UFRRJ
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DISSERTACAO

Sintese de novos complexos de cobalto contendo hibrido de cumarina--

cetoéster: investigacdo da citotoxidade e reatividade em solugéo

Esther Saraiva Areas

2018



de Fe,
o ey,

.5“" %
=4 =
% S

“Rip ge 3=

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE CENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

SINTESE DE NOVOS COMPLEXOS DE COBALTO CONTENDO
HIBRIDO DE CUMARINA-B-CETOESTER: INVESTIGACAO DA
CITOTOXIDADE E REATIVIDADE EM SOLUCAO

ESTHER SARAIVA AREAS

Sob a Orientacdo da Professora

Amanda Porto Neves

Dissertacdo submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestra
em Quimica, no Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica, Area de
Concentracdo em Quimica.

Seropédica, RJ
Fevereiro de 2018



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblicteca Cenfral f Secdo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fomecidos pelola) autor(a)

LETEB

Areas, Esther EBazaiwa, 09/07/1990-

Eintese de novos complexos d= cobalto comtendo
hibrido de cumarina-b-cetofster: investigacio da
citotoxidade = reatividade em solucio f Esther Baraiwva
Aream. - 2018.

115 E_: il.

Orientadora: Amanda Porto Hewes.
Dissertagio{M=strado) . -- Universidade Federal Rural
do Rio de Jan=iro, Programa de PSs-Graduagio em Quimica,
201E.

1. Cosplexos de cobalto. 2. cusarinas. 3. pré&
firmmacos biorredutiveis. I. Neves, Amanda Porto, 19B3
, grient. II Universidade Federal Bural do Rio d=
Jan=iro. Programa de PSs-Graduaclo em Quimdeca ITI. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ESTHER SARAIVA AREAS

Dissertagdo submetida como requisito parcial para obtengio do grau de Mestra em

Quimica, no Programa de Pés-Graduagio em Quimica, Area de Concentragio em
Quimica.

DISSERTACAO APROVADA EM 04 /Q2/ 301§

Aepvrerda P 1) 2,
Amanda Porto Neves. Dr". UFRRJ
(orientadora)

Nl MHuti) -

// Marcdlo Hawrylak Herbst. Dr. UFRRJ

Mallricio Lanznaster Dr. UFF



“... 1) Lembre-se de olhar para cima, para as
estrelas e ndo para baixo, para 0s seus pés.

i) Nunca desista do seu trabalho. O trabalho
Ihe da sentido e propésito, e a vida € vazia sem
iSS0.

iii) E se vocé for afortunado a ponto de
encontrar o amor, lembre-se de que ele é raro e
ndo o jogue fora.”

Stephen Hawking


https://pt.wikipedia.org/wiki/Stephen_Hawking

Dedicatoria

A memoria viva de Tania Maria Saraiva,
minha mée, que me concedeu 0s ensinamentos
mais preciosos, por me inspirar e ser o meu
maior exemplo de fé.

A minha familia, Andréa, Richard e Juan, que
acompanharam essa trajetoria académica e
torceram fervorosamente por cada etapa
concluida.

Aos meus professores que enriqueceram meu
amor pela ciéncia e compartilharam o
conhecimento da melhor forma.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente ao Eterno por me conceder a vida e a capacidade de exercer o
meu trabalho.

A minha orientadora Amanda Neves por ter dedicado tempo habil a mim na elaborag&o
deste trabalho, estando sempre presente, sem medir esforcos para obter bons resultados e
contribuindo com exceléncia para minha formagéo profissional.

A professora Aparecida Cayoco Ponzoni, que foi uma das pessoas responsaveis pela
minha continuidade no curso de quimica e por me proporcionar o contato com uma das
minhas maiores paix0es atualmente, a educacéo.

Aos professores Marcelo Herbst e Mauricio Lanznaster, que disponibilizaram tempo
para participar da avaliacdo e contribuicdo deste trabalho.

Ao professor Arthur Kiimmerle e seus alunos Felipe Vitdério e Thiago Pereira por
colaborarem com o desenvolvimento do projeto, cedendo gentilmente o derivado de
cumarina.

Ao professor Guilherme Guedes pelas andlises de difracdo de raios X e por estar sempre
disponivel em atender minhas davidas.

Ao professor Fabio Miranda e sua aluna Ana Carolina, da UFF, que me receberam com
muito carinho em seu grupo de pesquisa e enriqueceram nossos resultados com as analises
computacionais.

Ao professor Evelton Casartelli por se dispor em ajudar nas analises de condutividade
molar e ao Técnico Mauricio pelas analises de RMN.

A professora Rosane Nora, que se envolveu voluntariamente no nosso trabalho,
auxiliando na investigacdo de problemas enfrentados em algumas sinteses.

A professora Heveline Silva da UFMG pelos ensaios de citotoxidade dos nossos
compostos e por ter me recebido com toda simpatia e atencdo em seu grupo de pesquisa.

Ao professor Antdnio Gerson, que sempre foi solicito em ajudar no cotidiano do
laboratdrio e em me orientar com as discussdes de eletroquimica.

A aluna de Iniciagdo Cientifica Jéssica Lohanne por ter realizado as primeiras sinteses
dos complexos que foram explorados neste trabalho.

Aos amigos do Laboratério 19 da UFRRJ, que enriqueceram todos os meus dias com
amor e alto-astral, foram apoio nos momentos dificeis e me mostraram que qualquer
comportamento louco pode ser normal se estivermos juntos.

Ao Bruno Henrique, que foi o meu maior companheiro nos ultimos anos, dando forca,
apoio e me chamando de linda mesmo nos meus dias despenteados.

As minhas eternas irmds de coracdo, Isabela Lima e Gabriela Souza, que me
acompanham desde a graduacéo e que sao meu porto seguro.

A todos os professores que passaram pela minha vida. Vocés sdo as colunas que,
mesmo diante de toda dificuldade, sustentam o futuro do nosso pais.

Aos Laboratorios LDRX-UFF, Bio&Nano-UFF, LSAT-UFMG e LAME-UFF pelas
andlises realizadas neste trabalho.

Agradeco também a CAPES por me conceder a bolsa durante o periodo de mestrado, a
FAPERJ e CNPQ, que auxiliam os projetos aprovados em nosso laboratério.

Vi



RESUMO

AREAS, Esther Saraiva. Sintese de novos complexos de cobalto contendo hibrido de
cumarina-f-cetoéster: investigacédo da citotoxidade e reatividade em solucdo. 2018. 115p
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, Quimica Inorganica). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2018.

Neste trabalho realizou-se a sintese de novos complexos de cobalto do tipo
[Co(L)Am](CIOy),, onde L (etil 3-(7-(dietilamina)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato)
é um ligante fluorescente hibrido de cumarina-p-cetoéster na forma anionica e Am é uma
amina auxiliar TPA (Tris(2-piridilmetil)amina) ou Py.en (bis(2-piridilmetil)-1,2-diamino). A
metodologia de sintese de 1b-Co", [Co"(L)TPA]CIO,, levou & formacéo da espécie de Co",
sendo confirmado por andlise elementar de CHN, condutividade molar e difragdo de raios X
(DRX). O fon complexo 1b-Co'" apresentou-se como uma espécie cationica e hexacoordenada
no estado sélido, contendo a cumarina-B-cetoéster na forma L' como 0,0 doador, e 0 TPA
neutro como N,N’,N’,N” doador. Para o complexo analogo 2b-Co'""', [Co"'(L)TPA](CIO,), a
metodologia utilizada a partir de cis-[Co"(TPA)CI,]CIO, levou & formacdo da espécie de
Co" entretanto, a analise elementar de CHN e RMN de *H também indicaram a presenca dos
precursores da reacdo no sélido isolado. O complexo 2c-Co""', [Co"!(L)Py.en](ClO4),, foi
obtido partindo-se da mesma metodologia empregada para 1b-Co'', no entanto, a presenca de
uma amina mais basica (Py.en) levou & formacdo da espécie de Co''. Dados de anélise
elementar de CHN, condutividade molar, espectroscopia de infravermelho e RMN de 'H
apontaram para uma estrutura em que o ligante L* também interage com o metal através das
carbonilas da porcdo B-cetoéster. Calculos DFT mostraram que a banda em 448 nm no
espectro de UV-Vis de 1b-Co'", obtido em tampéo (pH = 7,4), é referente a transicdo n—m*
centrada em L' mas para 2c-Co'" a banda em 455 nm apresenta-se como uma mistura de
n—m* e TCLM. Estudos de voltametria ciclica mostraram que os complexos exibem um
processo quasi-reversivel associado ao par Co'"'/Co", com Ej na ordem 2¢-Co'"' < 1b-Co'' <
2b-Co"", que foi associado as propriedades eletronicas das aminas auxiliares. O maior caréter
aceptor n do TPA facilita o ganho de elétrons pelo cobalto nos complexos 1b-Co'" e 2b-Co'",
enquanto que o Py,en, que possui maior carater doador o, levou a um potencial menor para
2¢-Co™'. HL exibiu um processo catédico associado & reducgéo de carbonila, o qual ndo sofreu
deslocamento ap6s a complexagdo. Ensaios de reatividade de 2c-Co'"" em solugéo tampao (pH
7,4) monitorados por espectroscopia de fluorescéncia mostraram que o ligante é liberado em
presenca de um agente redutor (ascorbato de sodio) durante 8,5 h, onde a liberacdo foi mais
pronunciada em atmosfera de argonio, sugerindo que a dissociacdo de LY ocorre
preferencialmente ap6s a reducéo do metal. 2c-Co'"' apresentou-se estavel em solucio tamp&o
sem agente redutor. A investigacdo da citotoxidade de HL, 1b-Co" e 2c-Co"' contra
linhagens B16-F10 (melanoma murino metastatico), 4T1 (melanoma mamario murino) e
BHK-21 (célula ndo tumoral de rim de hamister) mostraram que HL ndo foi ativo, mas a
coordenacdo favoreceu sua citotoxicidade, na maioria dos casos. 2c-Co'"" exibiu melhor
atividade global quando comparado com 1b-Co'", apresentando citotoxicidade seletiva as
células de cancer (45,9 +52 uM e 39,1 £ 6,6 uM para B16-F10 e 4T1, respectivamente) e
sendo inativo contra células normais (71,2 £ 6,2 uM).

Palavras-chave: Complexos de Cobalto, cumarinas, pré-farmaco biorredutivel.
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ABSTRACT

AREAS, Esther Saraiva. Synthesis of novel cobalt complexes containing coumarin-§-
ketoester hybrid: investigation of the cytotoxicity and reactivity in solution. 2018. 115p.
Dissertation (Master in Sciences, Inorganic Chemistry) Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2018.

In this work it was synthesized novel cobalt complexes of the type [Co(L)(Am)](ClOy)n,
where L (ethyl 3-(7-(diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-3-yl)-3-oxopropanoate) is a
fluorescent hybrid ligand of coumarin-B-ketoester in its anionic form and Am is the auxiliary
amine TPA (Tris(2-pyridylmethyl)amine) or Py.en (bis(2-pyridylmethyl)-1,2-diamine). The
synthetic procedure to obtain 1b-Co", [Co"(L)TPA]CIO,, led to the formation of the Co"
specie, which was confirmed by CHN elemental analysis, molar conductivity and X-ray
diffraction (XRD). The 1b-Co" ion complex is a cationic hexacoordinated specie in the solid
state, containing the coumarin-p-ketoester in the L' form, acting as O,0-donor, and a neutral
TPA as N,N'N',N'-donor. For analogous complex 2b-Co', [Co"(L)TPA](CIO,),, the
methodology used from cis-[Co"'(TPA)CI,]CIO, led to the formation of the Co'"' species,
however, CHN elemental analysis and *H NMR also indicated the presence of the precursors
in the isolated solid. The complex 2c-Co'"', [Co"'(L)Py.en](ClO4),, was obtained from the
same methodology used for 1b-Co'", however, the presence of a more basic amine (Pysen)
favored the Co'"' specie. Elemental analysis, molar conductivity, infrared and *H NMR
spectroscopy data indicated a structure of the type [Co"'(L)(Py.en)](CIO.),, where L' also
interacts with the metal through the carbonyl groups of the [-ketoester moiety. DFT
calculations showed that the band at 448 nm in the UV-Vis spectra of 1b-Co", obtained in
buffer solution (pH 7,4), refers to the m—m* transition centered on LY, and for 2c-Co'"" the
band at 455 nm is related to a mixture of t—n* and LMCT transitions. Cyclic voltammetry
showed that the complexes exhibit a quasi-reversible process associated with the Co"'/Co"
pair, with Ep in the order 2¢c-Co"' < 1b-Co'" < 2b-Co"!, which was associated to the
electronic properties of the auxiliary amine. The higher m-acceptor character of the TPA
facilitates the electron gain by the cobalt in 1b-Co'" and 2b-Co"", while Py,en, which has a
larger o-donor character, leads to a lower potential for 2c-Co''. HL exhibits a cathodic
process associated to the reduction of the carbonyl groups, which did not shift after
coordination. Reactivity assays of 2c-Co"' in buffer solution (pH 7,4) monitored by
fluorescence spectroscopy indicated that the ligand was released in the presence of a reducing
agent (sodium ascorbate) for 8.5 h, which was most pronounced in argon atmosphere,
suggesting that dissociation of L' occurs preferentially after reduction of the metal. 2c-Co""!
was stable in buffer solution without reducing agent. The cytotoxicity investigation of HL,
1b-Co'" and 2¢-Co'"' against B16-F10 (metastatic murine melanoma), 4T1 (murine mammary
melanoma) and BHK-21 (non-tumor cell of hamster kidney) showed that the free ligand was
not active, but the coordination favored its cytotoxicity in most cases. 2c-Co'"' exhibited the
best overall activity when compared to 1b-Co'', presenting selective cytotoxicity to cancer
cells (459 £ 5.2 uM e 39.1 + 6.6 uM para B16-F10 e 4T1, respectively) and being inactive
against normal cells (71.2 £ 6.2 uM).

Keywords: Cobalt complexes, coumarins, bioreductive prodrugs.
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1. INTRODUCAO

Complexos de cobalto vém sendo estudados em quimica inorganica medicinal como

promissores agentes bioativos. As diversas formas estruturais que o Co" e o Co"

podem
assumir, além das suas propriedades eletrbnicas e magnéticas, permitem uma variada
exploracdo na elaboracdo de novos farmacos, que, em muitos casos, podem tornar-se mais
ativos e/ou mais seletivos do que as moléculas organicas livres [1,2]. As atividades bioldgicas
reportadas para complexos de cobalto envolvem diferentes formas de acdo, como a inibicéo
de enzimas, interacdo com DNA, atividade fotodinamica, carreamento de farmacos, entre
outras.

" como uma classe

Muitos grupos de pesquisa tém investigado complexos de Co
promissora de agentes anticancer especificos para regides em hipoxia de tumores. Esses
complexos atuam como carreadores de moléculas com propriedades farmacoldgicas e vém
sendo classificados como pro-farmacos biorredutiveis [3]. Tal classificacdo se deve as
propriedades redox do cobalto, que apresenta variacdo na cinética de substituicdo de acordo

com seu estado de oxidagdo. As espécies de Co"

(inertes) podem sofrer reducdo em um
ambiente de hipoxia, formando espécies de Co' (labeis) [4]. A labilidade do estado de
oxidacdo +2 do cobalto leva a liberacdo do ligante citotdxico nas células tumorais em hipdxia,
conduzindo a morte ou inibindo o crescimento celular.

Moléculas organicas que ja apresentam atividade anticancer ou fazem parte de uma
classe com possivel atividade citotdxica vém sendo estudadas na forma coordenada ao Co""
com intuito de torna-las mais seletivas e/ou melhorar suas atividades. Dentre esses compostos
estdo o0s agentes alquilantes, como as mostardas nitrogenadas, os inibidores de
metaloproteinases de matriz como 0 marismastat, derivados de 8-hidroxiquinolina,
acetilacetonatos, cumarinas, entre outros [3]. Muitos desses derivados apresentam mecanismo
de acdo ja conhecido e a coordenacdo ao metal é estudada para gerar seletividade nas células
em hipoxia.

As cumarinas sdo uma classe de compostos organicos de origem natural ou sintética,
cuja estrutura mais simples corresponde a 1,2-benzopirona e seus derivados variam de acordo
com grupos substituintes presentes nesta por¢do. Duas das propriedades mais exploradas nas
cumarinas sdo a capacidade de emissdo de fluorescéncia de derivados 7-substituidos [5,6] e a
vasta atividade farmacol6gica exibida pelos seus derivados, como, por exemplo, antifingica,

antioxidante e anticancer [7]. Esta Ultima apresenta diversos mecanismos investigados,
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incluindo a acdo como agente antimitético, inibicdo de quinases, da angiogénese, da enzima
telomerase, da proteina HSP90 e da anidrase carbonica, entre outros [8].

Derivados cumarinicos vém sendo reportados na forma coordenada ao fon Co"' como

propostas de pro-farmacos biorredutiveis [9,10]. Por exemplo, a coordenagdo com o cobalto
(+2 ou +3) levou a modifica¢bes na atividade bioldgica e a supressdo da fluorescéncia de
cumarinas 7-substituidas, o que permite o estudo da liberacdo deste ligante por técnicas de
fluorescéncia [9,11].

Baseando-se nos aspectos citados, este trabalho tem como objetivo principal a obtencédo

de dois novos complexos de Co"

contendo um ligante hibrido de cumarina fluorescente com
um substituinte 3-p-cetoéster [12] e uma amina tetradentada auxiliar (TPA ou Py,en) (Figura

1), que possam atuar como pro-farmacos biorredutiveis.

