenca do Mn(Il) também foi
confirmada por EPR (Figuras 42), através da obtengcdo de um perfil caracteristico de

compostos de Mn(II), constituido de 6 linhas espectrais (1=5/2).
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Figura 37 — Estrutura de raios-X para o complexo (8).

Tabela 10 — Dados cristalogréaficos e refinamento de estrutura para o composto (8).

68

Formula empirica
Peso molecular
Temperatura
Comprimento de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensodes da célula unitaria

Volume

Densidade (calculada)
Coeficiente de Absorcao
F(000)

Tamanho do cristal

Método de refinamento

C24H23C1bMnN304
543,29

303(2) K

0,71073 A
Ortorrombico

Pna?2l

a=7,6825(17) A o= 90°.
b = 24,640(2) A B=90°.
c=12.932(3) A v = 90°.

2448,1(8) A3
1,474 Mg/m3
0,793 mm-!
1116

0,236 x 0,174 x 0,168 mm3

Full-matrix least-squares on F2

Tabela 11 — Dados de caracterizagao para os complexos (4) e (8).
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Complexo/Caracterizacio Rend P.F. v Analise Elementar ~ Condutividade MM
P § %)  (°C) (cm™) (Teorico/Calc) (uS emY) (g / mol)
X
» o 3600-3100: vOH
TI 3100-2800: vCH
N—n O 4 : 1703: vC=0 C (52,91/53,05) $43.40
CI,L d -Haus v N (7,58/7,73)
N 1233: vC-O
| = 770: VCHpiridina
(4)
| o 3600-3150: vOH
N 3100-2800: vCH
N ngH_ 1706: vC=0 C (52,66/52,55)
Mn ° 4 4T s vee | H@42457) 457 (OMs0) 369,00
¢ N 0| - 0:7CHOM AT veE N (7,24/7,44)
S = 1234: vC-O
| = 767: VCHpiridina
(8) .

* Atribuicio conforme Geary (1971). Para DMSO: para valores abaixo de 42 uS.cm’,

compostos sdo denominados como nao-eletrolitos.

Figura 38 — Espectros na regido do IV para os complexos (4) e (8), obtidos em KBr.
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Figura 39 — Espectros de ESI-(+)-MS para os complexos de Mn(II) (4) e (8), em acetonitrila.

Simulagdes foram realizadas no Soft Database Analysis.
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Flgura 40 — Espectros eletronicos dos complexos de Mn(Il) a) (4) e b) (8), obtidos em DMSO.
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Tabela 12 — Atribui¢do dos dados espectroscopia eletronica para os ligantes HL1, HL2 e seus
respectivos complexos de Mn(II) (4) e (8).

Es %@

3.

L,

%CI Q:):o .0,7CH30H

Atribuigdo
N HL2
HL1 ) HL2 (8)
A € A € A € A €
(nm) (L mol! em™) (nm) (Lmol'em™)  (nm) (L mol! cm™) (nm) (L mol!' em™)
n-m* 265 15118 267 3526 322 7285 324 8936
n-n* 277 23947 278 2707 270 5046 270 3950
n-n* - - 294 1375 264 3425 263 4259
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Figura 41 — Voltamogramas ciclicos para os complexos de Mn(Il) a) (4) e b) (8), em DMSO,
utilizando eletrodo de platina (trabalho), NHE (referéncia) e fio de platina (auxiliar),

empregando-se hexafluorfosfato de tetrabuilamonio como eletrolito de suporte (0,1 mol L.
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Figura 42 — Espectros de EPR dos compostos de Mn(Il) a) (4) e b) (8) (1 102 mol L),
obtidos em DMSO, a 120 K.
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5.2.5 Caracterizacdo dos compostos [Cu(H,L1)CI]CIL.5,2H>0 (9) e [Cu(H.L2)CIl]CI.2,4H,0 (11)

Os complexos [Cu(H2L1)CI|CL5,2H0 (9) e [Cu(H:L2)CI|Cl1.2,4H,O (11) foram
obtidos através da reagdo dos ligantes HoLL1 ou H2LL2 com CuCl,.2H>O. Ambos os compostos
foram obtidos como solidos amorfos, de coloragdo verde, constituindo espécies
mononucleares e cationicas, de acordo com os dados de CHN e condutividade (Tabela 13). Os
espectros na regido do IV de ambos os compostos indicaram a complexacgdo dos ligantes ao
centro de Cu(Il) por meio de deslocamentos na frequéncia das absor¢des dos complexos
metalicos, em comparagdo aos apresentados pelos ligantes, nas formas livres (Figuras 43).

Andlises de ESI-(+)-MS (Figuras 44) confirmam a obtenc¢do de espécies mononucleares com
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m/z 494, associados aos cations [Cu(H;L2)CI]" e [Cu(H:L2)CI]", com sinais adicionais
atribuidos a formacgao de espécies binucleares. Na regido do UV-vis (Figura 45 e¢ Tabela 14),
ambos 0os compostos apresentaram bandas de absorcao referentes as transigoes eletronicas de
natureza intra-ligante, com adi¢do de bandas na regido do visivel, compreendida entre 600 e
800 nm, referentes a transi¢des d-d (Cu(Il): d°). Por EPR (Figura 46), foram obtidos espectros
constituidos de 4 linhas, caracteristicos de espécies de Cu(Il) (I=3/2). Estudos de voltametria
ciclica para os compostos (9) e (11) (Figuras 47) apresentam grande similaridade, onde se
observou a presenga de pares redox com Epa (0,16 e¢ 0,13 V) e Epc (-0,72 ¢ -0,7 V),

respectivamente. A Tabela 7 sumariza dados de caracterizagdo para os complexos (9) e (11).

Tabela 13 — Dados de caracterizagao para os complexos (9) e (11).

Complexo/Caracterizacio Rend P.F. v Analise Elementar  Condutividade MM
P § (%) (°C) (cm™) (Teorico/Calc) (uSem’  (g/mol)
X
p ¥ 3690-3100: vOH
N
o 3100-2800: vCH
N, _\\g / Cr.5,2H,0 1714: vC=0 C (5,45/45.15) 95,08 660.60
o 0o 37 128 1600-1450: ve=C H(5,25/4,75) (McOH) ’
o e AU v N (4,24/4,41)
o 1239: vC-O
©) 771: VCHpiridina
B " 3600-3230: vOH
W o 3100-2800: vCH
N/_. WOH Cr.2,4H,0 1705: vC=0 C (49,21/49,08)
u ° 56 119 H (4,76/4,52) 91,22 610,00
N o 1600-1450: vC=C 1074, MeOH
HO — N (4,59/4,42) ( )
1235: vC-O ’
761: VCHpiridina
(11) i

*7Atribuig:€10 conforme Geary (1971). Para metanol: para valores entre 80-120 uS.cm™, os
compostos sdo denominados eletrdlitos 1:1.

Figura 43 — Espectros na regido do infravermelho para os complexos de Cu(Il) (9) e (11) e
dos seus respectivos ligantes, obtidos em KBr.
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1 Figura 44 — Espectros de ESI-(+)-MS para os complexos de Cu(Il) (9) e (11), em acetonitrila.

2  Simulagdes foram realizadas no Soft Database Analysis.
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Tabela 14 — Atribuicdo dos dados de espectroscopia eletronica para os ligantes HL1, HL2 e
seus respectivos complexos de Cu(Il) (9) e (11).

N ‘ 7 Ndﬁo@ Cr.5,2H,0 N o mo H;?;f Q )
/\.;\O Hc’:\Cl ) ) /\O/H\ N7, C‘UQOH QO)ZO CI.2,4H,0
o

Atribuicdo d Ho @
OH
H,L1 ©) H,L2 1)
€
N R & € €
Mam) (@ m(?; fom A (om) (L mol! em™) A (nm) (L mol! em™) A (nm) (L mol! em™)

- 295 21627 298 11514 325 23542 296 11236
- 266 14526 278 16433 - - 317 12542

m-m* - - 267 17901 - - - -
TCML - - 451 3945 - - 450 6753
d-d - - 709 78,55 - - 711 94,57

o b~

© 00 NO

Figura 46 — Espectros de EPR para os compostos de Cu(Il): a) (9) e b) (11) (1 10 mol L),
obtidos em DMSO, a 120 K.
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Figura 47 — Voltamograma ciclico para os complexos de Cu(Il) a) (9) e b) (11), em DMSO,
utilizando eletrodo de platina (trabalho), Ag/AgCl (referéncia) e fio de platina (auxiliar),
empregando-se hexafluorfosfato de tetrabutilaménio como eletrélito de suporte (0,1 mol L.
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5.2.6 Caracterizagdo dos isémeros [Fe>(HL2)Cly] 1,5CH;0H (10) e [Fe>(HL2)Cly]3H20 (12)

Os complexos isoméricos [Feo(H1L2)Cl4]1,5CH30H (10) e [Fex(HiL2)Cl4]3H20 (12)
foram obtidos através da reagdo dos ligantes HoLL1 ou H>L2 com FeCl;.6H,O. Ambos os
complexos metélicos se apresentaram como s6lidos microcristalinos de coloracao azul e, pela
primeira vez neste trabalho, relatamos a obtengdo de compostos binucleares. Anélises de 1V,
CHN e condutividade confirmaram a complexacdo dos ligantes ao centro de Fe(Ill) e
concordam com a formagdo de espécies neutras binucleares de Fe(Ill), indicando que a
estrutura do estado so6lido ¢ mantida em solucdo (Figura 48 e Tabela 15). Os dados de ESI-
(+)-MS (Figuras 49 e 50) mostraram bastante similaridade, onde o composto (12) apresentou
um pico em m/z 979, associado a espécie binuclear [Fe2CsoHsiNsO1o]" com sinais adicionais
em 1031, 1017, 1007 . Os dados de voltametria ciclica (Figuras 51) mostraram similaridade
nos voltamogramas obtidos para ambos os isomeros, com a presenca de dois processos redox,
condizente com a obtencdao de espécies binucleares, os quais estdo em concordancia com
dados reportados na literatura. [223-225]. Além disso, mudancas de geometrias dos
complexos metalicos em solu¢do podem estar relacionadas a presenga de reagdes acopladas,
resultando em processos redox adicionais. A presenca de Fe(IIl) foi confirmada por medidas
de EPR, onde foi observado perfil isotropico caracteristico de espécies de Fe(Ill) (I=1/2)
(Figura 52). Os espectros eletronicos, na regido do UV-Vis, para os compostos (10) e (12)
(Figura 53 e Tabela 16) apresentam absor¢des referentes as transigdes de natureza intra-
ligante e transferéncia de carga ligante metal (TCLM, fenolato = Fe(IIl)) [226]. A auséncia
de bandas d-d no espectro eletronico sugere que os complexos (10) e (12) constituem espécies
de Fe(Ill) alto spin. O carater alto spin dos complexos (10) e (12) foi confirmado pela
espectroscopia Mdssbauer de ’Fe (Figuras 54), onde se observou a presenga de um unico
dubleto, com deslocamentos isoméricos iguais a 0,416 e 0,402 mm/s, respectivamente,
indicando que os centros de Fe(Ill), em ambos os compostos de coordenagdo, sao
equivalentes e possuem ambiente de coordenacdo similares. Os valores de desdobramento
quadrupolar de 1,215 e 0,674 mm/s para os complexos (10) e (12) indicam que o centro de

Fe(IIT) no composto (10) possui maior distor¢ao do que no complexo (12).
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Figura 48 — Espectros na regido do infravermelho para os ligantes H2L1 ¢ H2L2 e seus
respectivos complexos (10) e (12), obtidos em KBr.
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Tabela 15 — Dados de caracteriza¢do para os complexos (1) e (5).
Combplexo/Caracterizaci Rend PF. v Anélise Elementar ~ Condutividade MM
omplexo cterizagao (%) (°O) (cm™) (Teorico/Calc) (uS cm™) (g / mol)
_ = _
NN K P 3600-3150: vOH
S g 3100-2800: vCH
Qo b g ey Te0 CH(Si,;%)TS,;tZ) 25,44 (MeCN 1164,0
/\Fefc. 1600-1450: vC=C N (4’80/4’52) 44 (MeCN) ’
/\(\N I\CI . “, »52)
O TaNS' 1239: vC-O
°© < 757: vCHyiridina
L (10) B
N 3600-3200: vOH
cl N HO 3100-2800:
NN ~° =
" b e o VCHyps C (51,26/51,30)
Q°\ o : 59 155 1704:vC=0 H(444/415) 21,54 (MeCN) 1170
oL 1600-1450: vC-C N (4.78/4,70)
N o 1235: vC-O

751: VCHpiridina

*7Atribuig:§0 conforme Ggary (1971). Para acetrinitrila: valores abaixo de 120 uS.cm™, os

compostos sdo denominados nao-eletrolitos.
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Figura 49 — Espectros de ESI-(+)-MS do complexo de Fe(Ill) (10), em acetonitrila.

Simulagdes foram realizadas no Soft Database Analysis.
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Figura 50 — Espectro de ESI-(+)-MS para o complexo (12), em solucdo de acetonitrila.

Simulacdes foram realizadas no Soft Database Analysis.
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Figura 51 — Voltamograma ciclico para os complexos de Fe(Ill) (10) e (12), em DMSO,

utilizando eletrodo de platina (trabalho), Ag/AgCl (referéncia) e fio de platina (auxiliar),

empregando-se hexafluorfosfato como eletrolito de suporte (0,1 mol L1).
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Figura 52 — Espectros de EPR para os complexos de Fe(IIl): a) (10) e b) (12) (1 107 mol L),
em DMSO, a 120 K.
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Figura 53 — Espectros eletronicos dos complexos de Fe(IIl) a) (10) e b) (12), em DMSO.
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Tabela 16 — Atribui¢do dos dados de espectroscopia eletronica para os ligantes HL1, HL2 e

seus respectivos complexos de Fe(III) (10) e (12).

7 N\ o &
_ o — N
e s et
Atribuigdo _/ oA = OH
\ /" 4 OH
H,L1 (10) H,L2 12)
A ¢ € ¢ €
(nm) (];II:II,?)F A (nm) (L mol! cm™) % (nm) (L m(?;'] em % (nm) (L mol! cm™)
T-1* 295 21627 267 14593 325 23542 291 10249
T-1* 266 14526 279 11283 - - 324 19261
-1 - - 304 7211 - - - -
TCLM - - 580 3844 - - 580 4022

Figura 54 — Espectros Mdssbauer de >’Fe para os complexos (10) e (12), obtidos 25 °C.
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5.3 Atividade leishmanicida dos compostos (1) e (5)

Apos [Co(HL1)Cl2]4,2H,0 1) e
[Co(HL2)(MeOH)CI]|Cl104.2H>0

antiproliferativa e mecanistica frente a forma promastigota da L. amazonensis [99]. A

triagem, 0s compostos

(5) foram selecionados para avaliacio de atividade

atividade antiproliferativa ¢ dose dependente (Figura 55), sendo potencializada com o
aumento da concentracdo dos complexos metalicos. Os valores de Clso para o complexo (1) e

(5) estao apresentados na Tabela 17.
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Figura 55 — Efeito antiproliferativo de A) (1), e B) (5), em formas promastigotas de L.

amazonensis com tempos de tratamentos de 24, 48, 72 e 96 h (somente para o complexo (1)) .
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Tabela 17- Valores de Clso para o tratamento de formas promastigota de Leishmania

amazonensis com os compostos de coordenagdo de Co(II) (1) e (5) em 24, 48 e 72 horas.

CIs0 pmol L1

Composto/Tempo 24 h 48 h 72 h
(1) 4,90 2,50 3,80
Q) 2,90 4,20 2,00

Apesar de bons efeitos antiproliferativos para ambos os complexos metalicos, o
complexo (5) apresentou alta toxicidade em relacdo a célula hospedeira (LLC-MK2), com
reducdo de 65% da viabilidade celular mesmo em baixas concentragdes como 10 pmol L
(Figura 56a). Em contrapartida, o composto (1) apresentou baixa citotoxicidade, mantendo a
viabilidade celular em altos niveis em concentragdes de até 500 pumol L (Figura 56b). Tal

efeito pode estar associado a diversos fatores tais como dependéncia da isomeria dos ligantes,
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ou ainda pela presenca de metanol na estrutura do complexo (5). Devido a alta citotoxicidade

do complexo (5), estudos bioldgicos futuros prosseguiram apenas para o complexo (1).

Figura 56 — Efeitos citotoxicos dos complexos a) (1) € b) (5) em células LLC-MK2 pelo
método MTT. Absorbancia de cristais de formazan de células vidveis LLC-MK2 tratadas com
diferentes concentracdes dos complexos. Controle negativo: células cultivadas em DMEM
com soro fetal bovino (SFB), sem tratamento com os complexos. Controle positivo: células

cultivadas em DMEM com SFB, sem os complexos, contendo Triton-X (10%).
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O efeito do complexo (1) na atividade mitocondrial dos parasitas foi investigado pela
avaliacdo do potencial de membrana, empregando-se JC1 (iodeto de 5,5’,6,6 -tetracloro-
1,1°,3,3’-tetrametilbenimidazolilcarbocianina) (Figura 57), um corante cationico membrana-
permeante amplamente utilizado para monitorar o potencial de membrana mitocondrial [227].
Verificou-se que o tratamento dos parasitas com o composto (1) promoveu o aumento de sete
vezes na porcentagem de eventos no grafico de pontos desenhado na regido de fluorescéncia
vermelha superior (FL2), indicando a indu¢do da hiperpolarizacdo da mitocondria (aumento

do potencial de membrana), sugerindo morte por apoptose [228].
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Figura 57 — Efeito do complexo (1) no potencial de membrana mitocondrial de formas
promastigotas de Leishmania amazonensis. Parasitas foram nao tratados (controle) ou tratados
com o complexo (1) por 96h. A porcentagem de eventos foi calculada nos quadrantes e