Figura 1: Representacdo geral dos complexos de cobalto que se deseja obter neste trabalho, onde: (a) refere-se

ao complexo de Co" contendo o TPA, [Co"(L)(TPA)]** e (b) ao complexo de Co"' contendo o Py.en, [Co™

(L)(Pyen)]**.

Dentre os objetivos especificos, estdo: i) realizacdo de calculos DFT de otimizacao de
estrutura, calculos de HOMO e LUMO e das transicdes eletrbnicas dos compostos; ii)
estudos de voltametria ciclica para investigacdo dos principais processos redox, em especial,
investigacdo do processo Co"'/Co" para os complexos; iii) investigacdo da estabilidade dos
complexos em solu¢do; iv) reatividade frente ao ascorbato de sédio como agente redutor, em
meio oxigenado e na presenca de argdnio e V) teste de citotoxidade dos compostos contra

linhagens de células tumorais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Desde a descoberta das propriedades citotoxicas da cisplatina nos anos de 1960, a
quimica inorganica tem crescido muito nas pesquisas em quimica medicinal. A busca por
tratamentos alternativos do cancer e/ou pela descoberta de novos farmacos mais seletivos e
menos tdxicos ao organismo abrange tanto a obtencdo de complexos metélicos analogos a
cisplatina quanto de outros metais de transicdo como Ruténio, Ouro, Zinco, Cobre e Cobalto
[1,13,14]. Apbs aprovacéo da cisplatina pela FDA! (Food and Drug Administration) em 1978,
outros dois farmacos também de Pt" foram registrados: a Carboplatina, em 1989, e a
Oxaliplatina, em 2002 [15], os quais apresentam vantagens e desvantagens em relacdo a

cisplatina e também sdo registrados pela ANVISA? [16].

A variedade estrutural dos compostos de coordenacdo pode melhorar a atividade
anticancer de moléculas organicas com capacidade de atuar como ligantes [1]. As curcuminas,
por exemplo, apesar de serem moléculas ativas contra varias doengas, incluindo o cancer, sua
baixa solubilidade em agua e baixa estabilidade no soro sanguineo sdo barreiras que
dificultam o uso dessa molécula livre, sendo avaliadas na forma combinada com metais [17-
19]. Estudos mostram que a conjugacdo da curcumina com moléculas quelantes ou a
coordenacdo direta da curcumina a metais como Ni", Cu", zn" e Pd" podem melhorar a
atividade dessa molécula, promover maiores interagdes com DNA e outras proteinas [20-22],
motivar a aplicacdo na terapia fotodinamica [20], entre outros [23].

Complexos de Ruténio também despertam grande interesse para as pesquisas de drogas

anticancer. A forma octaédrica do Ru" e Ru""' déo a vantagem de dois ligantes a mais em sua

esfera de coordenacdo para serem explorados, quando comparado com a Pt" (que assume

geometria quadratica plana). Até 2015, dois complexos de Ru™ contendo ligante CI" e

imidazois, KP1019 e NAMI-A, alcancaram a fase de avalia¢cBes clinicas contra cancer

primario e tumores secundarios, respectivamente [13]. O Ru™ também tem sido avaliado

como modelo de pré-farmaco ativado por reducdo em regides especificas de tumores sélidos,

assim como a Pt e o Co"' [24,25]. Esses modelos sdo explorados com objetivo de superar a

! Food and Drugs Administration.é um 6rgdo governamental dos EUA responsével pelo controle de farmacos e
alimentos.
2 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria: Orgdo responsavel por controlar e regular a area sanitéaria de

servigos e produtos, incluindo os farmacos.
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resisténcia de algumas células tumorais e melhorar a seletividade de moléculas orgénicas que

ja apresentam atividade.

Os pré-farmacos séo, basicamente, agentes inativos que podem ser ativados através de
um estimulo externo como luz, radiacdo ionizante ou ambiente redutor [26,3]. Muitos

complexos de Co™

vém sendo investigados como potenciais agentes ativados por bioreducdo,
exibindo seletividade as células de cancer que apresentam-se em ambiente hipoxico. Esses
agentes sdo capazes de liberar uma molécula citotéxica (ligante) apés a reducéo do Co"' a
Co'", atuando diretamente no alvo pretendido [3,27,28]. Essa seletividade é observada porque
a regido de hipoxia em um tumor é caracterizada, principalmente, pela sua capacidade
redutora, facilitando a ativacdo do pro-farmaco. Estudos tém sido direcionados para o
tratamento especifico da hipdxia tumoral, pois diversos fatores levam a resisténcia dessas

células para os tratamentos tradicionais de quimioterapia e radioterapia [29].

2.1.  As caracteristicas da hipoxia e a proposta dos pro-farmacos

biorredutiveis

A hipdxia surge primeiramente devido as limitacGes de difusdo de oxigénio na célula,
que, por sua vez, é causada pela pouca vascularizacdo sanguinea. O crescimento e a divisdo
acelerados, caracteristicos de células cancerosas, levam a formacdo de grandes tumores
solidos que apresentam uma rede de vascularizacdo deficiente, onde as distancias
intercapilares podem ser além da faixa de difusdo do O, (até 200 um dependendo da
concentracdo de oxigénio local) [30]. Isto ocorre porque, apesar da angiogénese® acompanhar
0 crescimento do tumor, ela ocorre em velocidades menores do que a divisdo celular [31].
Sendo assim, um tumor pode apresentar regides mais oxigenadas, onde a vascularizacdo é
suficiente (normdxia), regifes mais distantes dos vasos sanguineos, onde a pressao de
oxigénio é baixa (hipdxia) e uma regido mais interna necrética (andxia), como ilustrado na
Figura 2 [31].

® Formag&o de novos vasos sanguineos a partir de vasos ja existentes.
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aerdbico  hipdxico necrético

Figura 2: Representacdo de um tumor sélido com regido de hipdxia (entre 5 e 10 mmHg de O,) e necrose.
(Figura: BUSTAMANTE, et al., 2009 [31]).

Um dos principais problemas apresentados pela hipdxia de tumores malignos é a sua
resisténcia aos tratamentos convencionais de cancer (quimioterapia e radioterapia), tornando
necessaria a busca por tratamentos alternativos e farmacos mais eficientes e seletivos a essas
condicdes [29]. O conhecimento sobre as caracteristicas e comportamento das células em
hipoxia € crucial para a exploracdo de tratamentos alternativos para os tumores solidos. Por
exemplo, a baixa concentracdo de oxigénio nessas células faz com que os niveis de ATP
sejam diminuidos, a concentracdo de glicose aumentada, conduzindo a fermentacdo latica e
aumentando os niveis de acido pirdvico e acido latico no meio. Consequentemente, o pH no
citoplasma das células em hipoxia é mais baixo [30,32]. Além disso, 0s baixos niveis de
oxigénio levam a ambientes mais redutores que das células normalmente vascularizadas [30].
Esta ultima caracteristica despertou o interesse pelo desenvolvimento de pro-farmacos que
sejam ativados apds uma biorreducdo, sendo desta forma, mais seletivos a ambientes em
hipdxia.

Basicamente, os pro-farmacos biorredutiveis compreendem uma classe de moléculas
capazes de apresentar atividade citotoxica apds sofrerem reducdo em meio bioldgico.
Compostos organicos pertencentes as classes das quinonas, dos nitrocompostos, N-0xido
aromaticos e N-0xido alifaticos ja foram investigados como potenciais espécies ativadas por
biorreducéo, e muitos apresentaram bons resultados em fases clinicas e seletividade a hipoxia
[33]. Os compostos de coordenacdo também se enquadram na busca por esse tipo de agente,
onde a ativagdo ocorre ap6s a reducéo do centro metalico. Complexos de Ru", Pt" e Co™
apresentam mecanismos redox que podem levar a formagdo de uma espécie ativa,

compreendendo em uma classe com seletividade favoravel a hipoxia [24,25]. Para os
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complexos de Co'", a proposta de pro-farmaco envolve o carreamento de uma molécula

bioativa (ligante) que ser4 liberada ap6s a reducéo do Co'" para Co".

Para a elaboracdo de uma nova estrutura molecular cujo objetivo seja atuar como proé-
farmaco biorredutivel é necessario seguir alguns parametros principais: (a) a solubilidade e a
difusibilidade adequadas; (b) a reducdo da espécie somente nas regides celulares em hipoxia;
(c) a citotoxidade apenas das espécies reduzidas. A faixa de potencial de reducgdo ideal
sugerida para o ambiente de hipdxia € de —400 a —200 mV vs EPH [9,34], embora alguns
trabalhos considerem uma faixa um pouco maior de 500 a —100 mV vs EPH, para que o pro-
farmaco seja ativado por flavoproteinas [25,35,36]. Desta forma, a eficiéncia de um proé-
farmaco biorredutivel é dependente, também, do seu potencial redox, de modo que geralmente
sdo feitas correlacdes entre a atividade e o comportamento eletroquimico [31,37]. Obviamente
outros parametros importantes devem ser avaliados sobre o0s ensaios tracados de citotoxidade
do composto, como estereoquimica, difusdo celular, solubilidade no plasma sanguineo,
estabilidade em ambiente fisioldgico, metabolismo, permeabilidade das membranas celulares,

interacdes enzimaticas, entre outros [37].

2.2. Caracteristicas do cobalto para uso como pro-farmacos

biorredutiveis

Complexos de cobalto apresentam-se como uma classe promissora de agentes bioativos
que vém sendo explorados como espécies capazes de se ligarem a proteinas contendo residuos
de histidina [38], gerar espécies reativas de oxigénio por fotoinducdo [39-41], carrear e liberar
moléculas ativas para o meio intracelular [3,42], entre outras aplicacbes que podem ser
investigadas para fins medicinais [1,3]. As multiplas formas geométricas que os compostos de

coordenacéo de Co" e Co"

podem assumir, além das caracteristicas magnéticas e eletronicas,
contribuem para a elaboracao de novas estruturas tridimensionais como modelos de farmacos
contendo estes ions [1].

Complexos de Co"

tém despertado o interesse para estudos de pro-farmacos
biorredutiveis devido a propriedade redox do metal [3,27,28]. O estado de oxidacdo +3
assume uma configuracdo eletronica 3d°, baixo spin, o que em geral leva a uma alta energia
de estabilizacdo do campo ligante, proporcionando a formacdo de complexos cineticamente
mais inertes. Ja no estado +2 (3d’, alto spin), os complexos s&o mais labeis, realizando

reacOes de substituicdes mais facilmente [4,43]. Essa caracteristica do metal permite que apés
22



a ocorréncia do processo Co"' — Co", o ligante — que possui propriedades citotéxicas — seja

liberado no meio celular, promovendo a atividade [27,44], como representado na Figura 3.

L L L
L ' ) L ' Dissociagio L l OH,
\ Biorreducdo \ favorecida \ /
Coll — Col! T Coll ~
L/ ' 0O, L/ ' 2 L/ | OH,
L L L Farmaco livre

Figura 3: Esquema genérico representativo da dissociacio de um ligante citotéxico ap6s a reducio do Co"' para

Co" em um complexo, considerando-se a substituicdo por moléculas de agua, e ilustrando o equilibrio de

reoxidacéo do metal sendo favorecido pela presenca de oxigénio.

A proposta, de modo geral, é obter complexos de Co"

que sejam suficientemente
estaveis nas condicoes fisioldgicas, mas que em um ambiente mais redutor, como a hipdxia, 0
metal sofra reducdo de 1 elétron e libere o ligante. Pode-se imaginar que esse processo é dado
por enzimas e proteinas capazes de reduzir uma molécula (redutases) [45], e que elas estdo
presentes em qualquer célula do organismo, podendo levar a redugdo do cobalto também fora
do alvo [31]. Entretanto, a maior concentracdo de O, em células em condi¢cdes normodxia é
crucial para que o Co" formado seja reoxidado antes da liberacdo do ligante, retomando a
forma inativa, como ilustrado na Figura 3. Ja nas células em hipOxia, a baixa concentracao de
0O, desfavorece o equilibrio de reoxidagdo do Co" a Co", facilitando a liberacéo do ligante a
partir da espécie labil formada [3].

Diferentes classes de compostos organicos sdo usadas como agentes quelantes em

complexos de Co"

para obtencdo de modelos de pro-farmacos biorredutiveis. Esses
compostos podem ser moléculas que ja apresentam mecanismo de acdo contra células de
cancer, como o inibidor de Metaloproteinase de Matriz, Marimastat [42] e as mostardas
nitrogenadas [46], ou entdo sdo moléculas com potenciais citotoxicos ja descritos, como as
curcuminas [47], hidroxiquinolinas [48], bases de Schiff [35], naftoquinonas [49], cumarinas

[10], entre outros.
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2.3. Cumarinas: um breve resumo

As cumarinas sdo estruturas simples, compreendendo um grupo de compostos de
origem natural encontradas em espécies vegetais. Sua estrutura basica consiste de uma benzo-

o-pirona — lactonas provenientes do acido o-hidroxi-cinamico (Figura 4).

5 0 4
6 X3
2
7
9 o (¢}
8 1

Figura 4: Estrutura simples de uma cumarina (1-benzopiran-2-ona).

Um dos principais interesses nas cumarinas reside em suas atividades farmacologicas,
como anti-inflamatéria e antioxidante [50,51], anti-HIV [52,53], antimicrobiana [54,55],
antiviral [56], anticoagulante, anti-Alzheimer [57,58] e anticancer [59]. Para a atividade
anticancer, alguns mecanismos ja sdo investigados e mostram que os derivados de cumarina
atuam como agente antimitético’, na inibicdo de quinases®, angiogénese, da enzima
telomerase®, da proteina HSP90" e da anidrase carbonica [60]. A grande variedade de
estruturas modificadas biogeneticamente das cumarinas faz com que essa classe seja uma das
mais estudadas pela quimica de produtos naturais [61]. Além disso, a insercdo de diferentes
grupos em quaisquer das posi¢des possiveis do nicleo cumarinico pode ser realizada de forma
sintética, enriquecendo cada vez mais a variedade estrutural e aplicacBes bioldgicas,
consequentemente. Modificagcbes quimicas na estrutura base da cumarina alteram
propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e farmacoldgicas, podendo levar ao aumento da

atividade do composto e/ou a diminuicdo da toxicidade [62].

* Agentes que impedem a divis&o celular (impede a mitose).

® Enzimas que modificam outras proteinas adicionando quimicamente grupos fosfato (fosforilagdo).

® Enzima responsavel pela duplicacdo de telémeros, os quais mantém a integridade cromossomica e
sobrevivéncia das células

" Dentre suas varias funcdes, a HSP90 é uma proteina que também atua na estabilizacdo de outras proteinas

necessarias para o crescimento tumoral, sendo alvo de estudos para medicamentos anticancer.
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A Figura 5 exibe algumas estruturas de derivados cumarinicos que ja foram
clinicamente usados. Por exemplo, a Warfarina e a Fenprocumona sdo farmacos ja registrados
tanto pela ANVISA quanto pela FDA e sdo usados como agentes anticoagulantes

principalmente no tratamento e prevencao de doencas tromboembolicas [63-65].

- o HO

HO/ ~o Ty HO/ ~ o o =
Escopoletina Esculetina Warf arina
(antiproliferativa, antioxidante, anti-inflamatoria) (anticoagulante)
TH I ’ J
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(anticoagulante) (doencas cardiacas) (antiespasmodico)
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H
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Figura 5: Derivados de cumarina usados clinicamente [66]. O nicleo cumarinico estd destacado em vermelho.

O novobiocin (Figura 5), também registrado pela FDA [63], é um 4,7-diidroxicumarina-
7-O-glicosideo com um nitrogénio ligado na posi¢do C-3. Essa molécula apresenta atividade
antibidtica por ser um potente inibidor da DNA girasse bacteriana e é isolada a partir da
bactéria Streptomyces niveus [66]. Além disso, o novobiocin foi identificado como o primeiro
inibidor C-terminal Hsp90 junto com a clorobiocina e a coumermicina — outros derivados

cumarinicos [67-69]. Apesar de sua interacdo com a proteina Hsp90, a baixa eficacia contra
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células de cancer (IC50 ~ 70 uM) do novobiocin levou a inadequagdo dos estudos dessa

cumarina como inibidor da proteina [70].

Contudo, modificacBes realizadas para obtengdo de moléculas analogas ao novobiocin
levaram ao aumento significativo de sua citotoxidade contra algumas linhagens de células de
cancer (SKBr3, MCF-7, PC3-MM2, LNCaP)? [70]. No trabalho realizado por Kusuma e
colaboradores, mais de 50 analogos foram obtidos a partir da substituicdo do ndcleo de
cumarina por naftaleno, quinolinonas ou quinolonas, além de modificacbes feitas no grupo
glicosideo do novobiocin (Figura 6).

Novobiocin
OH
OH
N
X
(6]
o 0~ o N
O
Meoﬁ
O
)%OH
(0]
H,N
Molécula modificada [ 1
II{3 1 Me
(o)

(0]

MeO
HO
OH

|
‘z{\/N\
N cadeias alifaticas
{O cadeias aromaticas
haleto
Aminas primarias,
secundarias e terciarias

Figura 6: Molécula de Novobiocin e suas modificagdes estruturais [70].

Apesar de alguns derivados ndo exibirem valor de ICsy devido a fatores fisico-quimicos,
como solubilidade, grande parte dos compostos mostraram atividade maior que 0 novobiocin

contra as linhagens testadas, onde os valores de 1Cso foram abaixo de 15 uM para a maioria

dos casos [70].