destacada em vermelho nos quadrantes SSC FSC.
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Para entender a forma de atuacdo do complexo (1) no parasita, a ultraestrutura das
células apos tratamento foi estudada por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)
(Figura 58). Os parasitas ndo tratados (Figuras 58A-B) apresentam morfologias tipicas para
nucleo, mitocondria e cinetoplasto [229]. O cinetoplasto ¢ uma organela autorreplicavel
presente em protozoarios da ordem Kinetoplastida, consistente em uma vasta rede
macrociclica de DNA, préximo da unica mitocondria do protozodrio, cuja fungdo estd
relacionada a edicdo do RNA [230]. Apds o tratamento, observou-se que a morfologia do
cinetoplasto foi alterada, além do aumento do tamanho da mitocondria (Figuras 58B-C),
corroborado pelo aumento do potencial de membrana observado neste estudo. Estes
resultados demonstram que o composto de coordenacdo (1) possui a capacidade de alterar a
estrutura e funcdo da mitocondria. E descrito a associa¢do da disfuncdo mitocondrial a uma
atuacdo pro-oxidante de compostos com acdo leishmanicida, sugerindo um mecanismo de
acdo pré-oxidante para o complexo (1) [100]. Visbal e colaboradores (2023) relataram a
contribuicdo do estresse oxidativo promovido pelo complexo [ZnClx(H3)2], (H3 = 22-
hidrazona-imidazol-2-il-col-5-en-3B3-o0l), onde a atividade pré-oxidante teve influéncia na
disfuncdo mitocondrial e alteragdo de organelas como o reticulo endoplasmatico em células
de parasitas tratados [15]. Estudos de interagdao dos compostos (1) e (5) com EROs indicaram
baixa atividade antioxidante frente ao O™ e a inatividade frente ao H>O> e ‘OH, o que pode
estar associado ao mecanismo de ac¢do observado. Também se observou alteracdo nas
organelas dos parasitas (Figura 58E), com a presen¢a de vactolos autofagicos (Figura 58F),
cromatina concentrada em volta do nucleo (Figuras 58G-H) e cromatina degenerada (Figura
191), sendo estas caracteristicas tipicas de morte celular promovida por apoptose, conforme
observado em estudos similares para diferentes complexos metalicos [23,25, 231]. Relatos da
literatura tém associado alteragdes nessas organelas a inativagdo de enzimas envolvidas na
biossintese do ergosterol, lipideos constituintes da membrana, ou gp63, metalopeptidase com

fungdes bem estabelecidas na interagdo do parasita com o hospedeiro mamifero [232-234].
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Figura 58 — Microscopia Eletronica de Transmissao de formas promastigotas da Leishmania
amazonensis tratadas ou ndo com o complexo (1). A e B) Parasitas controle sem o tratamento
com o complexo (1), indicando morfologia normal para cinetoplasto (seta) e nucleo (*). C-I)
Parasitas tratados por 72 h apresentaram estrutura do cinetoplasto alterada (C e D, seta), com
claro inchaco da mitocondria (*), degradag¢ao do corpo celular (E), vaciolos na membrana
plasmatica (F, pontas de flechas) e estrutura do nucleo alterada, com cromatina concentrada

em torno do nticleo (G, H — pontas de flechas) e cromatina degenerada (I).
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Visando propor uma interagdo entre o complexo (1) e o parasita, realizaram-se
simulacdes de docking molecular entre a proteina tirosina fosfatase, secretada por L. major
(LmPRL-1, PDB 3S40), e o composto (1). A LmPRL-1 ¢ uma hidrolase, expressa por
promastigotas pela rota dos exossomos e que possui importante fun¢do de proliferacao,
diferenciagdo e motilidade dos parasitas [235]. A conformacdo mais favoravel ¢ apresentada
na Figura 59, em que o complexo (1) pode estar presente em uma cavidade hidrofébica, perto
do sitio ativo da enzima. Os anéis piridinicos e cumarinico do complexo (1) podem interagir
com esta proteina por meio de interagdes hidrofobicas via forcas de Van der Waals (distancia
entre 2,9 ¢ 3,4 A) com os residuos THR58, MSES5 ¢ ASN6. Além disso, uma interacao de
hidrogénio plausivel (3,164 A) pode ser observada entre o grupo cumarinico ¢ atomos de
oxigénio ou grupos aminicos do residuo SER32. A inibi¢do da tirosina fosfatase tem sido
objeto de diversos estudos e esta associado a uma série de disfungdes metabodlicas no parasita,

reultando no impedimento da diferenciacgdo e proliferagdo do parasita [236-238].

Figura 59 — Proposta de docking molecular da interacdo entre o complexo (1) e a proteina
LmPRL-1 (PDB: 3S40), considerando a representacdo de superficie da enzima (superior,
esquerda). A regido de zoom apresenta a proximidade do sitio ativo (circulo tracejado) e a
regido de docking, onde (1) ¢ apresentado (superior, direita). Representagdo em desenho da
enzima, onde o sitio ativo e interacdes entre o complexo (1) e a proteina LmPRL-1 sdo
mostrados (inferior). Cor dos atomos: carbono, cinza; oxigénio, vermelho; nitrogénio, azul;
cloro, verde; enxofre, amarelo; e cobalto, rosa. Interagdes de Van der Waals e de hidrogénio

sdo representadas por linhas tracejadas de cor amarelo.
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5.4 Atividade Mimética a Superoxido Dismutase (SOD)

Apos triagem, realizada por EPR a partir da interagao dos compostos (1)-(12) com o
0,", observamos que a atividade mimética a metaloenzima SOD ¢ dependente da natureza do
metal, sendo os melhores resultados obtidos para os compostos de Fe(IIl). Assim, os
compostos de coordenagao (3), (7), (10), e (12) foram selecionados para avaliacdo da
atividade mimética a SOD, que foi realizada utilizando-se técnicas espectroscopicas, como
Espectroscopia Eletronica na regido do UV-vis e EPR, além da investigagdo da atividade
protetora destes compostos in vitro, em células da linhagem THP-1, contra o estresse induzido

por Ditranol.

5.4.1 Atividade Mimética a SOD investigada por EPR

A avaliacao da atividade mimética a SOD por EPR, baseou-se em interagdes entre os
complexos de Fe(III) e superoxido, empregando-se o KO> como fonte de O2™ [239]. Todos os
complexos de Fe(Ill) obtidos possuem espectros de EPR semelhantes, onde a isotropia ¢
justificada pela presenca de centros de Fe(IIl) (I=1/2) em ambiente de coordenagdo octaédrico
[241], enquanto o O2™ possui espectro anisotropico (Figura 60) [20].

Para interagdo dos compostos de Fe(Ill) com o anion radical superoxido (Figuras 60 e
28), solucdes de concentracdes apropriadas de complexos metalicos e KO> foram misturadas,
deixadas reagir por 1 min, congeladas e seus espectros foram obtidos, conforme descrito por
Menezes e colaboradores (2023) [22]. A atividade mimética a SOD foi confirmada pela
supressdo do sinal do anion radical superdxido, onde para os complexos (3), (7), (10), e (12)
obteve-se proporcoes de RSA (do inglés, Radical Scavenging Activity) correspondentes a 4:1;
1:1,5; 1:3; e 1:9 (complexo : KO»), respectivamente, sendo ranqueados na ordem de atividade:
(12) > (10) > (7) > (3). Estes resultados demonstram que a atividade mimética a SOD ¢
modulada pela natureza do ligante, j4 que os complexos metalicos que possuem 0s grupos
HBPA, na estrutura do ligante, tiveram maior razao de RSA. Curiosamente, os complexos de
Fe(III) binucleares (10) e (12) apresentaram maior atividade mimética a SOD, sugerindo que
uma maior disponibilidade de sitios redox (centros de Fe) também promove a potencializacao
da atividade antioxidante, conforme observado em estudos para compostos de Mn [241].
Mapeando o sinal do metal, ¢ possivel observar a redug¢do da intensidade do sinal associado
ao Fe(Ill), apos adicdo do superoxido, indicando uma mudanca na natureza redox do metal.
Além disso, intermediarios de reacdo foram observados para a interacdo do composto (12)

com o anion radical superoxido, nas propor¢des de 1:1 e 1:2, sugerindo a formagdo de
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espécies de valéncia-mista de Fe™-O-Fe!, em concordincia com estudos previamente

relatados na literatura [22, 242].

Figura 60 — Interagao entre o 02" ¢ o complexo (12), monitorado por EPR, ap6s 1 min de

reacdo, em DMSO, a 120 K. Diferentes razdes de complexo:0>" foram empregadas.
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Os dados obtidos nas andlises de EPR nos motivaram a investiga¢do da atividade
mimética a SOD dos complexos de Fe(Ill) empregando a técnica de Espectroscopia
Eletronica na regido do UV-vis bem como ensaios in vitro frente as células THP-1. Esta

abordagem visa obter maior entendimento da atividade de SOD exibidas por estes compostos,
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e se de fato ha manutencdo da atividade frente ao anion radical superdxido, previamente

observada in vitro (via EPR), empregando-se células da linhagem THP-1 (Item 5.4.3).
5.4.2 Atividade Mimética a SOD por Espectroscopia Eletronica na regido do UV-vis

Com o objetivo de identificar intermediarios, a reagdo de dismutagdao do anion radical
superoxido pelos compostos de coordenacdo de Fe(Ill) foi investigada por Espectroscopia
Eletronica, na regido do UV-vis, empregando-se a razao de 1:10 (complexo: O>™) (Figuras 61,
3S) [22]. A Figura 21 apresenta os espectros eletronicos obtidos para a interacdo entre o
composto (12) e o anion radical superdxido. O composto (12) apresenta uma banda de
absor¢do em 550 nm, associada a transferéncia de carga ligante metal (TCLM,
fenolato—Fe(III), € = 2321 L mol! cm™) [243]. Apos a adi¢do do superdxido, observou-se
imediata supressao desta banda, que pode estar associada a reducdo de Fe(Ill) a Fe(Il),
tornando esta transi¢do mais proibida, ou a protonacao dos grupos fendlicos. Ibrahim (2021)
relatou que a atividade de dismutagdo do anion radical superdxido ocorre em etapas, onde
inicialmente ha a coordena¢do do superdxido ao centro metélico, seguido de um processo de
redu¢do do centro metalico, para entdo ocorrer liberacio de O [244-245].
Concomitantemente, hd o surgimento de uma banda de absor¢do em 405 nm, sugerindo a
formacgdo de espécies intermedidrias detectaveis, formadas por reagdes subsequentes do anion
radical superdxido, podendo envolver a formacdo de H»O., de espécies intermediarias
centradas no Fe e/ou protonagdo de grupos fendlicos, presente na estrutura do ligante HoL.2. A
banda TCLM em 550 nm, atribuida a (fenolato—Fe(IIl)), estd ausente mesmo a 48 h apos a
reagdo entre o composto (12) e o anion radical supréxido. Um comportamento semelhante foi
observado para o complexo (11), sugerindo que o grupo fenol, presente nos compostos (11) e
(12) possui grande influéncia na atividade mimética SOD, o que pode estar associado a
potencializacdo da atividade em relagdo aos complexos metalicos que ndo possuem o grupo
fenodlico, conforme observado nos estudos de EPR.

A formacdo de espécies intermedidrias indica a influéncia do ligante e metal na
atividade mimética a SOD. A presenca de intermediarios centrados no metal € corroborada
pelo surgimento de banda de absor¢ao em 400 nm para a reagao do sal metalico (FeCl3.6H>O)
com o anion radical superdxido (Figura 3), que provavelmente estd associada a formagao de
intermedidrios de alta valéncia, tais como FeV=0 [246]. A reagdo dos ligantes com O>"
também promove o surgimento de absor¢ao em 368 nm (Figura 3S), e assim a atividade

antioxidante mimética a SOD pode ser resultante de um efeito sinérgico com contribui¢des
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significativas de um mecanismo de transferéncia de hidrogénio (HT), atribuido ao ligante, e

mecanismo redox, atribuido ao metal.

Figura 61 — Espectros eletronicos provenientes da interagdo entre solugdo de KOz e o
complexo (12). O espectro em verde ¢ correspondente ao espectro de absor¢ao do composto
(12). A reacdo foi realizagdo na razdo 1:10 (complexo:superdxido) e os espectros resultantes
foram obtidos em intervalos de tempo de 10s.
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5.4.3 Efeito protetor in vitro dos compostos de Fe(lll) em células THP-1 submetidas ao

estresse oxidativo induzido por Ditranol

A avaliacdo dos dados obtidos pelas técnicas espectroscopicas motivou a investigacao
da atividade mimética a SOD em modelos mais complexos. Dessa forma, a atividade
protetora dos compostos de coordenagdo de Fe(Ill) foi investigada em modelo celular in vitro,
empregando-se c¢lulas THP-1, submetidas ao estresse oxidativo induzido por ditranol. O
ditranol ¢ um farmaco altamente eficiente no tratamento de psoriase, cujo mecanismo de agdo
envolve a formacgao de radicais livres tais como o anion radical superdxido [247].

Todos os complexos de Fe presentes neste trabalho apresentaram baixa citotoxicidade
(Figura 62), mantendo a viabilidade celular em altos niveis até 100 pmol L e tiveram sua
atividade antioxidante avaliada através do pré-tratamento de células THP-1 com compostos de
coordenacio de Fe(IIl) (10 mmol L) submetidas ao posterior estresse induzido por ditranol

(50 umol L), pelo método do NBT [248]. Os compostos FeBMPA [22] e FeHP [22]
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FeHBPA [249], FeH,BPCINOL [251] e [Mn(salen)Cl] [205] foram usados neste estudo com

fins comparativos, j& que muitos deles atuam frente ao anion radical superoxido in vitro.

Figura 62 —Avaliacdo da viabilidade celular dos compostos de coordenag¢do de Fe(IIl), na
faixa de1-100 vM, frente a células THP-1, através do ensaio de MTT. As barras representas a

média de sobrevida das células em experimentos independentes + erro padrao da media (n=4).
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A Figura 63 apresenta os dados de inibi¢cdo do estresse induzido por ditranol, em que
os compostos de coordenagdo de Fe(Ill), com exce¢do do composto (7), apresentaram
atividade antioxidante significativa. Os compostos (3), (10) e (12) reduziram em 70,71; 79,52
e 26,71% as espécies reativas, respectivamente, enquanto o composto (7) atuou como pro-
oxidante. Os complexos (3) e (10) apresentaram atividades protetoras semelhantes aos
compostos de Fe(Ill) que j& tem sua atividade estudada pelo grupo [22]. O composto
[Mn(Salen)Cl], um estabelecido SOD mimético [205-207], apresentou atuacdo moderada,
inibindo a formagdo de espécies reativas em 50%, valor inferior aos apresentados pelos

compostos (3) e (10).
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Figura 63 — Inibicao de espécies reativas (%) em células THP-1, promovidas pelos compostos
de coordenagio de Fe(III) (10 umol L), utilizando ditranol (DTN, 50 pmol L™!) como agente
estressor, pelo método do NBT.
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Para investigar o modo agao dos compostos de Fe, os complexos metalicos, FeHBPA,
FeH>BPCINOL e o composto (10) tiveram a atividade protetora frente ao estresse induzido
por ditranol investigada por EPR, utilizando TEMPO (6xido de 2,2,6,6-tetrametil-piperidina),
um spin trap bastante utilizado na identificagdo de EROs [252]. A deteccdo de espécies
reativas para as células THP-1, esta associada a produg¢do de EROs para manutengdo das suas
atividades vitais. A indugdo do estresse pelo ditranol foi confirmada pelo aumento da
intensidade do sinal do aduto TEMPO-EROs, indicando a geragdo de EROs [247]. O pré-
tratamento das células indicou a atividade antioxidante dos compostos de Fe, confirmada pela
reducao da intensidade do sinal do aduto TEMPO-EROs, resultando em diminui¢ao da
quantidade de EROs e consequente protecao celular, corroborando com os dados obtidos pelo
método do NBT (Figura 64). A utilizagdo do TEMPO com spin trap permite a observagao de
diferentes dindmicas, estruturas hiperfinas e anisotropia espectral em sistemas celulares,
possibilitando a identificacdo da regido celular de formagdao do aduto TEMPO-EROs [252]. O
perfil espectral do aduto TEMPO-EROs obtido neste trabalho sugere que a atuacao
antioxidante ocorre no citosol, conforme proposto por Dobosz e colaboradores (2022) [253].
Assim, confirma-se que a atividade antioxidante exibida pelo complexo (10), investigada pelo

método do NBT, ¢ mantida no estudo empregando-se células THP-1, pela técnica de EPR.
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Figura 64 — Inibicdo de espécies reativas em células THP-1, promovidas pelos compostos de
coordenagiio FeHBPA, FeH,BPCINOL e (10) (10 umol L), utilizando ditranol (50 umol L)

como agente estressor, investigadas por EPR a 240 K, utilizando TEMPO como spin trap.
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5.5 Atividade mimética a metaloenzima Catalase (CAT)

Apos triagem, os compostos de coordenacdo de Mn(Il) foram selecionados para
estudos de atividade mimética a metaloenzima catalase. Foram realizados estudos cinéticos
(Figuras 65 e 5S), relativos a determinag@o do volume de Oz produzido (volumetria) na reagdo
de desproporcionamento do H>O, catalisada pelos complexos (4) e (8). Estudos comparativos
foram realizados com o [Mn(HPCINOL)CIl;] (MnHP), antioxidante amplamente estudado
pelo grupo [22, 211-212], e com o [Mn(salen)CI] [205], complexo de referéncia.

A determinacdo dos parametros cinéticos foi realizada através do método das
velocidades iniciais, empregando-se o modelo de pseudo-ordem. A influéncia do catalisador e
substrato na velocidade da reagdo, foi avaliada variando-se a concentracao do catalisador,
mantendo-se a concentracdo de H»O; fixa, e na sequéncia, variando-se a concentracao de

H>0,, mantendo-se a concentracdo do catalisador fixa (Figura 24) [210].
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Fig 65 — Determina¢des volumétricas, na reacdo entre: A) H,O> (233 mmol L) e
[Mn(HL1)Cl,] (4) em diferentes concentra¢des (0,75; 1,00; 1,50; 2,00; 2,50 mmol L!); B)
Dependéncia linear do log de Viniciais VS 10g []catalisador, €mpregando-se as condi¢des informadas
no item a); C) Composto (4) (1 mmol L) e H2O2 em diferentes concentragdes (0,093; 0,139;
0,186; 0,233 e 0,279 mol L'); D) Dependéncia linear do log de Viniciais Vs 10g []catalisador,
empregando-se as condi¢cdes informadas no item C). As reagdes foram conduzidas

empregando-se 5,0 mL de tampao PBS (0,1 mol L!; pH 7.4), T =298 K.