Hibridos de cumarinas contendo grupos que apresentem acdo farmacoldgica tém sido

reportadas como potenciais agentes anticancer [8,71,72]. Na estratégia de potencializar a

® Linhagens celulares de SKBr3: adenocarcinoma mamario; MCF-7: cancer de mama; PC3-MM2 e LNCaP:
cancer de prostata.
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atividade farmacologica, derivados cumarinicos contendo um grupo quelante conjugado séo
reportados na literatura como ligantes em compostos de coordenagdo contendo ions de cobre,
niquel, zinco e cobalto [73-75]. Em alguns casos, a acdo do hibrido de cumarina pode ser
diminuida quando testados na sua forma coordenada. Hameed e colaboradores, por exemplo,
estudaram o potencial inibitério contra urease® de conjugados cumarina-tiosemicarbzonas na
forma livre e coordenada a fons de Cu", Ni", Zn" e Co". Na série de 33 complexos, s6 foi
possivel determinar o ICs de apenas dois complexos (Cu", 1Cs'°= 19,36 + 0,26 uM; Co"

ICs0 = 116,12 + 0,09 uM), contudo foram menos ativos que seus respectivos ligantes livres

" com hibrido cumarina-hidroximato exibiram

[76]. Em outro caso, complexos de Co
atividade contra carcinoma de colon similar a da cumarina livre (ICso na faixa de 40 a 58

uM), porém os complexos metélicos apresentaram melhor difuséo celular [9].

Uma outra aplicacdo bastante explorada das cumarinas é a sua propriedade de emissao
de fluorescéncia sob a luz UV (~365 nm), sendo utilizadas na industria como sondas de laser
fluorescente, corantes, e podendo ser facilmente identificadas em um extrato natural por
cromatografia de camada delgada [61,77]. Essa caracteristica emissiva ocorre para derivados
contendo grupos doadores 7-subtituidos, como a umbeliferona, por exemplo (Figura 7) [5,6].

Muitos derivados séo capazes, inclusive, de emitir fluorescéncia na luz visivel [61].

X

HO O (6]

Figura 7: Estrutura da umbeliferona, 7-hidroxicumarina.

Assim como qualquer molécula emissiva, as cumarinas podem ter uma grande
supressdo da fluorescéncia por mecanismo dindmico ou estatico. Este ultimo, consiste
basicamente na formacdo de um complexo entre a molécula fluorescente e uma espécie
supressora, como 0s fons de metais de transicdo Fe", Co" e Co", por exemplo [78,79]. Essa
supressao é decorrente de transferéncias de elétrons, de energia ou interagGes paramagnéticas

entre a espécie emissiva e a supressora [1,80,81] e pode ser revertida a partir da dissociacéo

’ Enzima produzida pela bactéria Helicobacter pylori — que se aloja no estdmago ou intestino — capaz de
converter ureia em amonia e acido carbdnico.
19 Concentragdo de um composto necesséria para inibir 50% da viabilidade celular in vitro.
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do complexo [9,78]. Portanto, além da coordenacdo com metal proporcionar mudangas
farmacoldgicas da cumarina, a interacdo com o cobalto (+2 ou +3) leva a extin¢do da
fluorescéncia de cumarinas 7-substituidas [9,11]. Essa caracteristica tem sido empregada em
ensaios espectroscopicos de trabalhos envolvendo quimica de coordenagédo e bioinorganica
[10,82].

2.4. Complexos de Co" como modelos de pré-farmacos
biorredutiveis

Yamamoto e colaboradores [9] estudaram uma série de quatro complexos de Co"

contendo uma amina tripodal e um ligante cumarinico com grupo hidroxamato na posi¢do C-3
(Figura 8).

R, (C10y),
X Onde,

1:R,.R,=H
2: R,= COOH, R,=H
3:R,= H, R,= COOH
4:R,,R,= COOH

Figura 8: Representagdo das estruturas dos complexos de Co™" estudados por Yamamoto [9], onde R;, R, = H

para 1; R; = COOH, R, = H para 2; R; = H, R, = COOH para 3; R; = R, = COOH para 4.

Os autores observaram que a fluorescéncia do derivado de cumarina foi suprimida em
98% apos a coordenacdo, sendo possivel estudar a liberacdo do ligante por espectroscopia de

fluorescéncia. Apesar dos potencias de reducdo do Co"'

nos complexos terem apresentado
valores muito abaixo da faixa considerada ideal para hipoxia (de —0,95 a —1,29 V vs EPH),
eles exibiram caracteristicas importantes para um modelo de pré-farmaco biorredutivel. As
especies foram reativas em meio redutor, liberando o ligante em solugé@o apenas com a adi¢ao
de acido ascorbico. Além disso, esta dissociacdo mostrou-se dependente da concentragdo de
O,, onde o percentual do retorno da fluorescéncia foi maior em meio desoxigenado. Esse
resultado indicou para os autores que a liberacdo da cumarina ocorre por mecanismo redox,
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3 Co". Os autores também avaliaram a

em que o ligante so € liberado apds a reducdo do Co
citotoxidade dos complexos e do derivado de cumarina livre contra linhagem DLD-1
(carcinoma de cdlon), observando que a complexacdo nao alterou significantemente os
valores de ICs (ligante livre = 55 + 1 uM; complexos 1-4 na faixa de 40 a 58 uM). Contudo,
ensaios para avaliacdo da difusibilidade dos compostos mostrou que a captacdo dos
complexos pelas células é dependente do pH, onde 1 e 2 apresentaram maior acumulacdo em
meio mais béasico, 3 e 4 em meio mais acido e o ligante livre ndo exibiu dependéncia do pH.
Esse comportamento atribui certa seletividade aos complexos para células com diferentes
concentragbes de H'. Além disso, estudos acompanhados por microscopia confocal de
fluorescéncia em esferoides™ com a mesma linhagem celular (DLD-1) mostraram que 0s
complexos sdo capazes de difundir melhor para o centro do esferoide, enquanto que o ligante
se acumula nas regides periféricas, indicando uma difusibilidade menor que a dos complexos.
A emissdo de fluorescéncia dos esferoides tratados com os complexos indicou a liberacdo da

cumarina no meio celular, sugerindo que os derivados de Co™" séo bons carreadores do ligante

e seletivos a hipdxia.

Esse mesmo sitio de coordenacdo (o hidroxamato) foi utilizado por Files e
colaboradores cinco anos antes dos complexos descritos por Yamamoto, também como um
modelo de pré-farmaco ativado por hipoxia [83]. O ligante usado por Files, denominado
Marimastat (representado na Figura 9 na forma coordenada, composto 5), apresenta-se como
inibidor da metastase de células cancerosas através da interacdo com Metaloproteinases de
Matriz (MMPs). O Marimastat € uma molécula com ligacdes peptidicas e contém um grupo
funcional hidroxamato em uma das extremidades, o qual pode interagir com metais como
ligante N,O doador. A capacidade do Marimastat em inibir as MMPs se da justamente pela
interacdo do hidroxamato com 0 zinco presente nessas enzimas [84,85]. Devido a essa
caracteristica bioquimica, carreadores do Marimastat sdo estudados com intuito de explorar a

liberacdo desse inibidor em um alvo celular especifico.

1S40 agregados tridimensionais de células tumorais que apresentam muitas das caracteristicas dos tumores

solidos, incluindo gradientes de concentracéo de oxigénio.
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Figura 9: Complexo de Co™ contendo TPA e Marimastat (5) como ligante citotoxico reportado por Files [83].

O complexo 5 exibiu valores de ICsq baixos contra linhagem de melanoma mamario 4T-
1 (0,9 £ 0,1 uM), mas o ligante livre foi mais ativo, apresentando ICs de 0,007 £ 0,005 uM.
Essa diferenca foi associada ao fato da porcdo farmacoférica do ligante estar comprometida

! J& os ensaios in vivo mostraram que o complexo inibiu muito

com a coordenagdo ao Co
mais o crescimento do tumor quando comparado com o Marimastat livre. A partir desses
resultados, os autores concluiram que o complexo pode atuar como um bom carreador do
farmaco, liberando-o no tumor e agindo com mais eficiéncia.

" contendo ligantes também com grupo hidroxamato e

Uma série de complexos de Co
outros grupos p-dicetonados e catecol, além de aminas tripodais TPA e TREN (Figura 10),
foram sintetizados e estudados por Bonnitcha e colaboradores [44]. O objetivo principal do
trabalho foi avaliar caracteristicas como pKa, lipofilicidade, potencial redox entre outros

parametros que levam um composto a ser biologicamente efetivo.

30



2+ nt 1+
~ N ~

=
N
Ry

LT p ) p
l"l/,,,, o““\\ TH—r, //,,, =N //u,, O
N / \O_ )

C
D
N,
® | o | b
A P Z 12
6: R15R2 CH}, R3 H. 10: Rl = naftll, n=1+
7. Rl,Rz = CH3, R3 =CL 11: Rl = naftll, n=2+

8: R] = CH3, R2=Ph, R3 =H
9: Rl = CH3, R2 :naftil, R3 =H.

2+
NH, , NH,
2

4 1+
_‘n

,/ R N//,f ' .\\OQ(R] /":~
ol Ll '

NH,

N
' N \d,
R,
k/NHz 2 k/NHZ k,NHZ
22
13: Ry,R, = CHs, Ry = H. 16:R; = CHy;n = 1+
14: R, =CH3,R, = ph, Ry = H. 17:Ry =CHy; n=2+.
15: R, = CH3,R, = naftil, R; = H. 18: Ry =Ph;n =1+

19: R; =Ph; n=2+.
20: R; =naftil; n= 1+
21: Ry =naftil; n =2+

Figura 10: Complexos reportados por Bonnitcha [44]. Os complexos 9,10,11,12 e 15,20,21,22 contém ligantes

capazes de emitir fluorescéncia na forma livre.

Os complexos apresentaram potenciais de reducdo na faixa de -0,52 a -1,72 V vs
Fc/Fc®, que variaram de acordo com a capacidade retiradora ou doadora de elétrons dos
ligantes. A amina TPA — que contém grupos piridinicos — levou a potenciais menos negativos,
que foram associados a sua capacidade de retirar elétrons do centro metalico por retrodoacéo.
Os autores também monitoraram o comportamento do complexo em solugédo contendo agente
redutor (acido ascorbico) por espectroscopia de fluorescéncia. Contudo, sé foi possivel avaliar
0s compostos contendo ligantes com grupo naftil, que apresentam propriedades de emisséo.
Eles observaram que apenas o composto 9 mostrou dissociagdo do ligante em 24 h, atingindo
até 40% da emissdo do ligante livre. Essa resposta foi associada ao maior potencial de

" nesse complexo, —0,56 V vs Fc/Fc*). Apesar da citotoxidade dos complexos

reducdo do Co
de Bonnitcha serem inativos contra carcinoma de colo DLD-1 (>200 uM), a espécie 9 exibiu

o0 melhor resultado, com ICsy de 66 + 3 uM, o qual ndo foi estatisticamente diferente do
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ligante livre (60 + 1,6 uM). Da mesma forma o complexo néo exibiu seletividade para célula

com hipoxia simulada, exibindo I1Cs de 74 + 4 uM.

Recentemente foi publicado um trabalho explorando a influéncia das aminas auxiliares
sobre a liberagdo de derivados de 4cido hidroxamico em complexos de Co'"' [42]. O trabalho
foi realizado pelo mesmo grupo de pesquisa das estruturas descritas nesta sessao. Os autores
reportaram as propriedades das séries dos complexos contendo TPA e TREN ja descritas
incluindo analogos com amina CYCLEN (estruturas ilustradas na Figura 11), com objetivo de

avaliar os efeitos das aminas sobre propriedades fisicas e biologicas dos complexos.
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Figura 11: Estruturas dos complexos estudados por Green [42]. (*Complexo 5 reportado por Files, et al, 2007

[83]; **Complexo 1 reportado por Yamamoto, et al, 2012 [9])

Os resultados mostraram que pequenas diferencas no ligante auxiliar causaram grandes

mudancas no comportamento dos complexos de Co"'

. Os melhores valores de ICsq contra
linhagem de DLD-1 foram apresentados pelos complexos contendo derivado de cumarina-

acido hidroxamico (1, 28 e 29), nos quais a maior atividade foi exibida pelo complexo 1 (31 £
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2 uM). Apesar desses trés complexos apresentarem potenciais de reducdo muito negativos (<
-1,25 V vs EPH), eles apresentaram boa reatividade frente ao agente redutor &cido ascorbico,
onde apenas 1 mostrou dependéncia de oxigénio. Os complexos 23, 24 e 25 apresentaram
potenciais dentro da faixa ideal para hipdxia (0,407, —0,329 e —0,396 V vs EPH), mas seu
comportamento em meio redutor nao foi avaliado. Para a série do ligante Marimastat (5, 26 e
27), 0s autores observaram que a substituicdo do ligante TPA pelo TREN ou CYCLEN
aumentou o pKa do Marimastat em uma faixa que permite que o complexo seja mais
facilmente reduzido em um ambiente &cido do tumor. Todos os parametros discutidos no
trabalho, que véo além dos mencionados aqui, levaram as consideracGes de que 0S recursos
avaliados podem ser explorados para o desenvolvimento de pro-farmacos biorredutiveis que

realizem a liberac&o do agente citotdxico de forma cada vez mais seletiva.

O interessante de utilizar moléculas fluorescentes é que, além do monitoramento da
liberacdo do ligante em meio redutor por emissao, eles funcionam como marcadores visuais
em meio de cultura. Assim é possivel identificar a presenca do fluoréforo livre em células
tratadas com o respectivo complexo. Derivados de cumarina e antraquinona foram usados por
Kim e colaboradores [36], para elaboragdo de pro-farmacos biorredutiveis. Os autores

propuseram duas moléculas contendo um centro metélico de Co""

com uma amina equatorial
tetradentada (CYCLAN) e dois ligantes fluorescentes na posicdo axial de cada complexo

(Figura 12).

Cl

_‘01

Figura 12: Estruturas estudados por Kim [36]. Onde 30 (com ICsq 20,4 + 0,1 uM (hipoxia) e 35,6 + 0,9 uM
(normoxia)); e 31 (com 1Cs0 1,9 + 0,2 uM (hipdxia) e 1,3 £ 0,7 uM (normoxia)).
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A distribuicdo do ligante foi acompanhada em meio celular tratado com os complexos.
Esses ensaios foram estabelecidos pelos proprios autores do trabalho e mostraram que 0s
complexos liberam os ligantes dentro das células e melhoram a distribuicdo dos mesmos
qguando comparados com sua forma livre. Os potenciais de reducdo foram ambos dentro da
faixa para hipoxia, com valores de onda catodica iguais a —0,38 V para o complexo 31 e —0,25
V (vs EPH) para o complexo 30, sendo associados ao processo Co''/Co". As atividades dos
complexos contra carcinoma de colon DLD-1 foram melhores que dos respectivos ligantes
livres e do precursor [CoCly(CYCLAN)]CI (> 95 uM). A citotoxidade reportada em ICs foi
determinada tanto em ambiente de normoéxia quanto de hipdxia e os valores estdo indicados
na Figura 12. Apesar da baixa atividade da antraquinona livre, 0s autores observaram

seletividade desse ligante & hipoxia (ICso > 200 uM em normoxia e 99 + 4 uM em hipdxia), a

qual foi associada com a capacidade de formacdo de um anion radical intermediario pela
reducdo da quinona [86,87], além da sua capacidade de intercalar com o DNA [88,89]. Em
todos os casos a coordenacdo do ligante melhorou a citotoxidade e, segundo os autores, a
menor atividade observada para 30 em compara¢do com 31 pode estar associada a rapida
liberacdo do ligante (resultados observados em experimentos de reduc¢do), diminuindo, assim,
0s niveis de pro-farmaco capazes de entregar a antraquinona.

e Ru" contendo B-

Renfrew, et al. apresentaram um sistema transportador de Co
dicetonados, incluindo curcumina, e TPA ativados por processo de reducdo do metal [47].
Apesar do grande potencial anticancer das curcuminas, sua baixa biodisponibilidade e baixa
estabilidade no soro sanguineo leva a busca por modificacbes quimicas que melhorem suas
propriedades farmacologicas [17-19]. Assim, o objetivo dos autores foi de superar as
limitacdes enfrentadas por essa classe de moléculas e avalia-las na forma coordenada para
serem entregues a um alvo celular especifico. Os complexos obtidos e estudados estdo

representados na Figura 13.
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Figura 13: Estrutura dos complexos de Co™ obtidos e estudados por Renfrew, et al., 2013.
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A citotoxidade dos compostos frente a linhagem de células DLD-1, onde os valores de

ICso foram de >200 uM, 29 + 2 uM e 39 + 4 uM para 32-34, respectivamente. A curcumina
livre apresentou uma atividade maior que do seu respectivo complexo (34), ICs, de 13 + 2

uM, entretanto, ensaios em esferoides acompanhados por microscopia confocal mostraram
que a distribuicdo da curcumina é mantida nas regibes periféricas (células normdxia). Ja o
complexo 34 exibiu uma difusibilidade melhor para o centro do esferoide, atingindo as células
com hipdxia simulada, e indicando a liberacdo do ligante pela emissdo de fluorescéncia.
Estudos da fluorescéncia conduzida na presenca de agente redutor e analises por absorcao de

" em célula

raios X para determinar as espécies quimicas presentes apds a reducdao do Co
tumoral, mostraram que a liberacdo do ligante no meio celular ocorre por mecanismo redox
do cobalto. A melhor distribuicdo da curcumina livre em células hipdxicas exibida pelo
complexo 34, somado ao mecanismo que envolve a liberacdo do ligante, conduzem a uma boa

proposta de pré-farmaco ativado por hipoxia.