50
4144 b)
454 a) . /
" -
40+ = 41,6 /
: ]

35 18 /’
E - L B %
g 3,0 -I".. /'/
s n >° 2,04 /’
> 25 oun® 2
s ant® ) 22 >
g 20 =[], mol L 224 .
73 15 = 7510% ve /
Ll = 1,010° ’ P

10 1,510° sel "

05 -‘f = 2,010° '

3 T T T T T T T
00 et = 2510 33 32 3,1 3,0 2,9 28 27
X T T T T T
0 100 200 300 400 500 log [complex(2)],

us c) [H,0,lmolL" e 184 d)
= 0279 _— 49l
404 = 0233 " ’
0,186 2,04
35+ = 0139 Lo : .

0,093

" 2,1

3
=)

-2,24

N
o
log v,

N
C)

o u
I 1 !

-2,3

Evolugo de O, (cm®)

m
gmnm®®” 24
Ll

amn =" - -2,5 4

=3
o

o <
°
f 1

-2,6 T T T T T
-1,1 -1,0 -0,9 -0.8 -0,7 -0,6 -0,5

Log [H,0,],

Qualitativamente, a adigdo de H>O> as solugdes dos complexos de Mn induziu
mudanga de colorag@o de incolor para amarelo, e s6 entdo foi verificada a evolugdo de O,. Tal

M podendo ainda estar associada a alguma alteragio

mudancga de cor sugere a oxidacdo a Mn
estrutural, com a formagdo de uma espécie ativa distinta do complexo original. A
determinagdo das leis de velocidade resultou na obtencdo de ordens de reacdo fracionarias,
para o substrato e para o catalisador, sendo isto associado a formacdo de intermedidrios
durante a reagdo de desproporcionamento do H>O:, conforme previamente relatado pelo nosso
grupo, para o composto [Mn(HPCINOL)(NOs)2] [210]. Em relagdo as velocidades iniciais,
obteve-se a ordem: [Mn(HPCINOL)CI,] > (8) > (4) > [Mn(salen)Cl] (Tabela 18), enquanto

que em relacdo a eficiéncia, obtida pelo volume de O; produzido, a ordem de atividade foi

[Mn(HPCINOL)CI2] = (8) > (4) > [Mn(salen)CI]. Assim, observou-se que a inser¢cdo da
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cumarina para forma¢ao dos complexos (4) ¢ (8) ndo apresentou significativas melhorias na
interagdo direta com H>O», em relagdo ao complexo [Mn(HPCINOL)CIz]. O composto (8)
produziu o mesmo volume de O: que o composto de referéncia MnHP, motivando a
investigacdo mecanistica dessa reacdo € a comparacdo com O mecanismo proposto para o

composto MnHP, feito em 2009, pelo nosso grupo [210].

Tabela 18- Parametros da atividade mimética a catalase, obtidos para os compostos

[Mn(HL1)CL] (4), [Mn(HL2)C1,].0,7CH;OH (8), MnHP e [Mn(salen)Cl].

c Lei de velocidad Velocidade Inicial Evolugéo de O;
omposto ei de velocidade
(mmol de O, s1)? (cm®)®
MnHP kops[complexo (1)]"%[H205]2 0,838 2.85
“) kobs[complexo (2)]14[H20,]4 0,438 1,10
8) Kobs[complexo (3)]%3°[H20,] 172 0,634 2,85
[Mn(salen)Cl] kobsIMn(salen)Cl1]"?'[H20,] ! 0,205 0,30

“Velocidade inicial medida nas condig¢des: [H202] = 233 mmol L'!; [complexo de Mn] = 1
mmol L',

®Volume de O (cm?) produzido nas condi¢des de: [H202] = 233 mmol L!; [complexo de Mn]
=1 mmol L', medido 150 s apés a adi¢do de H>O..

Com base nos dados cinéticos, estudos mecanisticos da reagcdo de
desproporcionamento de H»>O» foram realizados empregando-se medidas de pH, técnicas
espectroscopicas, como espectroscopia eletronica na regido do UV-vis e EPR, e
espectrométricas como ESI-(+)-MS. Por EPR, utilizando DMPO como spin trap,
evidenciamos o envolvimento do radical hidroxil (aN= 14,9 G, aH= 14,9 G) durante a reagao
de decomposicao de H>O, (Figura 66), sugerindo cisao homolitica. A quebra homolitica da
molécula de H»O, catalisada por complexos metalicos ¢ descrita na literatura. Chen e
colaboradores (2018) estudaram a rea¢do de desproporcionamento de H>O» por complexos de
Fe e evidenciaram a formagdo de espécies de Fe(IV)=0, a partir da cisdo homolitica da

ligacao O-O de espécies Fe(IlI)-OOH intermediarias, gerando o radical hidroxil [254].
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Figura 66 — Espectros de EPR (banda-X) para interagdes entre H>O2 279 mmol L' e solugdo

tamponada (1 mmol L', pH 7,4) dos compostos de coordenagdo de Mn(II) a) (4) e b) (8),

usando DMPO como spin trap, a temperatura ambiente.
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A oxidagdo do centro de Mn(Il) foi evidenciada por Espectroscopia Eletronica na

regido do UV-vis (Figura 67). A interagdo dos compostos de Mn(II) com H>O» resultou no

surgimento de uma banda de absor¢do de baixa absortividade molar, que ¢ comumente

associada a presenca de espécies de Mn!'V=0 [28, 256-257]. Medidas de ESI-(+)-MS para a

interagdo do composto (4) com H>O, mostraram a presenca de um unico sinal de m/z 525,

associado a presenga de espécies mononucleares [Mn(HL1)(OH2)CI]" (Figura 68), indicando

a coordenagdo de agua ao centro de Mn durante a atividade mimética a catalase.
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Figura 67 — Espectros eletronicos dos compostos de coordenagio de Mn(Il) a) (4) (7,5 1072
mol L) eb) (8) (7,5 10 mol L), apos adigdo de HxO2 (10 pL, 11 mol L), a 298 K.
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Figura 68 — a) Espectro de ESI-(+)-MS para a reagdo entre o complexo de Mn(II) (4) e H2O»,
em H>O:MeOH, a 25 °C: antes da adicdo de H>O; (linha vermelha) e apos adi¢ao de H2O>
(linha azul). b) Simulag¢do de perfil isotdpico experimental (verde) e tedrico (cinza) para a
espécie de m/z 525, [Mn(I)(HL1)(OH,)CI]".
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Medidas de pH durante a decomposicdo do H2O2 mostraram que esta reagdo ocorre em
etapas (Figura 69). Inicialmente, ha uma queda brusca no valor de pH, indicando que prétons
estdo sendo liberados durante a atividade mimética a CAT, que pode estar relacionado a
ativacdo do H»>O», na presenca do centro de Mn, para coordenacao do anion hidroperoxido ao
centro metalico [255]. Numa segunda etapa, observou-se o aumento no valor de pH,

indicando que prétons sdo consumidos para formagdo de espécies protonadas, como a
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coordenacdo de dgua ao centro de Mn (observado por ESI-(+)-MS). Numa terceira etapa, um

novo decaimento nos valores de pH sugere a coordenagcdo de um peréxido adicional, a partir
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da formagao do ion hidroperoxido, conforme observado por Lessa (2009) [210].

Figura 69 — Variagao de pH durante a reacdo de desproporcionamento de H>O» em diferentes
concentragdes, promovida pelos complexos de Mn(Il): a) (4) (1 mmol L") e b) (8) (1 mmol L°
1, em solugdo aquosa, a 25 °C.
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Assim, o mecanismo proposto (Figura 70) considerou a formagdo de intermediarios

observados experimentalmente, incluindo a formagdo de espécies [Mn(HLI1)(OH2)CI]*

(detectado por ESI-(+)-MS), formagao do radical hidroxil (detectado por EPR), mudanca de

estado de oxidagdo do centro de Mn (observado por espectroscopia eletronica na regido do

UV-vis), evolucao de oxigénio (medido por volumetria), bem como o monitoramento do pH.
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Figura 70- Proposta mecanistica para atividade mimética a CAT promovida pelos complexos

de Mn(II), baseado em estudos de pH, EPR, UV-vis, ESI-(+)-MS e evolugdo de O».

O mecanismo apresentado neste trabalho diverge de propostas mecanisticas ja
relatadas previamente pelo nosso grupo. Lessa e colaboradores (2009) propuseram que a
decomposi¢cdo do H>O» pelo composto [Mn(HPCINOL)(NOs3)2], em TRIS-HCI, envolve a
participacdo de espécies binucleares do tipo [Mn""Mn"Y(u-O)2(PCINOL),]" [210]. No presente
trabalho, os estudos cinéticos foram realizados em PBS e nao observamos o envolvimento de
espécies binucleares durante a decomposi¢do do H20:. Além disso, pela primeira vez no
grupo, relatamos o envolvimento de radicais livres durante a atividade mimética a CAT. Para
confirmar a influéncia dos componentes do tampao no mecanismo, o desproporcionamento de
H>0, promovido pelo complexo (4) foi investigado por EPR (Figura 71), empregando-se
TRIS-TRIS/HCI e foi observada a obtencdo de um sinal espectral constituido de 16 linhas,
tipico de espécies binucleares de alta valéncia, Mn""Mn!V, conforme relatado por Lessa e
colaboradores [210]. Isso indica que o meio tem importancia significativa no mecanismo de

acdo dos compostos de Mn(Il) e pode modular a atividade mimética frente ao H2O».
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Figura 71 — Espectros de EPR para reacdo de desproporcionamento de H>O, (233 mmol L)
pelo complexo (4) (1 mmol L), empregando-se PBS (0,1 mol L', pH 7,4, vermelho) e TRIS-
TRIS/HCI (0,1 mol L', pH 7.4, azul) como meio tamponante, obtidos a 120 K.
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5.5.1 Efeito protetor dos compostos de Mn(ll) na inibi¢do da peroxidagdo lipidica

empregando-se homogenato de figado de camundongo (estudo ex-vivo)