A propriedade de emissdo do ligante ndo é um pré-requisito para 0s ensaios de
liberacdo. Bustamante e colaboradores monitoraram a dissociacdo do ligante de seus

complexos de Co™ por UV-Vis em trés pH diferentes (6,2, 7,0 e 7,4) e em trés condicOes

atmosféricas (saturado de argbnio, atmosfera normal e saturada com O;) [49]. As estruturas

dos complexos de Co™" estudadas compreendem em um ligante naftoquinona e uma amina

auxiliar (Pyzen e Py,enMe), como representado na Figura 14.

Figura 14: Representacao das estruturas estudadas por Bustamante [49].

Os ensaios de liberagdo mostraram um comportamento particular para os complexos. 35

apresentou uma dissocia¢do mais rpida em meio desoxigenado (atmosfera de argénio) e mais
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lenta em atmosfera saturada com oxigénio. Esse dado é comum, visto que a literatura ja
estabelece a possibilidade de reoxidacéo do Co" formado pela presenca de O,. Contudo, para
0 complexo 36 a dissociacdo do ligante foi similar nas trés atmosferas estudadas, indicando
que ndo ha dependéncia da concentracdo de oxigénio. Os autores propdem duas possiveis
explicagdes para este resultado: i) o potencial de meia onda do complexo 36 é mais deslocado
para regides catdicas, o que pode sugerir que a espécie de Co'" formada apés a reducdo do
Co"' seja um fraco agente redutor, impedindo a reoxidacéo por oxigénio; ii) o efeito estérico
do grupo metila ligado ao atomo de nitrogénio do ligante Py,enMe pode dificultar a
transferéncia de elétrons por esfera externa entre 0 O, e a espécie de Co" formada.

Bases de Schiff também sdo bastante empregadas na quimica de coordenagdo. Garcia e

colaboradores estudaram dois complexos de Co"

contendo ligante N,N,S e N,N,O doadores
(tiosemicarbazona e semicarbazona, respectivamente) como modelos de pré-farmacos
biorredutiveis [35]. Os complexos sdo mononucleares e contém dois ligantes tridentados

derivados de base de Schiff (Figura 15).

/‘\
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Figura 15: Representacdo dos complexos estudados por Garcia [35].

Os potenciais referentes ao processo Co"' — Co' foram de —0,73 V e 0,32 V vs EPH
para o complexo 37 e 38, respectivamente. Os ensaios de liberagdo foram monitorados por
UV-Vis, onde o decréscimo da banda de TC do complexo indicou a presenca do ligante livre.
Os ensaios incluiram o uso de ditionito de s6dio como agente redutor e mostraram que apenas
0 complexo 38 € capaz de liberar o ligante imediatamente apds a adi¢do do redutor. Além
disso, ensaios feitos em solucdo tampédo mostraram que os dois complexos sdo estaveis dentro
de 24 h.
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Trés novos complexos de cobalto contendo ligante azido (N3°) e aminas tripodais foram
sintetizados e estudados dentro da proposta de pré-farmacos biorredutiveis por Pires e
colaboradores [27]. Um dos complexos contém o cobalto no estado +3, mostrado na Figura
16, sendo capaz de liberar o ligante N3~ apds a reducdo do complexo por &cido ascobico. Os
autores ainda propdem possiveis estruturas formadas ap6s a formagdo da espécie de Co"
(Figura 16).

Figura 16: Estruturas dos complexos estudados por Pires, et al, 2016, onde 39: prd-farmaco biorredutivel; 40 e

41 séo modelos para a forma reduzida da pré-farmaco [27].

Neste trabalho, a liberacdo do ligante foi acompanhada por espectroscopia no UV-Vis e
0s autores observaram que apo6s a reducdo do metal o espectro de absorcao ficou muito similar
aos espectros dos complexos 40 e 41 em tampdo fosfato, corroborando para a proposta das
estruturas de Co'". Os potenciais de reducdo variaram na ordem de 41 > 40 > 39, devido ao
carater doador do ion azido ser mais pronunciado do que o CI".

Uma proposta estrutural ligeiramente diferente para pro-farmacos biorredutiveis foi
feita por Downward e colaboradores [90], que estudaram uma estrutura heterodimérica de
Ru" e Co" como modelo de pré-farmacos fotoativados. O complexo 42, representado na

Figura 17, exibiu reducdo do Co" ao Co" por fotoinducdo e subsequente liberacdo dos

ligantes derivados de amina.
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Figura 17: Estrutura heterodimérica do complexo 42 [90].

Os autores mostraram que a reducdo do Co™ ocorre devido a presenca da porcdo do

complexo de Ru", o qual absorve a radiacdo de 440 nm passando para o estado excitado,

" "que, por sua vez, passa para sua forma mais labil (Co") e libera

transfere elétron para o Co
o ligante em seguida. A relacdo do dimero com os estudos de pro-farmacos biorredutiveis é
que a liberacéo do ligante foi mais eficiente em meio desoxigenado (atmosfera de N, usada
pelos autores), podendo ser seletivo a hipoxia. Apesar dos autores ndo apresentarem ensaios
de citotoxidade com o complexo, eles propuseram uma estrutura que pode ser mais explorada
em outros trabalhos como pré-farmaco ativado por uma foto-biorreducéo.

Os estudos de complexos de Co""

contendo ligantes com propriedades bioldgicas tém
contribuido bastante para o crescimento da pesquisa sobre tratamento de células tumorais com
regides de hipoxia. A escolha do ligante, o estado de oxidacdo do metal bem como grupos
substituintes que modificam o potencial de reducdo do complexo sdo pontos cruciais na
elaboracdo de uma estrutura promissora para essa classe de drogas. Contudo, obter espécies
estaveis que se comportem de maneira ideal no meio bioldgico é um dos maiores desafios da
qguimica medicinal, sendo cada trabalho muito importante para a evolucdo dos resultados

futuros.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Métodos

Os solventes MeOH, DMSO, éter etilico, EtOH, acetona, acetonitrila (Vetec) e DMF
seco (anhydrosolv — TEDIA), e os reagentes EtsN (Aldrich), TPA (Aldrich), Co(ClO,),.6H,0
(Aldrich) e ascorbato de sodio (Aldrich) foram usados sem tratamento prévio. O solvente
MeOH (Vetec) foi previamente seco de acordo com a metodologia reportada na literatura
[91], para a tentativa de sintese do complexo [Co"(L)(TPA)](CIO.),, 2b-Co"'. O ligante
Py,en foi sintetizado de acordo com metodologia descrita [49,92] e gentilmente cedido pelo
laboratdrio Bio&Nano da UFF, Niterdi, coordenado pelo Prof. Mauricio Lanznaster. O ligante
HL derivado de cumarina, foi sintetizado pelo aluno de pos-graduacdo Felipe Vitdrio do
Laboratdrio de Diversidade Molecular e Quimica Medicinal da UFRRJ — LaDMol-QM —
coordenado pelo Prof. Dr. Arthur Eugen Kiimmerle de acordo com metodologia reportada na
literatura [12]. O tampéo fosfato (10 mM, 0,025 mol L™ de NaCl), pH 7,4, foi preparado com
0,006 mol de NaH,PO,4.6H,0 (Aldrich) e 0,0018 mol de Na,HPO, (Aldrich), contendo NaCl
(Vetec) para correcdo da forca ionica a 0,05 mol L™, em um bal&o de 250 mL.

A pureza dos complexos foi avaliada através da analise elementar de carbono,
hidrogénio e nitrogénio (CHN) em um analisador Perkin-Elmer CHN 2400 na Central
Analitica de Microanalise - Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sdo Paulo,
Brasi. O ponto de fusdo dos complexos [Co"(L)(TPA)]CIO; 1b-Co" e
[Co"(L)(Py.en)](ClO4), 2¢c-Co'" e do ligante HL foi medido em um aparelho AAKER PMF
I, no Departamento de Quimica da UFRRJ. A condutividade molar dos complexos 1b-Co'" e
2¢-Co"" foi determinada em DMF espectroscopico, a 1,0 x 10° mol L™ e temperatura
ambiente em condutivimetro lon 120W microprocessor, no Departamento de Quimica da
UFRRJ.

3.2. Espectroscopia

Os espectros de RMN de *H (1D e 2D - 'H X *H COSY) de 2b-Co"", 2c-Co"' e HL e
de RMN de **C (uni e bi-dimensional) de 2c-Co'"' foram obtidos em um espectrofotometro
Bruker Ultrashield Plus (500 MHz e 125 MHz, respectivamente), em DMSO-ds, no
Departamento de Quimica da UFRRJ, onde os deslocamentos quimicos estdo referenciados
em parte por milhdo (ppm) com relagdo ao padréo interno Met,Si. Os espectros foram

interpretados utilizando o programa ACD D NMR Manager.
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A espectroscopia na regido do UV-Vis para os complexos 1b-Co'" e 2c-Co'"' e para o
ligante HL foi realizada em um espectrofotdmetro UV-1800 Shimadzu, & temperatura
ambiente, com varredura de 800 a 200 nm e resolucédo de 1 nm, no Departamento de Quimica
da UFRRJ. Os espectros foram obtidos em DMF espectroscopico e tampéo fosfato (pH 7,4).
A absortividade molar (¢) dos complexos e do ligante foi determinada em ambos solventes
(DMF e tampéo fosfato) a partir da diluicdo de suas solucdes estoques (a 1,0 x 10° mol L™
em DMF espectroscopico. As solucbes dos compostos foram medidas em duplicatas de seis
concentracdes diferentes, entre 2,0 x 10° e 1,5 x 10° mol L™, e o valor de ¢ foi determinado a
partir da lei de Lambert-Beer, por regresséo linear.

Os espectros na regido do infravermelho de 1b-Co'", 2b-Co""', 2¢-Co'"" e HL foram
obtidos no modo ATR com resolugdo de 1 cm™ em espectrofotometro FT-IR Bruker Vertex
70, no Departamento de Quimica da UFRRJ, e atribuidos os valores de nimero de onda em
cm™.

As analises de espectroscopia de massas do complexo 2c-Co'"

e do ligante HL foram
realizadas no Laboratorio Multiusuario de Espectrometria de Massas (LAMEM) do Instituto
de Quimica da Universidade Federal Fluminense. Os dados dos espectros foram obtidos em
Espectrébmetro de Massas Single-Quad/ESI/APCI acoplado a um Cromatégrafo Liquido de
Alta Performance (HPLC-MS) Flexar SQ-300 MS da Perkin Elmer no modo positivo. Os
espectros foram obtidos a partir de uma solucdo metanélica dos compostos a 20 pg mL™,

contendo 2% de DMSO, onde o complexo 2c-Co' foi analisado na auséncia e na presenca de

excesso de ascorbato de sédio.

3.3. Difracéo de Raios X

As estruturas cristalinas do ligante HL e do complexo 1b-Co' foram determinadas por
Difracdo de Raios X de monocristais no Laboratério de Difracdo de Raios X da UFF (LDRX),
no Instituto de Fisica, pelo Prof. Guilherme Pereira Guedes. Os dados foram coletados em
difratbmetro Bruker D8 Venture usando radiacdo de grafite-monocromado de Mo Ka (A =
0,71073 A) a temperatura ambiente. Os parametros da medida e dos cristais estdo resumidos
na Tabela 9 (Anexo). A coleta de dados, o refinamento da célula e a redugdo dos dados foram
feitos com Bruker Instrument Service v4.2.2, APEX2 e SAINT, respectivamente [93,94]. A
correcdo da absorcdo usando reflexdo equivalente foi realizada com o programa SADABS

[95]. A solucdo da estrutura e as bases de refinamento full-matrix least-squares sobre F2 foram
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feitos com os programas SHELXS-97 e SHELXS-2014 [96]. Todos os &tomos, exceto 0s
atomos de hidrogénio, foram anisotropicamente refinados. Os atomos de hidrogénio foram
tratados usando um refinamento forcado. Os desenhos das estruturas foram gerados no
programa MERCURY [97].

3.4.  Célculos computacionais

Os estudos computacionais dos complexos 1b-Co'', 2b-Co"" e 2c-Co'"" e do ligante HL
foram realizados em parceria com o Prof. Dr. Fabio Miranda, do Instituto de Quimica da
Universidade Federal Fluminense.

Todos os calculos foram realizados no software Turbomole 6.6 [98] e no nivel
PBEO/def2-TZVP/COSMO para os complexos 1b-Co'", 2b-Co"" e 2¢-Co'"' e para o ligante
HL [99]. Os célculos de otimizacdo das geometrias dos compostos foram realizados com
método tedrico de densidade funcional PBE combinado com o conjunto de bases def2-SVP
[100,101]. A estabilidade das geometrias otimizadas foi confirmada por calculo de frequéncia
harmonica, uma vez que ndo foram encontradas frequéncias imaginarias ou negativas. As
estruturas de 1b-Co" e HL foram otimizadas a partir dos dados de difracdo de raios X e de
2¢-Co'"! baseada em estruturas reportadas na literatura [49,102]. Os célculos foram realizados
considerando-se o efeito do solvente (agua, constante dielétrica (¢) = 78,3553 e indice de
refracdo (n) = 1,333), usando 0 modelo de selecdo de condutores COSMO [103].

As energias de excitacdo eletrbnicas verticais foram realizadas em 50 estados para
encontrar as transicbes mais importantes e os espectros tedricos foram ampliados com uma
largura de banda a meia altura de 30 nm por uma funcéo de Lorentz. Frequéncias vibracionais
das ligacbes dos complexos e do ligante, o orbital molecular candnico e as superficies de
densidade de rotacdo foram plotadas com isocontornos de 0,02 u.a. no software Chemcraft 1.8
[104].

3.5. Voltametria ciclica

Os processos redox do ligante HL e dos complexos 1b-Co", 2b-Co'"' e 2c-Co"" foram
estudados por voltametria ciclica em um potentiostato—galvanostato BASI-Epsilon. Os
voltamogramas foram obtidos em DMF seco a concentracdes de 1,0 x 10° mol L™,

temperatura ambiente e sob atmosfera de argénio (borbulhando-se arg6nio nas solucdes por
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10 minutos antes de cada medida). Foram utilizados Ag/AgCl como eletrodo de referéncia
(ER), carbono vitreo como eletrodo de trabalho (ET), eletrodo auxiliar (EA) de platina e
perclorato de tetrabutilamdnio (PTBA) a 0,1 mol L™ como eletrélito suporte. Ferroceno foi
usado como referéncia interna (Fc/Fc* = +0,72 V vs eletrodo normal de hidrogénio) [105]. Os
voltamogramas foram medidos na faixa de 0,4 a —1,8 V e em velocidades de 50, 100, 150 e
200 mV s, no Laboratério Bio&Nano, do Instituto de Quimica da Universidade Federal

Fluminense.

3.6. Reatividade do complexo 2c-Co"" frente ao ascorbato de sédio

Estudos de estabilidade e reatividade do complexo 2c-Co"' foram realizados por
espectroscopia de fluorescéncia no Espectrofluorimetro Edinburgh FLS980, no Laboratério
de Fotoquimica Molecular (LFQM) do Instituto de Quimica da Universidade Federal
Fluminense. Os espectros de emissdo foram obtidos a 37 °C, na faixa de 460 a 700 nm para

HL e 2¢c-Co"!, sendo irradiados no comprimento de onda de 450 nm.

A reatividade do complexo frente ao ascorbato de sodio (10x de excesso) foi estudada
em tampao fosfato, pH 7,4, contendo 1% de metanol, para simular o pH fisioldgico. SolucGes
estoque do complexo (1,0 x 10 mol L™) e de ascorbato de sédio (1,0 x 102 mol L™) foram
previamente preparadas em metanol espectroscopico e agua destilada, respectivamente. Essas
solugdes foram diluidas em tampdo fosfato (pH 7,4) a uma concentracéo final de 1,0 x 10”
mol L™ para o complexo e 1,0 x 10 mol L™ para o ascorbato de sédio. O monitoramento da

emissio de 2c-Co'""

em presenga de excesso de ascorbato foi feito por 8,5h sob atmosfera de
argonio e atmosfera normal, com espectros medidos a cada 30 min. Uma solugdo contendo
apenas o complexo a 1,0 x 10> mol L™, em tampdo fosfato e sob atmosfera normal foi
avaliada por 8,5h a fim de estudar a estabilidade da molécula em solug&o.

Para o ligante HL, uma solug&o estoque (1,0 x 10 mol L) foi previamente preparada
em metanol espectroscopico e diluida em tampéo fosfato a 1,0 x 10 mol L™ para medida do

seu espectro de emissao.

3.7. Ensaios de citotoxidade

A avaliacdo da atividade citotoxica, em termos de concentracdo inibitoria de 50% da

viabilidade celular — ICsp, do ligante HL e dos complexos 1b-Co'" e 2c-Co'""' foi realizada no
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Laboratdrio de Substancias Antitumorais (LSAT) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em colaboragdo com a Prof® Heveline
Silva, seguindo procedimento padréo descrito na literatura [106]. Foram utilizadas linhagens
de células tumorais B16-F10 (célula de melanoma murino metastatico), 4T1 (célula de
carcinoma mamario murinho) e BHK-21 (célula ndo tumoral de rim de hamister). As
diferentes linhagens celulares utilizadas foram devidamente propagadas em meio de cultura
RPMI 1640, pH 7,4, suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10% v/v, Hepes (4,0
mmol/L), NaHCO3 (14,0 mmol/L), ampicilina (0,27 mmol/L) e estreptomicina (0,06 mmol/L)
em atmosfera imida e 5 % (v/v) de CO,. As células foram recolhidas apds serem lavadas com
tampdo PBS/EDTA pH 7,4 e desprendidas da superficie da garrafa de cultivo com solucdo de
tripsina 0,02 % (v/v). A tripsina foi inativada com adi¢édo de 1,5 mL de meio de cultura (10%
FBS).

Para determinacgdo da viabilidade celular foi feita a distribuicdo das células em meio de
cultura RPMI 1640, adicionado de soro fetal bovino 10% v/v, em densidades de 0,5 x 10°
(BHK-21), 1,5 x 10% (B16F10) e 2,0 x 10° (4T1) células/pogo/100 pL em placas de 96 pogos e
foram devidamente incubadas a 37 °C em atmosfera Umida a 5% de CO, por 24 h para total
aderéncia. Nos pocos das placas contendo as células aderidas, foram distribuidos 100 uL de
concentragdes decrescentes (100 a 0,1 uM) do composto a ser testado, em quadruplicatas.
Para controle negativo foi utilizado 100 pL de meio de cultura suplementado com 10% de
FBS.

Ap0s exposicdo por 72 h aos compostos, as celulas foram incubadas com MTT (5 ug/10
uL/pogo) por 4 h. Em seguida, o sobrenadante foi removido por aspiracdo e 100 pL de
DMSO/pogo foram adicionados. A viabilidade celular é determinada pela medida da
absorbancia a 570 nm em espectrofotbmetro de microplacas, sendo proporcional a
concentracdo de sais de formazan — produto da reducdo mitocondrial do MTT nas células
viaveis [107] (Figura 18).

Figura 18: Redugdo do MTT para formacao do formazan.
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3.8.  Sintese dos complexos

3.8.1. Complexo [Co"(L)(TPA)]CIO, 1b-Co"

O complexo 1b-Co' foi previamente sintetizado por nosso grupo [108], segundo
metodologia adaptada da literatura [49, 109]. O esquema de sintese encontra-se representado

na Figura 19.
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N ) —

P \ Y Co(Cl10y,),.6H,0
MeOH /3 h
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Figura 19: Esquema de sintese para o complexo 1b-Co", realizada em temperatura ambiente e protegido da luz.

A uma solucdo amarela contendo 97 mg (0,30 mmol) do ligante HL em 15 mL de
metanol e 41 uL de EtzN (0,30 mmol), adicionou-se uma solugédo résea contendo 89 mg (0,30
mmol) de TPA e 109 mg (0,30 mmol) de Co(ClO,),.6H,0 em 10 mL de metanol. O sistema
foi mantido sob agitacdo, protegido da luz e a temperatura ambiente por 3 h. Ao final da
reacdo, o baldo foi mantido sob refrigeracdo e cristais vermelhos foram obtidos apds seis dias
por evaporacéo lenta do solvente. Os cristais foram filtrados e lavados com etanol gelado.

Perclorato de etil  3-(7-(dietilamina)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato-

tris(piridinil-2-metil)aminacobalto (1), 1b-Co".

P.F.: 150 °C. Rendimento: 229 mg, 57%. IV (ATR): 2977/2933/2902 (vC-H de
CHy/CH3), 1714 (VC=Olactona), 1612 (VC—OpaicetonatotvC=C), 1591/1568 (vC=N+vC=C),
1501/1485/1445 (vC=C), 1266 (vC—Ogster), 1074 (vCI-0), 621 (50-CIl-0). Anélise elementar
de CHN: Encontrado: C, 55,38, H, 5,05; N, 8,80%. Calculado para: C, 55,50; H, 4,92; N,
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8,99%). UV-Vis [DMF; A/nm (¢/L mol™ cm™)]: 438 (36.232). [DMF/tampédo fosfato (pH =
7,4); Anm (e/L mol™ cm™)]: 448 (37.930) Condutividade: Qy [DMF] = 73,9 uS cm™
(Eletrdlito do tipo 1:1) [110].

3.8.2.  Complexo [Co"'(L)(TPA)](CIOy),, 2b-Co""

O complexo 2b-Co'"' foi sintetizado a partir do precursor de Co"', [Co(TPA)CI,]CIOs,
em duas etapas, de acordo com procedimentos adaptados da literatura [44,111] (Figuras 20 e
21).

1% Etapa: Sintese do precursor [Co(TPA)CI,]CIO,

/1
N MeOH / Clyy _ <:\< Y1, N
N Na / \Cl

NaClO4

4 + CoCl, |

Figura 20: Esquema de sintese do precursor de Co"', [Co(TPA)CI,]CIO,, realizada em atmosfera de Argénio.

Em um baldo completamente seco adicionou-se 100 mg de TPA (0,30 mmol), 45 mg de
CoCl; anidro (0,30 mmol) e 7 mL de metanol espectroscépico, observando-se a formacdo de
uma solucéo verde. O sistema foi mantido fechado e com atmosfera de argdnio. Através de
uma vidraria acoplada, promoveu-se a geracdo de gas cloro no meio reacional a partir da
reacdo entre NaClO,) e solugdo aquosa de HCI 20%, levando a mudanca da cor verde para
roxo apo6s 5 min. Ao final da reacdo, adicionou-se 84 mg (0,60 mmol) de NaClO,, obtendo-se
cristais roxos por evaporacdo lenta da mistura reacional em seis dias. Os cristais foram
lavados com agua até um pequeno aumento do pH da solucéo de lavagem (pH ~ 6) e secos em

dessecador. Rendimento: 45%.
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2% Etapa: Sintese do complexo[Co"'(L)(TPA)](ClO4),, 2b-Co""
| A _I clo, 0o o

N S
\
/ N, | cl LN 0o N
__ ‘ //,,,COHI.\\\ + )
/. = MeOH/50"C/2h
N

N NaClO,
z | + Et;N
A

Figura 21: Esquema de sintese do complexo 2b-Co

Foi preparada uma suspensdo contendo 70 mg (0,15 mmol) do precursor
[Co(TPA)CI,]CIO, em 5 mL de MeOH seco. Em seguida, adicionou-se 48 mg (0,15 mmol)
do ligante HL e 23 uL (0,18 mmol) de Et3N. O sistema foi mantido em banho-maria a 50 °C
por 2 h. Ao final da reacdo, adicionou-se 10 mL de éter etilico na solucao, onde o precipitado
foi isolado por centrifugacdo e o sobrenadante armazenado. Sobre o precipitado, foi
adicionado 5 mL de solucdo aquosa 0,1 mol L™ de NaClO, seguido de acetona até
solubilizacdo total. A solucdo foi mantida a temperatura ambiente e um sélido marrom
cristalino foi obtido apos evaporacdo lenta do solvente (sélido 1). O sobrenadante armazenado
foi totalmente evaporado e sobre o s6lido, adicionou-se 10 mL de éter etilico e 0 mesmo
procedimento descrito acima foi reproduzido. Um sélido marrom cristalino (sélido 2) e

monocristais amarelados foram obtidos ap6s evaporacdo do solvente da mistura H,O/acetona.

Perclorato de etil  3-(7-(dietilamina)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato-

tris(piridinil-2-metil)aminacobalto (111), 2b-Co""

Massa obtida: 4,5 mg (s6lido 1) e 22,5 mg (s6lido 2). RMN de *H (500 MHz, DMSO-
de) realizado com sélido 2: 8 9,22 (d,1H, Hpy complexo); 9,00 (S, 1H, Hécomplexo); 8,92 (d, 0,75H,
Hoy-precursor); 8,56 (S, 0,5H, Hdjigante livre); 8,45 (d, 2H, Hyy complexo); 8,39 (d, 1,5H, Hpy-precursor);
8,34 (ndo atribuido); 8,21-8,16 (m, 3,5H, Hyy complexo); 8,05-8,01 (M, 2H, Haromatico); 7,95 (S,
0,5H, Howmr); 7,84-7,79 (M, 6H, Hyy-precursor); 7,70 (M, 0,7H, HSijigante tivre); 7,66-7,63 (m, 4H,
HS5+Haromatico néo especificado); 7,44-7,39 (ndo atribuido); 6,92 (d, 1H, H6complexo); 6,80 (m, 1,6H,
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HBiigante tivre); 6,66 (S, 1H, H8complexo); 6,58 (S, 0,8H, H8iigante livre); 6,45 (S, 1H, H1lcomplexo);
6,23 (n&o atribuido); 6,10 (n&o atribuido); 5,63 (d, 1H, J = 16,45 Hz, CH,N1pa-precursor); 5,44
(d, 2H, J = 16,68 Hz, CH:Ncompiexo); 5,34 (S, 2H, CHaNrpaprecursor); 5,29 (S, 1,5H,
CH2Ncomplexo); 5,12 (d, 3,5H, J = 16,68 Hz, CH2Ncomplexo); 4,97 (d, 1H, J = 16,45 Hz, CH;N1pa-
precursor)s 4,23 (0, 2H, H13complexo); 4,09 (M, 1,5H H13jigante tivre); 3,93 (S, 1H, H1ljigante livre); 2,89
e 2,73 (s, 1,3H, Howmr); 1,19-1,06 (m, 17H, H14+H16+H18compiexo + ligante livre). 1V (ATR)
realizado com solido 1: 3586 (vOH), 3123 (vC—Haromatico), 2981/2937 (vC—H CH,/CH3), 1704
(vVC=Oactona), 1613  (VC-OpicetonatvC=C), 1590/1558 (vC=N+vC=C), 1482/1444/1423
(vC=C), 1281 (vC—Ogster), 1074 (vCI-0), 621 (80-CIl-O). Analise elementar de CHN
(realizada com sdélido 2): Encontrado: C, 38,67; H, 3,92; N, 6,38%. Calculado para
C36H38Cl,C0N5013.0,75C18H2,Cl3C0N4014.0,5C18H2:NOs.2,1NaClO,4.0,4ADMF: C, 38,90; H,
3,71; N, 6,76%. (Onde CzH3sCl,CoNsO13 = 2b-Co"""; C15H21NOs = HL; C1gHz2Cl3CoN4O14
= [Co(TPA)(OH2)2](ClO4)3).

3.8.3.  Complexo [Co"!(L)(Py.en)(ClO,),.2H,0, 2¢-Co™"

M e

/\

N Co(CI09;6H,0
NH HN MeOH /3 h

2¢-Co'll

Figura 22: Esquema de sintese para o complexo 2c-Co', realizada em temperatura ambiente e protegido da

luz.

A sintese do complexo 2c-Co'"' foi reproduzida, seguindo metodologia realizada
previamente por nosso grupo [108]. Utilizou-se 0 mesmo método descrito para 1b-Co'",
substituindo-se 0 TPA pelo Py,en (107 mg, 0,30 mmol). Ao final da reagdo, evaporou-se
metade do solvente no rotaevaporador e o solido laranja foi isolado por filtracdo, sendo lavado

com metanol gelado e seco em dessecador.

Perclorato de 3-(7-(dietilamina)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato-N1,N2-bis(2-

piridilmetil)-1,2-diamino-etanocobalto(l11) diidratado, 2c-Co"".
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Rendimento: 82 mg, 34%. Tgecomposicio: 245 °C. 'H RMN (500 MHz, DMSO-dg): & 8,78
(s, 1H, H4); 8,32-8,24 (m, 4H, Hpy2en); 8,11 (s, 2H, NH); 7,84-7,76 (m, 4H, Hpyzen); 7,59 (d, J
= 9,09 Hz, 1H, H5); 6,86 (d, J = 9,09 Hz, 1H, H6); 6,57 (s, 1H, H8); 6,31 (s, 1H, H11); 5,19
(dd, J = 11,22 e 24,02 Hz, 1H, Hb"); 4,99 (dd, J = 11,22 e 24,02 Hz, 1H, Hc’); 4,46-4,26 (m,
4H, Hb+Hc+H13); 3,50 (g, J = 6.89 Hz, 4H, H15+H16); 2,74-2,63 (M, 4H, Ha,a +Hd.d’);
1,21 (t, J = 7,10 Hz, 3H, H14); 1,15 (t, J = 6,89 Hz, 6H, H16+H18). IV (ATR): 3601 (vN-H),
3225 (vC—Haromatico), 2982 (VC-H CHy/CHs), 1713 (VC=Ojactona), 1617 (vC-Og
gicetonato VC=C), 1590/1559 (vC=C+vC=N), 1484/1455/1424 (vC=C), 1292 (vC—Ogster), 1074
(vCI-0), 623 (60-CI-0). Andlise elementar de CHN: Encontrado: C, 44,40; H, 4,93; N,
7,90%. Calculado para Cs;H3sCl,CoNsO13.2H,0: C, 44,35; H, 4,89; N, 8,08%. UV-Vis
[DMF; A/nm (e/L mol™ cm™)]: 447 (51.997). [DMF/Tampéo fosfato (pH = 7,4); A/nm (e/L
mol™ cm™)]: 455 (48.912). Condutividade: Qum [DMF] = 131,9 puS.cm™ (Eletrélito do tipo 1:2)
[110].
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Sintese e Caracterizacdo dos Complexos

4.1.1. Complexo 1b-Co"

O complexo 1b-Co' foi sintetizado previamente pela aluna de Iniciacdo Cientifica

Jessica Assuncédo [108] de acordo com o esquema de sintese representado na Figura 23.

oo

N 0 o — N

J () cocomero {_ \ (0=
MeOH /3 h /I \O__ /

R SR

A

1b-Co!!

Figura 23: Esquema de sintese para o complexo 1b-Co".

Na solucdo de HL, usou-se 1 eq. de EtzN para promover a desprotonagdo do grupo -

cetoéster pois a forma desprotonada (L) favorece a coordenac&o com o metal. A mistura de

TPA com o metal foi preparada separadamente para levar inicialmente a formacdo de uma

espécie intermediaria do tipo [Co(TPA)(S)-]**, com a amina auxiliar ocupando quatro pontos

de coordenacdo do cobalto (Figura 24a). Esta mistura foi adicionada ao ligante para

substituicdo das moléculas de solvente por L', como representado na Figura 24b. A ordem de

adicéo foi escolhida com o objetivo de formar um complexo do tipo [Co(L)TPA]**

formacdo de espécies com proporc¢des estequiométricas diferentes.

e evitar a

49



(2)

N
2NN I
A ] N
N MeOH
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X 2+
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‘o an Q/ )
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~ I
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Figura 24: Esquema representando as possiveis etapas na formagéo do complexo 1b-Co", onde (a) é a formagéo

do [Co(TPA)(S),]*" e (b) a substituicdo das moléculas de solvente pelo ligante desprotonado.

O sistema reacional permaneceu aberto no intuito de promover a oxidacéo do fon Co"

ao Co" pelo oxigénio atmosférico. No entanto, a difracdo de raios X dos cristais obtidos

mostrou a formag&o do complexo de Co'".

4.1.1.1. Determinacdo estrutural por difracdo de raios X

Monocristais de 1b-Co"' foram obtidos por evaporacdo lenta da solucdo do complexo
em metanol proveniente da reacdo. A estrutura molecular do complexo esta representada na
Figura 25. Monocristais amarelos do ligante HL também foram obtidos através da evaporacdo
lenta de solugdo metandlica e sua estrutura cristalina encontra-se representada na Figura 26.
Os principais comprimentos e angulos de ligagdo do complexo 1b-Co'" e de HL estdo listados
na Tabela 1. Dados de refinamento de ambos 0s cristais e 0s outros comprimentos de ligacéo

de HL estdo disponiveis no Anexo (Tabela 9 e 10, respectivamente).
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Figura 26: Unidade molecular do ligante HL.

O complexo 1b-Co" cristaliza no sistema monoclinico e apresenta grupo de espaco P
2,/n, com parametros de célula unitaria a = 11,7110(7) A, b = 16,8296(8) A, ¢ = 18,3872(10)
A, a=90° B =105,963(2)°, y = 90° e volume igual a 3484,2(3)A3. J4 o ligante HL apresenta

um sistema triclinico de cristalizacdo e grupo de espago P-1, com parametros de célula
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unitaria a = 7,7899(3) A, b =9,1682(4) A, ¢ = 13,2437(6) A, 0. = 88,782(2)°, P = 74,144(2)°, y
= 66,916(2)° e volume igual a 833,066 A3.

A unidade assimétrica do complexo 1b-Co' consiste de um cation mononuclear de
cobalto e um anion perclorato. O cobalto é hexacoordenado e os angulos de ligacao
envolvendo sua esfera de coordenacdo confirmam uma geometria octaédrica distorcida. O
ligante na forma L' interage com o fon metélico de modo bidentado através dos atomos de
oxigénio O3 e 04 da porgdo P-cetoéster, formando um anel estdvel de 6 membros com o
cobalto (Co1/03/C10/C11/C12/04, ver Figura 25). A amina auxiliar, TPA, é tetracoordenada
e esta ligada ao metal através do nitrogénio do grupo amina (N2) e dos atomos de nitrogénio
piridinico (N3, N4 e N5).