Os resultados dos estudos cinéticos e mecanisticos nos motivaram a investigar a
atividade antioxidante dos complexos de Mn(Il) frente ao estresse induzido por H>O> em
modelos bioldgicos mais complexos. Assim, o homogenato de figado de camundongo foi
escolhido como modelo de avalia¢dao do efeito protetor frente a peroxidagao lipidica induzida
por peroxido de hidrogénio, ja que consiste em um tecido sensivel aos efeitos do estresse
oxidativo e responde pelo aumento dos niveis do biomarcador malondialdeido (MDA),
determinado por analises de fluorescéncia, empregando o método TBARS (espécies reativas
ao acido tiobarbitarico) [22]. Assim, o homogenato foi pré-tratado com os ligantes,
complexos (4) e (8), e os complexos de referéncia [Mn(HPCINOL)Cl;] [22] e [Mn(salen)Cl]
[205]. O efeito protetor dos compostos de coordenagdo e seus respectivos ligantes frente a
peroxidacao lipidica induzida por H,O; foi avaliado. O homogenato nao tratado (basal) e o
homogenato submetido ao estresse com H>O» foram usados como controles.

A Figura 72 apresenta a intensidade de fluorescéncia dos niveis de MDA para os
controles e pré-tratamentos com os compostos de Mn(II) ou ligantes, empregando-se a
concentragdo de 10 umol L', A peroxidagdo lipidica induzida por H>O: foi confirmada pelo
aumento da intensidade de fluorescéncia, resultando no aumento dos niveis de TBARS no

homegenato. O pré-tratamento do homogenato com os ligantes mostrou comportamento
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distintos: o ligante HPCINOL atuou como pro-oxidante, HLL1 atuou como antioxidante ¢ HL.2
ndo apresentou efeito significativo como protetor da peroxidagdo lipidica. Esses resultados
sugerem que a incorporagdao da cumarina na estrutura do ligante HPCINOL, resultando nos
ligantes HL1 e HL2, traz efeitos positivos na atividade antioxidante, especialmente para o
ligante HL1, que pode estar associado a isomeria. Isto ¢ esperado, j4 que cumarinas sdo
moléculas naturais com propriedades antioxidantes amplamente relatadas [33-34]. Os
complexos [Mn(HPCINOL)CI], (4) e (8) inibiram a peroxidacgdo lipidica com redugdo dos
seus niveis aos niveis basais, indicando que a inser¢ao do Mn(II) promoveu a potencializagao
da atividade antioxidante dos ligantes. Esse comportamento esta associado a incorporagdo do
mecanismo redox na atividade catalitica, j& que a decomposi¢do do H>O> por complexos

metalicos ¢ amplamente relatada e investigada [209, 257].

Figura 72- Graficos das concentragdes de MDA medido em homogenato de figado de
camundongos adultos, pré-tratados com os ligantes (HPCINOL, HL1 e HL2) e complexos de
Mn(II) (MnHP, (4) e (8)) (10 umol L) e expostos ao estresse induzido por H,O», pelo

método TBARS. A intensidade da fluorescéncia é proporcional a concentragdo de MDA.
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Apesar dos estudos cinéticos nao indicarem melhoria da atividade mimética a CAT
para os compostos (4) e (8), em relacdo ao MnHP, os dados de protecdo do homegenato ex
vivo sugerem que a insercdo de grupos cumarinicos na estrutura de complexos de Mn(Il) ¢

positiva. A insercdo destes grupos pode promover agdo por vias secundarias, ja que o
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homogenato ¢ um sistema mais complexo que o estudo da interacdo direta com o H>O», nos
quais pode envolver a expressdo enzimas antioxidantes ou efeito sinérgico [259].

Estudos posteriores foram realizados para determinagdo da faixa de concentragdo em
que os compostos atuam na prote¢do contra a peroxidacao lipidica induzida por H2Os. A
Figura 73 apresenta a intensidade de fluorescéncia dos niveis de MDA para o basal (sem
tratamento), estresse induzido por H>O» e pré-tratamento com solugdes dos complexos de
Mn(II) (10 umol L' 10 nmol L, 10 pmol L) bem como com o composto de referéncia
[Mn(salen)Cl]. Observou-se que com o decréscimo na concentragdo dos complexos metélicos
houve manutengdo na redugdo dos niveis de MDA, indicando que os compostos de Mn(II)
relatados neste trabalho inibem a peroxidagdo lipidica mesmo em baixas concentragdes, na
ordem de 102 mol L', ja que os valores de fluorescéncia obtidos foram proximos do basal.
Assim, pode-se afirmar que esses compostos atuam como antioxidantes, uma vez que
antioxidantes sao definidos como substancias que, quando presente em baixas concentragdes
comparadas a um substrato oxidavel, retardam ou previnem a oxidacao desse substrato [260].
Efeito similar foi observado por Menezes e colaboradores (2023), o qual relatou que a
potencializacdo da atividade antioxidante com a diminui¢do na concentracdo dos complexos
metalicos, empregados na redugdo ao estresse induzido pelo radical hidroxil, empregando-se
homogenato de figado [22]. Além disso, os complexos MnHP, (4) e (8) exibiram melhor
atividade antioxidante que o [Mn(salen)Cl] (complexo de referéncia), indicando baixa
atividade mimética a catalase para o complexo padrdo. Este resultado ¢ esperado, ja que a

baixa atividade mimética a CAT do [Mn(salen)Cl] € relatada na literatura. [205].

Figura 73 — Gréafico dos niveis de MDA, empregando-se homogenato de figado de
camundongos, pré-tratado com os complexos MnHP, (4), (8) e [Mn(salen)Cl1] (10 pumol L,

10 nmol L' e 10 pmol L!) e expostos ao estresse induzido pela adi¢io de H>0x.
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5.5.2 Atividade dos compostos de Mn(Il) frente ao radical hidroxil

A liberagao do radical hidroxil durante a atividade mimética a catalase nos motivou a
investigar a atividade antioxidante dos compostos de Mn(II) frente a este radical, pois o
radical hidroxil constitui uma espécie reativa de oxigénio bastante nociva ao corpo humano, ja
que ndo possuimos sistema de defesa antioxidante frente a esta espécie reativa [260-261].
Dessa forma, inicialmente foi investigada a interagao entre os compostos de Mn(II) e o radical

hidroxil por EPR, empregando DMPO como spin trap (Figura 74).

Figura 74 — Espectros de EPR do aduto DMPO-OH (linha vermelha) e titulagdo com
diferentes concentragdes dos complexos de Mn(Il) (4) (25,0; 37,5; 50,0 e 100,0 pmol L) e
(8) (25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 umol L), a temperatura ambiente.

a) b)

T T T T T T
3320 3340 3360 3320 3340 3360

Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

A Tabela 19 apresenta os valores de ICso para os complexos (4) e (8), obtidos neste
trabalho, e valores relatados na literatura para os compostos [Mn(HPCINOL)CL] e
[Mn(salen)Cl]. Observou-se boa atividade para os compostos de Mn(Il) relatados neste
trabalho, com valores de Clso préximos aos valores relatados para o composto de referéncia
MnHP, antioxidante amplamente estudado pelo grupo [22]. A ordem de atividade frente o

radical hidroxil foi: [Mn(salen)Cl] > MnHP > (8) > (4).

Tabela 19- Valores de Clso para interagdes entre os complexos de Mn e o radical hidroxil, por

EPR, empregando-se DMPO como spin trap, a temperatura ambiente.

Complexo Clso (umol L) Ref.
MnHP 41,35+ 1,38 [22]
) 53,60 £ 1,93 Este trabalho
(t)) 43,63 +2,99 Este trabalho

[Mn(salen)Cl] 29,11 + 8,30 [22]
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A atividade antioxidante ex vivo frente ao "OH foi avaliada empregando homogenato
de figado de camundongo suico, pelo método TBARS, conforme previamente descrito
(Figura 75). O estresse foi induzido pela rea¢dao de Fenton, utilizando H>O> (50 pL, 40 pmol
L) e [Fe(SO4)2(NHa4)] (50 pL, 4 umol L) [20,22]. O pré-tratamento do homogenato com os
complexos de Mn(II) (10 pmol L), apresentou bons dados de inibi¢do da peroxidagio
lipidica, com valores de inibicdo superiores a 80% para todos os complexos metalicos e
seguindo a ordem de atividade: [Mn(salen)Cl] > MnHP > (8) > (4), em concordancia com os
dados obtidos nas andlises de EPR. Observou-se uma relacdo de dependéncia entre a
concentracdo dos compostos de Mn(Il) e a atividade, de forma que a diminuicdo da
concentragdo dos complexos metalicos promoveu descréscimo da atividade protetora, ja que
na faixa de concentragdo compreendida entre 10 nM e 10 pM, a inibicdo da peroxidacao foi
em torno de 30%, sendo de 80% na concentracdo de 10 uM. Isto indica que a concentracao
dos complexos de Mn(Il) modula a atividade antioxidante, ja que o decréscimo da
concentracdo dos compostos promoveu reducao do efeito protetor na peroxidagdo lipidica

empregando-se este modelo bioldgico.