Os dados cristalograficos mostraram que o complexo assume um arranjo trans com
relacdo aos 4tomos O3 do grupo ceto de L™ e N2 do TPA, apresentando um angulo de
171,21(9)° entre N2-Col1-O3 (Tabela 1). Apesar da possibilidade de formacdo dos dois
isomeros, 1b-Co'" exibiu apenas essa conformacéo no estado sélido. A literatura reporta casos

similares para complexos de Co""

contendo TPA e um ligante O,O doador B-dicetona em que
0 grupo mais volumoso do ligante (um ou dois anéis aromaticos) apresenta-se cis ao
nitrogénio alifatico do TPA [44]. Os autores puderam comparar com a conformacdo do
complexo em solucdo por RMN de *H, que também indicou a formacdo de apenas um
isbmero. Os autores justificaram que a formacdo deste isébmero foi devido ao impedimento
estérico da piridina do TPA, fazendo com que o grupo mais volumoso do ligante O,0 doador
permanecesse Ccis ao nitrogénio do TPA menos impedido e mais distante das piridinas (mais
impedido). Contudo, os autores obtiveram o mesmo resultado para complexos de Co"
contendo TREN como ligante auxiliar, cujos sitios de coordenacdo sdo quatro grupos aminas
estericamente desimpedidos. Para esses complexos, 0s autores ndo puderam utilizar o mesmo
argumento associado ao TPA, pois ambos 0s grupos aminas do TREN s&o estericamente
similares.

Em outro caso, um complexo de Co"

contendo TPA e um ligante assimétrico O,0
doador apresentou apenas um arranjo no estado sélido e dois isdbmeros de proporcdes iguais
em solucdo, comprovado por espectroscopia de RMN. Neste trabalho os autores acreditam
que o estado sélido pode apresentar as duas conformacdes, cristalizando de forma individual
[83]. Para 1b-Co" a técnica de RMN torna-se inviavel devido & configuragdo paramagnética
do metal e, baseando-se somente nos resultados de DRX, o complexo néo exibiu interagdes

intramoleculares entre L' e TPA ou repulses entre grupos volumosos que justificassem a
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formacdo de um produto com um Unico arranjo. Certamente ndo ha dados que comprovem a
presenca de outra conformacao para o complexo, mas acredita-se que ha grande possibilidade
da formacdo do isdbmero cis. Célculos de otimizacdo geométrica para ambas formas estruturais
podem auxiliar na justificativa dos dados obtidos no estado sélido.

A determinacdo da estrutura de raios X do complexo evidenciou a formagdo de uma
espécie com o metal no estado de oxidagdo +2, principalmente pelos comprimentos de ligacdo
M-L [112]. As distancias observadas para as ligagdes Co—Npay N0 complexo 1b-Co" estdo
entre 2,105-2,175 A, sendo similares a complexos de Co" contendo ligantes polinitrogenados
[112,113]. As ligacBes entre L e Co' apresentaram comprimentos de 1,970(2) A e 2,087(2) A
para Col-O3 e Col-04, respectivamente. O estado de oxidacdo +2 para o Cobalto também
foi confirmado pela presenca do ligante na foma -1 e de apenas um anion perclorato.

A determinacéo estrutural do ligante por difracdo de raios X permitiu a avaliacdo das
principais modificacBes no seu arranjo apés sua coordenagdo com Co'. O primeiro aspecto
observado foi a variacdo dos comprimentos de ligacdo entre os atomos envolvidos na
complexacdo. No ligante livre, as ligacdes dos grupos carbonilicos C10=03 e C12=04
apresentam distancias de 1,220(2) e 1,198(3) A, respectivamente, e confirmam o caréater de
ligacdo dupla entre os atomos de carbono e oxigénio. Apos a coordenacdo de HL, o carater
das ligacBes C—O é diminuido devido & sua forma desprotonada e & interagdo com o Co",
apresentando distancias de 1,294(4) e 1,245(4) A, para C10-03 e C12—-04, respectivamente,
em 1b-Co". Este resultado estd de acordo com a literatura em que moléculas organicas
contendo grupo 1,3-dicetonas que apresentam a forma endlica no estado sélido exibem
distancias de ligacdo em torno de 1,3 A entre carbono e oxigénio na por¢io [C=C—O-H]
[114]. Ainda no sitio de coordencéo de L, foi possivel observar a variagdo no comprimento
de ligacdo C10-C11, que apresentou valor de 1,513(3) A na estrutura de HL livre e 1,383(4)
A apds a complexago. Essa diminuigdo do comprimento corrobora com a formagéo do sitio
[O=C-C=C-0O7] (B-dicetonato). A ligacdo C11-C12 também sofreu diminuicdo em seu
comprimento, ainda que menor, de 1,499(4) A no ligante livre e 1,425(2) A no complexo.

Em HL, o grupo ceto (C10=03) apresenta um pequeno desvio de 7,1(3)° do plano que
contém a cumarina [115,116] (C4-C3-C10-0O3) (Tabela 1). Além disso, o grupo carbonila
C12=04 apresenta um desvio bem maior entre os dtomos C10—-C11-C12-04, com angulo de
torcdo igual a 103,7(3)°. Esses angulos de tor¢do levam ao que assumimos como uma pseudo
orientacdo trans das carbonilas do ligante. Contudo, a coordenagédo com metal leva a uma
conformacao mais planar de L, onde os grupos C10-03 e C12—04 orientam-se de forma cis
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e os angulos de torcdo observados diminuem em grande escala para 2,25(5)° entre C4-C3—
C10-03 e para 0,5(3)° entre C10-C11-C12-0O4. Essa caracteristica é interessante porque
pode influenciar na deslocalizacéo eletrénica exibida pelo ligante. Recentemente, nosso grupo
reportou os efeitos da planaridade de derivados de cumarina apés sua complexacdo com Co""'
sobre as transi¢des eletrdnicas n—m* da molécula [109].

Tanto a estrutura cristalina de HL quanto de 1b-Co'" sdo estabilizadas por interacdes
intermoleculares fracas. HL apresenta também interacBes intermoleculares do tipo n—mn
stacking entre os anéis cumarinicos de duas moléculas no empacotamento, comum para essa
classe de compostos, onde a distancia Cgpy...Csp2 € de 3,373(3) A (Figura 27). Essa distancia
estd de acordo com sistemas contendo anel aromatico [117], incluindo nuacleos cumarinicos

[115,118].

Figura 27: Empacotamento cristalino de HL, mostrando as interagdes intermoleculares z—z stacking entre os

anéis cumarinicos do dimero molecular. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para clareza da imagem.
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Tabela 1: Principais comprimentos (A) e angulo (°) de ligacdo do complexo 1b-Co" e
do ligante HL obtidos por DRX.

Atomos Comprimento (A) Atomos Angulos (°)
1b-Co" HL® 1b-Co" HL®
Col-04 2,087(2) - 04—Col-03 91,31(8) -
Col-03 1,970(2) . 04-Co1-N2 92,63(9) -
Col-N2 2,174(2) - 04-Col-N5 85,16(9) -
Col-N3 2,104(3) . 04-Co1-N4 88,95(9) -
Col-N5 2,134(3) - 03-Co1-N3 94,66(9) -
Col-N4 2,128(3) - 03-Col-N5 94,98(9) -
C10-03 1,294(4) 1,220 (2) N3-Co1-N2 81,67(10) -
C12-04 1,245(4) 1,198 (3) N2-Col-N5 77,54(10) -
C2-02 1,213(4) 1,206 (2) N2-Col-N4 79,17(10) -
C11-C10 1,383 (4) 1,513 (3) N3-Co1-N5 95,89(9) -
C11-C12 1,425 (2) 1,499 (4) N3-Col-N4 87,62(10) -
N5-Col-N4 155,66(10) -
03-Col-N2 171,21(9) -
03-Col-N4 108,77(9) -
C10-C11-C12-04  0,5(3) 103,7 (3)
C4-C3-C10-03 2,2(5) 7103

# Outros comprimentos e angulos referentes a estrutura de HL estdo em anexo na Tabela 10.

4.1.1.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

Os compostos 1b-Co" e HL foram analisados por espectroscopia no infravermelho e
seus espectros encontram-se ilustrados na Figura 28. O espectro completo de HL encontra-se
em Anexo (Figura 50).
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Figura 28: Espectro de infravermelho do complexo 1b-Co" exibido na faixa de 3700-400 cm™ e do ligante HL

inserido na faixa de 1900-400 cm™ com destaque para as principais bandas.

O espectro de HL exibe as principais bandas que sofreram modificacBes apés a
complexacdo. O ligante livre apresenta trés bandas em 1742 cm™, 1711 cm™ e 1659 cm™
referentes aos estiramentos C12=04 (éster alifatico), C2=02 (lactona) e C10=03 da por¢éo
ceto do grupo P-cetoéster, respectivamente [12, 119, 120]. Resultados obtidos a partir de
calculo DFT mostraram valores vibracionais dos grupos carbonilas de HL muito préximos
dos dados experimentais. Valores teodricos para os v(C=0) referentes aos grupos C12=04,
C2=02 e C10=03 do ligante foram de 1742, 1719 e 1669 cm™, respectivamente. A Tabela 2
mostra a comparacdo dos valores de estiramentos obtidos pelo célculo e os dados

experimentais.
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Tabela 2: Atribui¢des das principais bandas do espectro de infravermelho obtido para
HL e 1b-Co" e dos calculos TD-DFT.

L HL | 1b-Co"
Atribuicoes HL exp. 1b-Co" exp.

TD-DFT TD-DFT?
vC12=04 (éster) 1742 1742 - -
vC2=02 (lactona) 1711 1719 1714 1711

vC10=03
1659 1669 - -
(grupo ceto)
1611, 1505, 1501, 1485, 1597
vC=C 1599 ]
1408, 1451 1445 (cumarina)
vC-0O +vC=C
- - 1612 1618
(B-dicetonato)
1593, 1591,
vC=C + vC=N - - 1591, 1568 1570
(TPA)
vCI-O - - 1074 -
d0CIO - - 621 -

2 Valores referentes as vibragdes do cation 1b-Co'"'.

Ap6s a complexacdo, observou-se o desaparecimento das bandas em 1742 cm™ e 1659
cm™ no espectro de 1b-Co'" (Figura 28), confirmando a desprotonacéo do ligante, que assume
a forma [O=C-C=C-O7] (B-dicetonato) e apresenta vibracbes em menores frequéncias no 1V
do complexo [114]. A abstracdo de um proton alfa as carbonilas diminui o carater de ligacéo
dupla entre C-O, como observado na estrutura cristalina (ver sessdo 4.1.1.1.), e uma banda
intensa em 1612 cm™ foi observada no espectro do complexo, sendo associada as vibracdes
mituas de vC-O + vC=C de L coordenado. Essa atribuicdo foi confirmada por calculos
DFT, que mostraram a vibracgéo das ligacdes C-O e C=C da porc¢éo p-dicetonato em 1618 cm’
1.

A banda referente ao v(C=0) da lactona ndo sofreu deslocamento no espectro do
complexo, aparecendo em 1714 cm™ e confirmando que a coordenacdo ndo ocorre através
desse grupo. Este valor esta em conformidade com o resultado de DFT, que mostra esta

absorcéo em 1711 cm™.
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O espectro do complexo apresentou bandas em 1591 e 1568 cm™, atribuidas aos
estiramentos C=C de aromatico e C=N caracteristicos dos grupos piridina do TPA [47,
102,113]. Os calculos mostraram valores bastante similares em 1593, 1591 e 1570 cm™ para
esses estiramentos centrados na amina.

No espectro do ligante livre a banda em 1611 cm™ e as bandas na faixa de 1505-1451
cm™ foram atribuidas aos vC=C da cumarina. No complexo esses estiramentos foram
exibidos na faixa 1501-1445 cm™, sendo associados tanto as ligagdes C=C da cumarina
quanto do TPA [47].

Bandas em 2977, 2933 e 2902 cm™ séo referentes & porcdo alifatica do complexo,
caracteristicas de estiramentos C—H [119]. As bandas em 1074 e 621 cm™ no espectro de 1b-
Co' sdo referentes a0 vCI-O e 80-CI-O, respectivamente, confirmando a presenca do

contra-ion ClO4” na molécula [10,27,47].

4.1.1.3. Espectroscopia na regido do Ultravioleta-visivel

Espectros de UV-Vis do complexo 1b-Co" e do ligante HL foram obtidos em DMF
espectroscopico e tampdo fosfato (pH 7,4). A Figura 29 mostra a sobreposicdo das curvas

obtidas em DMF e tampéo fosfato.
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Figura 29: Sobreposicéo dos espectros de UV-Vis de 1b-Co" e HL a 1,0 x 10° mol L™, em (a) DMF e (b)
tampao fosfato, pH 7,4.

O espectro de HL exibe uma banda bastante intensa na regido do azul em DMF (437

nm) e em tampdo fosfato (450 nm), atribuidas a transicdes do tipo n—=" do anel cumarinico e
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da carbonila da porcio B-cetoéster. Os valores de absortividade molar () de 51.311 L mol™
cm™ em DMF e de 46.753 L mol™ cm™ em tampdo mostram que o ligante sofre efeito
hipocromico em solvente mais polar. O deslocamento batocromico de 13 nm no espectro de
HL em agua confirma a atribuicdo da banda, visto que transi¢des n—r" exibem deslocamentos
para maior A em solventes de maior polaridade [121]. Além disso, derivados de cumarina
contendo o grupo dietilamina na posi¢do 7 exibem absorcdo em 376, 398 e 432 nm, as quais
sdo atribuidas a transi¢des m—m* [116,122,123]. Ap6s a complexacdo, ndo foi observado
deslocamento apreciavel desta transicdo eletrdnica, entretanto a absortividade molar caiu
cerca de 15 mil e 9 mil unidades, para 36.232 e 37.930 L mol™* cm™ em DMF e tampéo,
respectivamente, para o complexo 1b-Co"".

Complexos mononucleares de Co" contendo aminas aromaticas e ligantes 0,0 ou N,O
doadores apresentam absor¢des acima de 350 nm atribuidas a transferéncia de carga metal—
ligante [124,125]. Entretanto, a similaridade entre os espectros de HL e 1b-Co'" sugerem que
a transicdo eletrbnica permanece centrada no ligante apds a complexacdo. Fazendo uma
segunda consideracéo, uma transferéncia de carga entre Co" e L™ poderia existir no complexo
se sua energia estivesse na mesma faixa em que se encontra a transicao n—m* Nno espectro.

Célculos DFT realizados para 1b-Co" confirmaram que a banda em 448 nm no espectro

em tampado esta relacionada com transicdo n—mn+ centrada no ligante (Tabela 3).
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Tabela 3: Energias de excitacGes verticais de resposta linear selecionada, forcas do oscilador calculadas por nivel dpg-dOx em PBEO/def2-

SVP//PBEO/def2-TZVP/COSMO e valores experimentais de A e & em tampéo fosfato (pH 7,4) e DMF para o complexo 1b-Co" e o ligante HL.

Componentes de excita¢ao de um elétron ° Experimental
A fé . o Amax(nm)
Compostos h e Atribuicdo © %
(nm) (au) g(L mol™ cm™)
Tampéo DMF
450 437
HL 390 0,944 T—T* 97
(46.753) (51.311)
HOMO LUMO
N!?‘C- %‘ TT—T* 49
HOMOpB LUMOp 448 438
1b-Co" 399 1,086
% (ﬁ (37.930) (36.232)
% % T—T0* 47
HOMOa LUMOa

*Forca do oscilador. "Principais contribuices de excitacdes de um elétron para as transicdes, representado como particula-buraco (h* — ). “As atribuicées

foram feitas com base na forma e na orientacdo espacial dos orbitais.
60



As energias de excitacdo vertical calculadas confirmaram a natureza da transigédo
eletrdnica, a forca do oscilador apresentou valores muito similares entre HL e 1b-Co"
(Tabela 3) e um deslocamento batocromico foi observado para o complexo. A forma dos
orbitais mostrados na Tabela 3 indica que a densidade eletronica se estende da cumarina ao
grupo C12-04 da porcéo B-dicetonato de 1b-Co'", que pode ser justificado pela abstracéo do
H* e pela orientagdo cis dos grupos C-O de L*.

As curvas obtidas a partir dos célculos de DFT s8o similares as dos espectros obtidos

experimentalmente, com diferenca no valor do Amsx, € cuja sobreposicdo pode ser visualizada

na Figura 30.
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Figura 30: Sobreposicéo do espectro UV-Vis obtido em tamp&o fosfato e espectro tedrico obtido por TD-DFT
em 4gua, para (a) HL e (b) 1b-Co"".

4.1.2. Complexo 2b-Co""

O complexo 2b-Co'' foi sintetizado em duas etapas de acordo com metodologia
adaptada da literatura [111,44], partindo-se do precursor de Co"', [Co"(TPA)CI,]CIO,. Esta
metodologia foi empregada uma vez que a reacdo direta entre 0 TPA, 0 Co(ClO4),.6H,0 e o

ligante L, em ambiente aberto produziram o complexo de Co" (1b-Co").

Primeiramente foi realizada a sintese do precursor de Co"' [Co"(TPA)CI,]CIO, como

representado na Figura 31.
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Figura 31: Sintese do precursor de Co'", [Co(TPA)CI,]CIOy,, realizada em atmosfera de argénio.

O precursor foi sintetizado em um ambiente relativamente seco e sob atmosfera de
argbnio, com intuito de minimizar a0 maximo a presenc¢a de oxigénio e/ou dgua no meio.
Resultados ndo discutidos neste trabalho mostraram que reagdes envolvendo TPA e cobalto
levam facilmente & formagdo de um dimero do tipo [(TPA)Co"(u-0)(u-02)Co"'(TPA)*
devido a presenca de moléculas agua e oxigénio do ar. As condicGes reacionais utilizadas
visaram impedir a formacéo deste dimero.

O TPA e o CoCl; anidro, quando reagidos, promovem a formacdo do intermediario de
Co" e a adicéo de gas cloro no meio reacional foi feita para promover a oxidacdo a Co"' e
gerar ligantes CI" no meio. A adi¢do de NaClO, ao final da reacdo foi realizada para facilitar a
precipitacdo ou cristalizacdo do produto.

A segunda etapa da sintese consistiu na coordenacdo de L ao precursor
[Co(TPA)CI,](CIO,), (Figura 32).

n
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~
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Figura 32: Esquema da segunda etapa de sintese do complexo 2b-Co"".

O sistema foi mantido sob aquecimento para favorecer a reacdo do precursor
[Co(TPA)CI,]CIO,, que apresenta baixa solubilidade em metanol, com L*. Utilizou-se

metanol seco para evitar a formacdo da espécie [(TPA)Co"(u-0)(u-0,)Co"(TPA)Z. A
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adicdo de éter sobre a solucdo marrom ao final da reacdo foi realizada para promover a
precipitacdo do complexo, que exibiu boa solubilidade em metanol. Contudo, 2b-Co'""
apresentou solubilidade parcial na mistura éter/metanol, levando a um baixo rendimento do
primeiro solido isolado (4,5 mg). A coloracdo marrom do sobrenadante de éter/metanol
indicou a presenca do complexo dissolvido. Com intuito de obter mais sélido do produto,
realizou-se uma segunda purificacdo apds evaporacdo total destes solventes. Entretanto, esta
purificacdo ndo foi eficiente, resultando em um solido (sé6lido 2) contendo o ligante livre. A
evaporacdo total da mistura de solventes pode ter sido o fator principal para haver ligante no
solido isolado. O solido 1 isolado foi caracterizado por espectroscopia na regido do
infravermelho e o sélido 2 por espectroscopia de RMN de *H e anélise elementar de CHN.

A metodologia de sintese foi eficiente para formacdo do complexo de Co™", contudo, a

semelhanca nas solubilidades de HL e de 2b-Co " dificultaram a purificacdo do complexo.

Pode-se considerar, também, que a reacdo de formacao do complexo 2b-Co'"

seja reversivel,
onde um equilibrio entre os reagentes e o produto seja estabelecido dentro do tempo reacional
estabelecido na sintese, limitando o consumo de HL. Ajustes no procedimento de sintese
devem ser realizados com intuito de promover o consumo mais eficiente dos reagentes. Em
primeira instancia, acredita-se que a utilizacdo de excesso do precursor [Co(TPA)CI,]CIO,
favoreca a reacdo, levando ao consumo méximo de HL e sendo facilmente separado do
produto final devido a sua baixa solubilidade em metanol. Além disso, modificagdes externas
como 0 aumento do tempo reacional e da temperatura com refluxo acoplado também podem

favorecer a formacdo do complexo e o rendimento da reacéo.
4.1.2.1. Espectroscopia de RMN de 'H

O espectro de RMN de *H do complexo 2b-Co'" foi obtido a partir do sélido 2 isolado

da sintese. O resultado esta mostrado na Figura 33.
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Figura 33: Espectro de RMN de 'H obtido em DMSO-ds para o complexo 2b-Co"' (amostra do sélido 2)
exibido na faixa de 0 a 9,5 ppm. Os deslocamentos quimicos indicados em preto sio referentes a 2b-Co'"', em
vermelho a HL, em verde ao subproduto [Co(TPA)(OH,),](ClO,4); e em azul ao solvente DMF.

" os quais

O espectro de RMN de *H apresentou sinais referentes ao complexo 2b-Co
foram atribuidos com base nos deslocamentos quimicos do ligante HL livre [12], nos
acoplamentos exibidos no espectro bidimensional (*H x *H — COSY) do complexo, bem como
nos parametros de multiplicidades dos sinais. Entretanto, foram identificadas outras moléculas
presentes na amostra analisada. O espectro foi elucidado de maneira que possibilitou a
identificacdo de todos os compostos presentes no sélido 2.

Os sinais atribuidos ao complexo 2b-Co'!, foram associados com base nos
deslocamentos referentes aos ligantes coordenados. O sinal em 9,00 ppm foi atribuido ao H4
do ndcleo cumarinico, que no espectro do ligante livre aparece em 8,56 ppm. Esse

deslocamento é um indicativo da complexacdo de L™ ao Co ™", e normalmente € o hidrogénio

da porgdo cumarina que mais sofre efeito de desprotecdo pelo metal [109]. O H5 ndo sofreu
mudancas consideraveis apds a complexacdo, exibindo um dubleto em 7,69 ppm no espectro
de HL e um multipleto na faixa de 7,55-7,63 ppm no complexo (incluindo outros hidrogénios

aromaticos de 2b-Co"'). Ja para H6 e H8 foi observado um deslocamento para campo mais

baixo apos a coordenacdo, onde o0s sinais aparecem em 6,82 e 6,59 ppm, respectivamente, no

espectro do ligante livre e em 6,92 e 6,66 ppm para 2b-Co'"".
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Outra evidéncia da presenca de L foi o deslocamento do sinal do hidrogénio alfa as
carbonilas (H11). No ligante livre, o grupo CH, (H11) exibe deslocamento quimico em 3,94
ppm e integra para dois atomos de hidrogénio. J& no complexo, este sinal se desloca para 6,45
ppm com integracdo para 1H. Moléculas do tipo 1,3-dicetona que sdo reportadas como

ligantes em complexos de Co™ na sua forma desprotonada apresentam deslocamento acima

de 6 ppm para o hidrogénio alfa as carbonilas nos espectros dos respectivos complexos [44].

Os sinais referentes aos -CH; e -CH, de LY também séo vistos no espectro de 2b-Co'",
com excecdo de H15 e H17, que no ligante livre apresentam sinal em 3,50 ppm. Como néo
sdo esperados grandes deslocamentos ap0s a coordenagdo com cobalto, visto que H15 e H17
estdo distantes do sitio de coordenagdo, acredita-se que estes picos estejam encobertos pelo
sinal alargado da agua em ~3,50 ppm. O sinal em 4,23 ppm no espectro do complexo foi
atribuido ao hidrogénio H13, o qual apresentou um pequeno deslocamento para campo mais
baixo ap6s a complexacdo (H13 em HL é 4,09 ppm). Este deslocamento provocado pela
coordenacdo é facilmente justificado pelo efeito de desprotecdo que o metal provoca sobre 0s
atomos vizinhos. Um multipleto na faixa de 1,20 a 1,05 ppm foi associado aos hidrogénios
das metilas de L' no complexo (H14, H16 e H18). A integragdo deste multipleto indicou um
namero de hidrogénios superior ao esperado para o complexo, sendo associada a presenca de
ligante livre na amostra de 2b-Co'".

Sinais referentes ao TPA coordenado também foram observados. Os picos em 9,22,
8,45 e 8,19 ppm foram associados aos hidrogénios dos grupamentos piridina. Essas
atribuicbes foram realizadas com base nos acoplamentos exibidos pelo espectro de COSY do
complexo. Além disso, a literatura reporta valores similares para deslocamento de H,y) de
TPA coordenado a Co"' [44,111]. Dois sinais aparecem como multipletos na faixa de 8,05—
8,01 e 7,66-7,63 ppm, e foram associados aos hidrogénios aromaticos do complexo
(incluindo H5 da cumarina). Dois dubletos observados em 5,44 e 5,12 ppm, mostrando
acoplamento entre si, e um singleto em 5,29 ppm, foram atribuidos aos grupos CH, do TPA.
Esses deslocamentos sdo comuns para o TPA coordenado [44,111].

E interessante destacar que ndo foram observadas duplicacdes de sinais que indicassem
a presenca de isdbmeros cis e trans do complexo em solucéo, confirmando a presen¢a de uma
unica espécie. Contudo, foram encontrados todos os deslocamentos quimicos referentes ao
ligante livre no espectro, confirmando que uma por¢do do HL néo reagiu com cobalto durante
a sintese, e que esta de acordo com a obtencdo de monocristais do ligante no processo de

isolamento da reagdo (sessdo 4.1.2.). Além de HL, o RMN mostrou sinais em 7,95, 2,89 e
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2,73 ppm, que sdo referentes a molécula de DMF [126]. Apesar da metodologia de sintese néo
incluir o uso deste solvente, acredita-se que tal contaminagdo ocorreu durante o processo de
secagem do metanol (usado como solvente da sintese) através da peneira molecular utilizada.

O espectro também exibiu outros deslocamentos quimicos na regido de aromatico em
8,92 ppm, nas faixas de 8,39-8,34 ppm, 7,84-7,79 ppm e 7,44-7,39 ppm, que foram
associados a Hy) do TPA coordenado na forma de outra espécie diferente de 2b-Co'"'. Esta
atribuicdo foi confirmada também pelos sinais referentes aos grupos CH; do TPA. Dois
dubletos aparecem em 5,63 e 4,97 ppm que acoplam entre si (observacdo do espectro
bidimensional) e um singleto em 5,34 ppm, foram atribuidos aos CH,. Acredita-se que um
derivado do precursor usado na sintese esteja presente no solido isolado na forma
[Co"(TPA)X,]**, onde X = solvente.

Dados de anélise elementar de CHN confirmaram as espécies atribuidas no RMN do
solido 2 e indicaram que a quarta espécie presente na amostra corresponde a um complexo do
tipo [Co"(TPA)(OH,),](Cl04); (dados mostrados na sesséo experimental 3.2.2.).

4.1.2.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

O espectro na regido de infravermelho do complexo 2b-Co""

foi realizado a partir da
amostra do sélido 1 (primeiro sélido isolado da sintese do complexo). A Figura 34 exibe o

grafico representativo do espectro do complexo e do ligante HL.
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Figura 34: Espectro no infravermelho do complexo 2b-Co'"' exibido na faixa de 3800-400 cm™ e do ligante HL

exibido da faixa de 1900-400 cm™ com destaque para as principais bandas.

Os dados de infravermelho de 2b-Co'"' foram bastante similares ao do seu complexo
analogo de Co" (1b-Co", sessdo 4.1.1.2.). Comparando com o espectro do ligante livre,
observou-se que a banda referente ao estiramento do grupo éster do ligante, vC12=04 em
1742 cm™, desapareceu ap6s a complexacéo. Além desse resultado indicar a desprotonacéo e
coordenacdo do ligante pela porcéo p-cetoéster, ele sugere que no solido 1 ndo ha molécula de
HL livre como observado pela anélise de RMN do s6lido 2 na sessdo anterior. O estiramento
de C10=03 do ligante em 1659 cm™ também desapareceu confirmando a forma L,

Uma banda intensa em frequéncias mais baixas apareceu em 1613 cm™, sendo
relacionada com os estiramentos de C-O e C=C da porc¢édo p-dicetonato [2]. Calculos de DFT
mostraram que apds a complexacdo, a molécula apresenta estiramentos mutuos de C=C e C—
O da forma endlica do grupo B-cetoéster (O=C-C=C-Q), exibindo valores de 1573 e 1546
cm™, Tabela 4. O estado de oxidacdo do metal em 2b-Co'" causa um efeito maior sobre as
ligacBes C—O e C—C do ligante quando comparado com seu analogo 1b-Co'" e, por isso, os
célculos mostraram estiramentos em menores niimeros de onda para 2b-Co'".

Devido ao fato da carbonila da lactona néo estar envolvida com a complexacéo, ndo foi
observado deslocamento consideravel no estiramento dessa ligacdo, apresentando valor de
1704 cm™ no espectro do complexo e sendo confirmado pelos calculos de DFT com
estiramento de 1716 cm™.
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O espectro também exibiu bandas em 1590 e 1558 cm™ associadas aos vC=C+vC=N da
cumarina e das piridinas do TPA [47,102,113]. Essa atribuicdo foi similar aos resultados de
DFT, que apresentaram estiramentos em 1592, 1590 e 1565 cm™ para as ligaces aromaticas
da amina auxiliar. Um conjunto de bandas na faixa de 1482—1423 cm™ foram atribuidas as
ligacbes C=C das porcdes aromaticas do complexo.

Bandas referentes aos grupos alifaticos foram atribuidas em 2977 cm™ e 2937 cm™ para
vC—H. Foram observados também vibragdes que confirmaram a presenca do contra-ion ClO4
no complexo, que exibiu vCI-O em 1070 cm™ e §0-CI-O em 621 cm™ [10,27,47]. Além
disso, uma banda larga em 3600 cm™ foi associada vO—H de 4gua que pode estar presente na

rede do complexo, pois a molécula de 2b-Co""" ndo grupos O-H.

Tabela 4: Atribuicdes das principais bandas do espectro de infravermelho experimental

e calculado por TD-DFT do ligante HL e complexo 2b-Co'"".

L HL " 2b-Co'"
Atribuices HL exp. 2b-Co"" exp.
TD-DFT TD-DFT®
vO-H - - 3600 -
vC12=04 (éster) 1742 1742 - -
vC2=02 (lactona) 1711 1719 1704 1716
vC10=03
1659 1669 - -
(grupo ceto)
1611, 1505, 1482, 1444, 1546
vC=C 1599 ]
1408, 1451 1423 (cumarina)
vC-O+C=C A
- - 1613 1573, 1546

(B-dicetonato)
C=C + vC=N
vCI-O

30CIO

1590, 1558

1070

621

1592, 1590, 1565
(TPA)

& Valores referentes as vibracoes do cation 2b-Co

®Valor atribuido segundo reportado na literatura [114]
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4.1.3.  Complexo 2¢-Co""

A metodologia de sintese seguida para obtencdo do complexo 2c-Co™" foi similar a do

complexo 1b-Co" discutida no item 4.1.1 (Figura 35).

o o |
o H\
- N/IIIII
)N om0 Co(CI0,), 61,0 EN

NH HN MeOH /3 h H
+
B d b _

2¢-Coll!

Figura 35: Esquema de sintese para o complexo 2c-Co'"".

O complexo foi sintetizado primeiramente pela aluna de iniciacdo cientifica Jéssica
Assuncdo e posteriormente reproduzida para continuidade dos estudos sobre a molécula.
Assim como para 1b-Co'", a ordem de adicdo dos reagentes foi selecionada de maneira a
formar uma espécie intermediaria do tipo [Co(Py.en)(S).]**, a qual teria a substituicdo das
moléculas de solvente (S) pelo ligante desprotonado, L.

Diferentemente do complexo 1b-Co'", o sistema reacional aberto foi suficiente para
levar & oxidagdo do metal. O valor de condutividade molar igual a 131,9 uS cm™ confirmou a

formacdo de um complexo de Co™", indicando a presenca de um eletrolito do tipo 1:2 [110]

em solucdo, [Co"'(L)(Py,en)]**:2ClO,. Além disso, a anélise elementar de CHN estd em

acordo com a estrutura proposta, confirmando a formacao de um complexo catiénico de Co""

contendo dois contra-fons perclorato e indicando que a estrutura quimica de 2c-Co"
apresentada em solucdo é a mesma do estado sélido.

A diferenca eletrénica entre os ligantes TPA e Py.en pode justificar a formacdo de
complexos com diferentes estados de oxidacdo para 1b-Co'" e 2¢c-Co'"'. A maior capacidade
aceptora n dos grupos piridinas do TPA pode favorecer a obtencéo do centro metélico de Co",
menos oxidado. Por outro lado, o Py,en, que possui dois grupos aminas, € um ligante com
maior carater doador o, estabilizando o estado de oxidacéo +3 do cobalto.

Diversas tentativas para obtencdo de monocristais para determinacdo da estrutura de 2c-

o'"" por DRX foram realizadas, no entanto, o complexo apenas precipitava na forma de

solido amorfo ou na forma de microcristais inadequados para serem medidos.
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4.1.3.1. Espectroscopia de RMN de 'H

Espectros de RMN de 'H foram obtidos em DMSO-ds para o ligante HL e o complexo

2¢-Co"" (Figura 36). A anélise bidimensional do complexo (*H X *H — COSY) encontra-se na

Figura 37.
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Figura 36: Espectros de RMN de *H do ligante HL (a) e do complexo 2¢c-Co"" (b) em DMSO-ds, de 9 a 0 ppm.

As indicaces a-d, a’-d” para CH, do Py,en indicam orienta¢des diferentes para esses hidrogénios.

O espectro de RMN do ligante HL esta atribuido na figura segundo os dados reportados
na literatura [12] e foram usados como referéncia para os deslocamentos quimicos do 2c-

Co"". O hidrogénio mais desblindado de HL foi atribuido ao H4, apresentando sinal em 8,56
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ppm e como ja mencionado, é um dos atomos mais importantes para indicacdo da
coordenacdo da cumarina. Apos a complexacdo, esse hidrogénio sofre deslocamento para
campo mais baixo, exibindo um singleto em 8,78 ppm. O hidrogénio H5 apresentou um
pequeno deslocamento de 0,10 ppm para campo mais alto, aparecendo em 7,59 ppm no
complexo. Este hidrogénio apresenta-se como um dubleto, sofrendo acoplamento com H6 (J =
9,09 Hz), que exibiu deslocamento similar ao de HL livre. H8 também ndo apresentou
deslocamento aprecidvel, exibindo um singleto em 6,57 ppm. A desprotonacdo e a
coordenacao de HL foram evidenciadas também pelo deslocamento quimico referente ao H11
de 3,94 ppm em HL, para 6,31 ppm no complexo. Deslocamentos quimicos como este sao
observados em sistemas similares reportados na literatura [44].

No espectro de HL, os grupos CH, exibem quarteto em 4,09 ppm para H13 e um
multipleto em 3,50 ppm para H15 e H17. Apds a complexacdo, H13 apresentou deslocamento
para a faixa de 4,46-4,26 ppm e H15 e H17 permaneceram em 3,50 ppm. O efeito de
desprotecdo que o metal proporciona sobre os hidrogénios proximos ao sitio de coordenacao
justifica o deslocamento de H13. Porém, H15 e H17 ndo sofreram deslocamento porque estao
muito distantes do sitio de coordenacdo do ligante. Os grupos metila apresentaram
deslocamento quimico na mesma regido em ambos espectros, exibindo dois tripletos em 1,21
ppm (H14) e 1,15 ppm (H16 e H18) para 2c-Co"".