Figura 75 — Reducdo da peroxidacao lipidica em homogenato de figado de camundongo, pré-
tratado com diferentes concentragdes dos complexos de Mn (10 pmol L', 10 nmol L' e 10

pmol L) e expostos ao estresse induzido pelo "OH, empregando-se o método TBARS.
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5.6 Atividade frente ao radical "OH dos compostos de Fe(Ill) e Cu(Il): estudos in vitro

em células J774 e ex vivo empregando-se homogenato de figado de camundongo

O alto potencial de reduc¢do do radical hidroxil (2,41 V) confere a este radical uma alta

reatividade que, aliado a auséncia de um sistema de defesa antioxidante para este radical,
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torna esta espécie bastante nociva para o organismo humano [20]. A interacdo entre os
compostos de Fe(Ill) e Cu(Il) com o radical hidroxil foi avaliada por EPR, utilizando o
DMPO como spin trap [20, 22]. A Tabela 20 apresenta os valores de Clso para a inibi¢ao do
radical hidroxil. Os compostos de Fe(IIl) apresentaram atividade antioxidante superior aos
compostos de Cu(ll), indicando que a natureza do metal tem influéncia na atividade
antioxidante frente a este radical, conforme relatado por Menezes (2023) [22]. A ordem de

atividade obtida foi: (7) > (12) > (3) > (10) > (11) > (9) >> (2).

Tabela 20- Valores de Clso para interagdes entre os complexos de Fe(IlI) e Cu(Il) e o radical

hidroxil, por EPR, empregando-se DMPO como spin trap, a temperatura ambiente.

Metal Complexo Clso (umol L)

Q) 148,68 = 14,93
cuqth (6) 66,46 + 3,03

©) 91,77 £ 2,06

an 76,27 + 1,90

3) 48.36 £ 3.13
Pl ) 1530 = 1,90

(10) 61,88 + 0,83

a2) 41,14 + 0,30

Os resultados obtidos via EPR, in vitro, nos motivaram a avaliar a atividade
antioxidante frente ao radical hidroxil em modelos biologicos mais complexos. Dessa forma,
a capacidade antioxidante dos compostos de Fe(Ill) e Cu(Il) foi investigada in vitro contra o
estresse induzido pelo radical hidroxil, em células da linhagem J774 (Fig. 76). O estresse foi
induzido pela rea¢do de Fenton [221], e a atividade foi avaliada pelo método do NBT [218].
Com excecao do complexo (2), todos os compostos avaliados inibiram a formacao de espécies
reativas em valores acima de 60%. Observou-se que a atividade antioxidante foi maior para os
compostos de Fe(Ill), indicando influéncia da natureza do metal, conforme observado por
EPR. Além disso, as maiores atividades dos foram obtidas para os complexos metalicos que

possuem ligante com o grupo 7-HC, indicando efeito da isomeria na atividade antioxidante.
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Figura 76 — Inibicdo de espécies reativas (%) em células J774, promovidas pelos compostos
de coordenagio de Fe(III) e Cu(Il) (10 umol L), utilizando hidroxil ([Fe(NHa4)2(SO4)2].6H,0
(4 pmol L) e H20, (40 umol L)) como agente estressor, pelo método do NBT.

100 ~
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Posteriormente, as atividades antioxidantes dos compostos de coordenagdo de Fe(Ill) e
Cu(Il) foram ainda avaliadas em modelos biologicos ex vivo, a partir da investigacdo da faixa
de concentragdo de atuacdo antioxidante desses compostos contra o estresse oxidativo
induzido pelo radical hidroxil, empregando-se homogenato de figado de camundongos suigos.
O estresse foi induzido pela reagdo de Fenton [221] e a capacidade antioxidante foi avaliada
pelo método TBARS [20, 22]. A Tabela 21 apresenta dos dados de inibi¢do da peroxidacao
lipidica para os compostos de Cu(Il) e Fe(Ill) em diferentes faixas de concentracdo. As
melhores atividades antioxidantes para os compostos de Cu(Il) foram observada nas
concentragdes de 10 nmol L' e 10 pmol L, indicando que a concentracio dos complexos
metalicos modula a atividade antioxidante [259]. Curiosamente, as propriedades redox dos
compostos de Fe(Ill) também foram moduladas em funcdo da concentragdo, ja que a atuagao
antioxidante desses compostos foi potencializada com o decréscimo da concentracdo do
complexo. Na escala micromolar, todos os compostos de Fe(IIl) atuaram como pro-oxidantes
e tiveram sua atividade antioxidante expressa nas escalas de concentragcdo correspondentes a
nanomolar e picomolar. Assim, observamos a mudanca de uma atuagdo pré-oxidante
antioxidante, alterando apenas a concentracdo do composto testado. Esse resultado abre a
perspectiva de investigacao mais profunda da influéncia do status redox desses compostos em

modelos biologicos para direcionamento em futuras aplicagoes.
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Tabela 21- Valores de inibi¢do da peroxidagdo lipidica dos complexos de Fe(IIl) e Cu(Il) (10

uM, 10 nM e 10 pM) contra o estresse induzido pelo radical hidroxil, em homogenato de

figado de camundongos, pelo método TBARS.

Metal ~ Complexo Concentragao Inibicao (%) Classificacao
2) 8,63 +£2.31 Antioxidante

. 6) 4,23 £1,65 Antioxidante

10 pmol L 9) - Pro-oxidante

an - Pro-oxidante

2) 43,61 + 6,87 Antioxidante

i 6) 8,69 2,03 Antioxidante

Cudh 10 nmol 1" 9) 33,25+4,44 Antioxidante
(11 5,20 £2,37 Antioxidante

2) 10,87 4,89 Antioxidante

4 6) 13,43 +£2,55 Antioxidante

10 pmol L ) 53,13 £8,52 Antioxidante

an 23,44 £ 4,88 Antioxidante

3) - Pro-oxidante

) @) - Pro-oxidante

10 pmol L (10) ; Pro-oxidante

(12) - Pro-oxidante

3) 8,19 £5,15 Antioxidante

Fe(lll) 10 nmol L' @) 31,46 1,23 Antioxidante
10) - Pro-oxidante

a12) - Pro-oxidante

A3 37,74 £4,30 Antioxidante

10 pmol L @) 39,45 £ 0,82 Antioxidante

10) 39,79 £3,87 Antioxidante

(12) 23,44 + 4,11 Antioxidante

Os valores negativos representam uma atividade pro-oxidante
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados uma série de compostos organicos
(HL1, HL2, H2L1 e H2L2) contendo grupos cumarinicos isoméricos (4-hidroxicumarina e 7-
hidroxicumarina) e seus compostos de coordenagao de Co(II), Cu(Il), Fe(Ill) e Mn(II), os
quais tiveram suas propriedades bioldgicas avaliadas, empregando-se modelos antiparasitario
e antioxidantes, contendo estudos in vitro, in silico € ex vivo.

Os compostos de coordenacao de Co(Il) apresentaram boa atividade antiproliferativa
frente a forma promastigota da Leishmania amazonensis, cujo mecanismo de a¢do proposto
para o complexo (5) envolve aumento do potencial de membrana mitocondrial, levando a
alteragdes estruturais na morfologia do parasita, tipicas de morte celular por apoptose.

Os compostos de Fe(Ill) se apresentaram como potenciais modelos miméticos da
metaloenzima SOD, onde a atividade mimética foi modulada pela natureza do ligante. O
composto (10) apresentou boa capacidade de prote¢do de células THP-1 do estresse induzido
pelo ditranol, contribuindo para regulagao da homeostase celular no citosol.

Os compostos de coordenacdo de Mn(Il) tiveram sua atividade mimética a
metaloenzima CAT avaliada por meio de estudos cinéticos e mecanisticos, onde se
evidenciou, pela primeira vez no grupo, o envolvimento do radical hidroxil durante a
atividade de desproporcionamento do H>O». Além disso, estes compostos mostraram grande
habilidade de proteger o homogenato de figado de camundongos suicos do estresse, induzido
por perdxido de hidrogénio, mesmo em baixas concentragdes como 12 pmol L.

A atividade hidroxil foi avaliada para todos os complexos metalicos, onde se observou
que a atividade frente a este radical ¢ modulada pela natureza do metal. Os compostos de
Fe(IIl) e Mn(II) tiveram atividades superiores aos compostos de Cu(Il). Em contrapartida, os
compostos de Co(Il) ndo exibiram atividade frente a este radical, fato que pode estar
associado a sua atividade leishmanicida.

Assim, este estudo fundamentou-se na aplicagdo bioldgica de compostos de
coordenagdo contendo varios metais de transi¢cdo, onde foi observado que o status redox
modulou suas atividades antioxidantes (frente a EROs). Este estudo abre perspectivas para
exploracdo mais profunda das propriedades redox na modulagdo das atividades antioxidantes,

e aplicacoes futuras, empregando-se modelos biologicos de maior complexidade.
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PERSPECTIVAS

Avaliar a influéncia dos compostos de coordenacdo de Co(Il) no status redox
mitocondrial de formas promastigotas da Leishmania amazonensis;

Avaliar a atividade in vivo dos compostos de coordenacao de Co(Il) na reducao do
tamanho e quantidade de parasitas na lesdo promovida por parasitas do género
Leishmania;

Realizar estudos mecanisticos da atividade mimética a metaloenzima SOD in vitro,
empregando-se qPCR para verificar a expressdo de biomarcadores associados a
atividade antioxidante ou anti-inflamatoria;

Avaliar a atividade antioxidante dos compostos de coordenagdo de Cu(Il), Fe(Ill) e

Mn(II) em modelos biolodgicos mais complexos (in vivo).
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Figura 1S — Estrutura otimizada do complexo 1 por DFT com as distancias (em A) e

densidade eletronica (nos parénteses): estados de spin (A) dubleto e (B) quarteto.

Tabela 1S — Parametros geométricos para estrutura otimizada do

quarteto) por DFT.

complexo (1) (estado

Comprimento das ligagdes (A)

Angulos

Co(1)-N(1)
Co(1)-N(2)
Co(1)-N(3)
Co(1)-0(1)
Co(1)-CI(1)
Co(1)-Cl(2)

2.135
2.180
2.172
2.266
2.395
2.459

N(1)-Co(1)-O(1)
N(1)-Co(1)-N(3)
O(1)-Co(1)-N(3)
N(1)-Co(1)-C1(2)
0(1)-Co(1)-C1(2)
N(3)-Co(1)-Cl(2)
N(1)-Co(1)-N(2)
O(1)-Co(1)-N(2)
N(3)-Co(1)-N(2)
C1(2)-Co(1)-N(2)
N(1)-Co(1)-Cl(1)
O(1)-Co(1)-Cl(1)
N(3)-Co(1)-Cl(1)
Cl1(2)-Co(1)-CI(1)
N(2)-Co(1)-Cl(1)

156.30
95.46
81.93
91.26
87.69
167.51
78.06
78.34
78.68
92.47
101.80
101.86
93.16
95.77
171.76
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Tabela 2S — Coordenadas cartesianas para o complexo (1).

Dubleto

Co 4,221732000000

Cl

T O T O T o0 D T O D 0o o@D om0z 2z Z o @ o

4,734046000000
4,342729000000
3,824295000000
5,952697000000
3,963656000000
3,694783000000
2,299476000000
3,792326000000
3,750808000000
3,680679000000
3,543786000000
3,742376000000
3,651793000000
3,913659000000
3,955485000000
4,028041000000
4,263234000000
3,830397000000
5,336157000000
2,206368000000
1,858598000000
1,915237000000
1,547217000000
0,225578000000
-0,338247000000
-0,345706000000
-1,373472000000
0,429353000000
0,029148000000
1,744786000000
2,396044000000

2,345446000000

1,572244000000
4,703044000000
5,044576000000
6,602201000000
0,459700000000
2,988924000000
2,665045000000
-0,762856000000
-0,819847000000
-1,892426000000
-2,866748000000
-1,736070000000
-2,593313000000
-0,461287000000
-0,301892000000
0,615757000000
2,029049000000
2,191518000000
2,210612000000
2,963454000000
3,750066000000
2,011490000000
3,053509000000
3,456371000000
3,771655000000
3,445571000000
3,755589000000
3,035046000000
3,011780000000
2,658436000000
2,344453000000

0,172732000000
-1,962449000000
-0,120803000000
-0,858194000000

1,233890000000

1,196135000000
2,018125000000
-0,261846000000

0,684630000000
-0,396522000000

1,485964000000

1,035749000000

2,867952000000

3,523511000000

3,399610000000

4,469507000000
2,527842000000
3,004086000000

3,995042000000

3,057708000000
2,127264000000
2,800519000000
2,575293000000
0,785852000000
0,638382000000

1,506507000000
-0,627658000000
-0,768470000000
-1,707855000000
-2,712463000000
-1,487173000000
-2,289583000000
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C  4,243600000000  4,350233000000  2,234968000000

H 5,322503000000  4,242844000000  2,282804000000

H 3,881795000000  4,759273000000  3,183830000000

C 3,886392000000  5,301844000000  1,098867000000

H 2,801419000000  5,451542000000  1,058557000000

C  4,511339000000  6,679195000000  1,298220000000

H 4,203437000000  7,341970000000  0,489768000000

H 4,181928000000  7,102688000000  2,248274000000

C 6,674411000000  6,659054000000  2,380795000000

C 6,634504000000  7,837695000000  3,222666000000

C 7,400442000000  7,802652000000  4,399833000000

C  8,294425000000  5,616766000000  3,889149000000

C 7,494823000000  5,624227000000  2,689772000000

H 7,539033000000  4,744430000000  2,061739000000

Cl 6,538645000000  2,387309000000  0,726360000000

O 9,035817000000  4,733833000000  4,255654000000

O 8§,168389000000  6,722788000000  4,726320000000

C  5,936568000000  9,017856000000  2,912735000000

C 7,425139000000  8,884128000000  5,277228000000

C 6,700458000000 10,025169000000  4,966306000000
C  5,964667000000 10,098520000000  3,777163000000
H 8,021230000000  8,814982000000  6,177783000000

H 6,719131000000 10,869482000000  5,644253000000
H 5,388905000000  9,083941000000  1,982977000000

H 5,423181000000 11,002352000000  3,529202000000
Quarteto

Co 4,328531000000

Cl

z z z O T O

4,728572000000
4,416716000000
3,960302000000
6,020325000000
4,051098000000
3,660888000000
2,217053000000

2,327334000000
1,608112000000
4,582257000000
4,933807000000
6,502940000000
0,467046000000
2,979214000000
2,682710000000

0,137965000000
2,111710000000
0,071425000000
0,844665000000
1,263547000000
1,148379000000
2,107642000000
-0,223807000000
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3,909626000000
3,935780000000
3,743070000000
3,631964000000
3,715970000000
3,580237000000
3,855731000000
3,827433000000
4,028786000000
4,235152000000
3,803361000000
5,306771000000
2,181906000000
1,822489000000
1,878972000000
1,509141000000
0,191825000000
-0,342615000000
-0,412723000000
-1,436407000000
0,320927000000
-0,108559000000
1,632707000000
2,256756000000
4,225112000000
5,300360000000
3,835762000000
3,932487000000
2,853602000000
4,580467000000
4,315853000000
4,223859000000
6,701789000000
6,652448000000

-0,739918000000
-0,763101000000
-1,891831000000
-2,850786000000
-1,777230000000
-2,653015000000
-0,519839000000
-0,393037000000
0,585654000000
1,980187000000
2,069317000000
2,170168000000
2,956782000000
3,732441000000
1,999004000000
3,075348000000
3,511703000000
3,832605000000
3,526105000000
3,861757000000
3,107467000000
3,103272000000
2,699340000000
2,378165000000
4,329388000000
4,211497000000
4,793417000000
5,241277000000
5,408260000000
6,611876000000
7,243194000000
7,084054000000
6,612698000000
7,837017000000

0,589327000000
-0,493380000000
1,346580000000
0,858269000000
2,733404000000
3,355753000000
3,312830000000
4,387401000000
2,487735000000
3,038141000000
4,039417000000
3,107405000000
2,188037000000
2,870036000000
2,616853000000
0,845596000000
0,737518000000
1,622430000000
-0,512747000000
-0,622482000000
-1,619480000000
-2,612275000000
-1,432796000000
-2,255742000000
2,303070000000
2,400916000000
3,216159000000
1,113720000000
1,023517000000
1,269445000000
0,421231000000
2,186161000000
2,431438000000
3,204829000000
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7,376603000000
8,249969000000
7,493183000000
7,546928000000
6,695710000000
8,962786000000
8,113620000000
5,986380000000
7,390144000000
6,696825000000
6,003716000000
7,953556000000
6,707006000000
5,472295000000
5,486997000000

7,856146000000
5,631620000000
5,584287000000
4,672165000000
2,395944000000
4,759420000000
6,784370000000
9,008798000000
8,984523000000
10,117549000000
10,135571000000
8,956497000000
10,998134000000
9,031735000000
11,032457000000

4,408548000000
4,051559000000
2,825538000000
2,245843000000
0,800219000000
4,492838000000
4,821461000000
2,805630000000
5,224989000000
4,825899000000
3,609339000000
6,148498000000
5,456178000000
1,854948000000
3,292783000000
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Figura 2S — Espectros de EPR para a interacdo do KO com diferentes complexos: a) (3), b)

(7) e ¢) (10), em DMSO, a 120 K, empregando-se diferentes proporgdes.
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Figura 3S — Espectros eletronicos na regido do UV-vis para interagdo de a) (3), b) HL1, ¢)

H2L2 e d) FeCls com o anion radical superéxido, em DMSO, na proporgao de 1:10.
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Figura 4S — a) Evolu¢do de O, vs Tempo para reacdes envolvendo o composto de

coordenagdo (4) (1 mmol L) e H,O2 em diferentes concentragdes, em 5,0 mL de PBS (0,1

mol L', pH 7.4), T = 298 K) e b) Dependéncia linear da relagio logaritmica entre as Viniciail €

concentracao de H2O».
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Figura 5S - a) Evolucdao de Oz vs Tempo para reagdes envolvendo os compostos H>O> (233
mmol L) e (4) em diferentes concentragdes, em 5,0 mL de PBS (0,1 mol L', pH 7.4), T =

298 K) e b) Dependéncia linear da relagdo logaritmica entre as Vinicial € concentragdo de

complexo.
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