Os deslocamentos atribuidos ao Py,en foram feitos com base nos resultados de COSY e
nos dados da literatura. Dois multipletos na regido de aromatico foram atribuidos aos quatro
atomos de hidrogénio de cada grupo piridina, com deslocamentos na faixa de 8,32—8,24 ppm

e 7,84-7,76 ppm. Moléculas com grupos piridinicos coordenados a Co"

apresentam
deslocamento quimico para os hidrogénios aromaticos entre 7 e 9 ppm [44,127]. Um singleto
largo integrando para dois hidrogénios foi observado em 8,11 ppm, sendo atribuido aos dois
grupos NH do Py.en. Este sinal apresentou acoplamento com os grupos CH, vizinhos da
amina (CHy(a); CHz(b); CHa(c); CH(d)) e pode ser visualizado no espectro COSY (Figura

37).
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Figura 37: Espectro bidimensional (*H X *H - COSY) do complexo 2¢c-Co"' em DMSO-dg, de 2,0 a 8,5 ppm,

contendo a representacao simplificada da estrutura de 2c-Co"".

O acoplamento entre os grupos CH, e o NH estdo indicados pelas setas em azul na
figura acima. Os sinais observados na faixa 2,74-2,73 ppm foram atribuidos aos grupos
CHy(a,a’) e CHz(d,d”) da Py,en, por apresentarem acoplamento apenas com os grupos NH no
COSY. Por outro lado, os sinais em 5,19 ppm (para Hb’) e 4,99 ppm (para Hc’) sofrem
acoplamento tanto com NH quanto com os hidrogénios Hb e Hc, na faixa de 4,46-4,26 ppm
(indicado pelas setas em vermelho na Figura 37). A orientacdo espacial dos hidrogénios de
cada um desses grupos influenciou consideravelmente no deslocamento quimico. Desta
forma, Hb e Hb’ ndo apresentaram o mesmo sinal no espectro de RMN, assim como Hc e
Hc’. Além disso, apenas um hidrogénio de cada grupo (Hb’ e Hc’) acopla com NH da amina,
corroborando para existéncia de dois ambientes diferentes para cada hidrogénio dos CH,.
Dois valores de constantes de acoplamento J foram observadas para Hb’ ¢ He’: 11,22 Hz,
associada ao acoplamento mais fraco Jynu € Jenu € 24,02 Hz, podendo ser associado ao
acoplamento geminal J, € Jor OU Vicinal Jyc € Jyee [128]. Esse arranjo, que mantém o0s
grupos CH, do Py.,en mais rigidos devido a coordenacdo ao metal, foi confirmado por
espectroscopia de RMN de **C uni e bi-dimensionais (DEPT-Q e HSQC), onde foi possivel
verificar a correlagdo entre os deslocamentos dos atomos de hidrogénio e carbono.

O espectro de **C (Anexo, Figura 54) apresentou todos 0s sinais referentes & estrutura

de 2c-Co"", estando em acordo com as atribuicdes de RMN de 'H. Os deslocamentos em
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60,15 e 59,67 ppm foram associados aos &tomos Cb e Cc do Pyen, respectivamente. No
espectro de HSQC (Figura 55, Anexo) foi possivel observar que o sinal de Cb apresenta
acoplamento com os dois atomos de hidrogénio Hb e Hb’ (4,46-4,26 e 5,19 ppm,
respectivamente). Da mesma maneira, o carbono Cc exibiu correlagdo com Hc (de & 4,46-
4,26) ¢ Hc’ (de dem 4,99). Esse resultado confirmou que a orientagcdo espacial dos
hidrogénios dos grupos CHyppy € CHy refletiu consideravelmente nos deslocamentos
quimicos no espectro de hidrogénio do complexo 2c-Co'".

De modo geral, a presenca dos deslocamentos quimicos da amina auxiliar comprovou a
formacdo do complexo [Co(L)Py.en]**, 2c-Co'"'. Além disso, a ressonancia acentuada
observada no espectro confirma um sistema diamagnético, indicando que o cobalto assume
uma configuracdo d®, baixo spin, diferente do que foi obtido para o complexo derivado do

TPA, [Co(L)TPA]*, 1b-Co".

4.1.3.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

O complexo 2c-Co'"! foi analisado por espectroscopia no IV e comparado com HL
(Figura 38).
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Figura 38: Espectro no infravermelho do complexo 2¢c-Co"" exibido na faixa de 3700-400 cm™ e do ligante HL

exibido da faixa de 1900-400 cm™ com destaque para as principais bandas.
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Como ja discutido no item 4.1.1.2., o espectro de HL livre apresenta bandas em 1742
cm?, 1711 cm™ e 1659 cm™ referentes aos estiramentos C=0 do éster alifatico, da lactona e
do grupo ceto (referente a porcdo [-cetoéster), respectivamente [12,119,120]. Apos a
complexacdo observou-se o desaparecimento das bandas em 1742 e 1659 cm™ no espectro de
2¢-Co"!, confirmando a formacéo da espécie L' do ligante. A analise vibracional através de

"'"e HL, e os resultados estdo em

calculos DFT foi realizada para as estruturas de 2c-Co
acordo com as atribuicbes do espectro experimental. A Tabela 5 resume os dados

experimentais e tedricos obtidos.

Tabela 5: Atribui¢des das principais bandas do espectro de infravermelho experimental

e calculado por TD-DFT do ligante HL e complexo 2¢c-Co'".

L HL " 2c-Co'™
Atribuices HL exp. 2c-Co' exp.
TD-DFT TD-DFT?
vN-H (amina) - - 3225 -
vC12=04 (éster) 1742 1742 - -
vC2=02 (lactona) 1711 1719 1713 1715
vC10=03
1659 1669 - -
(grupo ceto)
1611, 1505, 1484", 1459", 1600
vC=C 1599 . )
1408, 1451 1424 (cumarina)
vC-O +vC=C 1617¢, 1590,
_ - - 1572, 1543
(B-dicetonato) 1559
1603, 1570
vC=C + vC=N - - 1590, 1559
(Py2en)
vCI-O - - 1074 -
30CIo - - 623 -

2 Valores referentes as vibragdes do cation 2c-Co'".

® Atribuicdo baseada em dados da literatura [127,129].

¢ Atribuicio baseada em dados da literatura [2].

Segundo os célculos, apds a coordenagdo, duas novas frequéncias aparecem em 1572 e
1543 cm™ referentes & porcdo B-dicetonato coordenada (vC—O +vC=C) (Tabela 5). No

espectro de 1V, foram observadas bandas em 1590 e 1559 cm™ que podem estar associadas a
74



estes estiramentos. Estas absor¢des também podem ter contribuicdo das ligagdes C=C e C=N
do py.en conforme sugerido pelos calculos e pelos dados da literatura [47,102,112].

Apesar dos célculos ndo apontarem, a banda intensa em 1617 cm™ observada no
espectro também foi associada as ligacbes C—-O e vC=C do dicetonato, estando de acordo com

espectros de IV de complexos de Co"

contendo ligantes com mesmo sitio de coordenacao ja
reportados [2]. Um conjunto de bandas em 1484-1424 cm™ foi associado as ligacdes C=C de
aromatico referentes & amina [127] e ao nacleo cumarinico [129], conforme indica dados da
literatura. A presenca da amina auxiliar foi confirmada também pela banda em 3225 cm™
associada ao vN-H da amina secundéria [119]. Estiramentos de ligacdo C—H estdo presentes
no espectro de 2c-Co'"' na faixa de 2982-2902 cm™ [119]. As bandas em 1074 e 623 cm™
presentes no espectro do complexo estdo associadas ao vCI-O e 50-CI-0O, respectivamente,

confirmando a presenca do contra-ion CIO4” na molécula [10,27,47].

4.1.3.3. Espectroscopia no Ultravioleta-visivel

Os espectros do complexo 2c-Co" e do ligante HL foram obtidos em DMF

espectroscopico e em tampdo fosfato (pH 7,4). A Figura 39 mostra a sobreposicdo das curvas

nos dois solventes.
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Figura 39: Sobreposicdo dos espectros no ultravioleta-visivel de 2¢c-Co"' e HL a 1,0 x 10®° mol L™, em: (a)
DMF e (b) tampao fosfato, pH 7,4.

Os espectros eletronicos do complexo 2c-Co'"

séo bastante similares aos do ligante
livre HL em ambos 0s solventes, apresentando uma banda intensa em 447 nm em DMF e em

455 nm em tampao, atribuida a transicdo m—n" centrada no ligante, assim como para o
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complexo 1b-Co" (sessdo 4.1.1.3.). Para 2c-Co"", foi observado um efeito hipercromico em
DMF, cujo ¢ calculado foi de 51.997 L mol™ cm™ e de 48.912 L mol™® cm™ em tampao
(Tabela 6). Esses valores foram ligeiramente maiores que os ¢ determinados para o ligante
livre (¢ = 51.311 L mol™ cm™ em DMF e 46.753 L mol™ cm™ em tampéo, respectivamente)
(Tabela 6).

Célculos DFT foram realizados para 2c-Co'"

e os resultados das transicOes estdo
listadas na Tabela 6 em comparacdo com os dados experimentais. A geometria do complexo
foi otimizada sem o contra ion perclorato e considerando-se a conformacdo de complexos de

Co"' contendo Py-en ja reportados [49,102], como representado na Figura 40.

- B
/ﬂ J {
o T o
[" s, o TRy
/ | = :/ }
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Figura 40: Representacéo da estrutura geométrica considerada para otimizacao da geometria de 2c-Co"".
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Tabela 6: Energias de excitagdes verticais de resposta linear selecionada, forcas do oscilador calculadas por nivel dpg-dOx em PBEO/def2-

SVP//PBEO/def2-TZVP/COSMO para o ligante HL e o complexo 2¢c-Co'".

Componentes de excita¢do de um elétron ° Experimental
A fa . o Amax(NM)
Compostos h e Atribuicdo © %
(nm) (au) g(L mol™ cm™)
Tampao DMF
415 0,575 TT—TU* 62
HOMO LUMO
455 447
2¢-Co'"" 408 0,531 TCLM 46
: (48.912) (51.997)
HOMO LUMO+2
422 0,103 TCLM 42
HOMO LUMO+1

*Forca do oscilador. "Principais contribuicdes de excitacdes de um elétron para as transicoes, representado como particula-buraco (h* — €7). ¢ As atribuicées

foram feitas com base na forma e na orientacdo espacial dos orbitais.
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Os resultados dos célculos confirmaram a presenca de transicdo n—n" para 2c-Co'"

centrada no ligante cumarinico em 415 nm (dado calculado). Os célculos também mostraram
que o complexo apresenta transicdes referentes a transferéncia de carga ligante—metal
(TCLM) do sistema = do ligante para os orbitais d do Co"' em A de 408 e 422 nm. A curva
que representa o espectro teérico mostra que as transicdes m—n‘e TCLM de 2c-Co'"
aparecem como uma Uunica banda. A Figura 41 mostra a sobreposi¢do entre 0s espectros de

UV-Vis calculado por DFT e o espectro obtido em tampéo fosfato, pH 7,4, para o complexo.
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2¢-Co —— LR-TD-DFT
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Figura 41: Sobreposi¢do do espectro experimental no UV-Vis obtidos em tampdo fosfato e espectro tedrico

obtido por TD-DFT em 4gua, para o complexo 2¢-Co'".

Esses resultados sugerem gue a transicdo em 455 nm observada no espectro em tampao
fosfato pode englobar um conjunto de transi¢des do tipo n—n* e TCLM sobrepostas na mesma
faixa de energia, como observado no espectro tedrico. A TCLM é comum em complexos de
Co"" hexacoordenados, visto que 0 metal se encontra no seu estado de oxidacdo mais alto,
estando mais suscetivel a receber elétrons do ligante quando comparado com a forma Co".

""" contendo

Bustamante e colaboradores estudaram complexos mononucleares de Co
uma amina Py,en e um ligante derivado de naftoquinona O,0 doador [49]. Os autores
observaram um conjunto de bandas na faixa de 320 a 520 nm em MeCN, as quais foram
atribuidas a sobreposicéo de TCLM dos orbitais pr do fenolato para os orbitais do do cobalto
com transi¢cGes centradas no ligante. Resultados similares foram obtidos por Souza e

colaboradores, onde trés complexos de Co™ coordenados por um ligante bidentado derivado

de triazol, N,O doador, exibiram bandas em 364, 355 e 375 nm atribuidas a transferéncia de
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carga do sistema = do ligante para o orbital d,, do Co", em MeCN. Nesse trabalho, os
complexos estudados diferiam no ligante auxiliar, que correspondem a aminas como TPA,
Py.en e Py,enMe [102]. Em ambos os trabalhos, os autores usaram calculos DFT para
suportar as atribuices de UV-Vis.

Outras estruturas contendo ligante polinitrogenados similares ao de 2¢c-Co'"

apresentam
bandas de transferéncia de carga ligante-metal acima de 400 nm em metanol. Esses
complexos contém derivados tridentados com porgdes piridina e imidazol, [(2-
hidroxibenzil)(2-(imidazol-2-il)etil)]Jamina e [(2-hidroxibenzil)(2-(piridil-2-il)etilJamina, e a
transicao foi tipicamente referenciada ao px do fenolato para do” do Co'"' [109].

As curvas que representam os espectros de absor¢édo tedricos do ligante e do complexo
estdo de acordo com os dados experimentais de UV-Vis. Os valores de absortividade molar
determinados em tampé&o foram correlacionados com a forca do oscilador referente a transigéo
n—mn* (415 nm) e ndo a TCLM (408 e 422 nm) exibidas pelo célculo DFT, pois foi a transicédo

com maior percentual de contribuigéo (62%).

4.2. Estudos de voltametria ciclica

Os processos eletroquimicos do ligante HL e dos complexos 1b-Co'', 2b-Co""! e 2c-
Co'" foram investigados por voltametria ciclica (VC) em DMF e seus voltamogramas est&o
representados nas Figuras 42 e 43, respectivamente. A Tabela 7 mostra os valores dos

processos redox vs Fc/F¢* e EPH para 0s compostos.

ISPA

Ia”

Ie" —HL

C 20 15 -0 05 00 05
Potencial vs Fe/Fe' (V)
Figura 42: Voltamograma ciclico do ligante livre HL, medido em DMF seco a 1,0 x 10° mol L™ em PTBA 0,1
mol L?, a 0,100 V s, usando eletrodo de carbono vitreo (ET); Ag/AgCl (ER); Fio de Pt (EA) e ferroceno como

referéncia interna, exibido na faixa de -2,25a 0,75 V.
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No voltamograma do ligante foi observado um processo anédico irreversivel (la”) em —
0,196 V vs Fc/Fc¢™ (equivalente a +0,196 V vs Ag/AgCl). Estudos eletroquimicos reportados
para derivados hibridos de aminocumarina e naftoquinona em MeCN mostraram uma onda
anodica irreversivel em torno de +0,80 V vs Fc/Fc', sendo associada ao nicleo
aminocumarina da molécula [130]. Em outro trabalho, um derivado contendo duas porcoes
simétricas de 7-dietilaminocumarina e oxadiazol ligadas por silicio apresentou uma onda de
oxidacdo positiva irreversivel em +0,86 V vs Ag/AgCl, em DMF, a qual foi relacionada a
remocao de elétrons dos grupos cumarinicos terminais [131]. Para 0 nosso caso, 0 processo
anodico observado no VC de HL pode estar associada também a oxidacdo da porcao
cumarina.

O ligante HL também exibiu uma onda catédica irreversivel (Ic”) em —1,82 V vs Fc/Fc*
(equivalente a —1,43 V vs Ag/AgCl), atribuida a reducdo da carbonila. A estrutura quimica de
HL apresenta trés grupos carbonilicos: um referente a lactona do nucleo cumarinico e dois
referentes a porgdo B-cetoéster. Desta forma, a reducdo observada no voltamograma de HL
pode estar associada ao ganho de elétrons de quaisquer desses grupos contendo a ligacdo
C=0. Na auséncia de um estudo mais detalhado sobre o comportamento eletroquimico de
HL, torna-se complicado fazer atribuicfes precisas e propor mecanismos sobre 0S processos
redox observados. Contudo, a literatura apresenta estudos associados a voltametria ciclica de
compostos que podem ser diretamente comparados com o0 nosso ligante.

Estudos eletroquimicos realizados com cumarina simples (1,2-benzopirona) em pH 8,0
mostraram um processo catodico em —1,65 V vs Ag/AgCl, atribuido a reducéo da carbonila da
lactona [132]. Os autores associaram este processo a formagdo de um grupo hidroxila, por um
mecanismo que envolve o ganho de dois elétrons e dois prétons. Em outro trabalho, Nufiez-
Vergara e colaboradores estudaram alguns derivados condensados de piridina-cumarina em
DMF, os quais apresentaram dois processos catodicos na faixa de —1,60 a—-2,05 Ve -2,03 a —
2,54 V (vs Ag/AgCI). Os estudos indicaram que os dois processos de reducdo estavam
associados a carbonila da lactona, onde a primeira onda catodica correspondia ao ganho de
um elétron para formacdo de um anion radical intermediario [C-O]*, e a segunda onda foi
atribuida a formacéo de um grupo hidroxila a partir do radical intermediario formado [133].

A presenca de um sitio B-dicetona em HL torna viavel a comparagdo com moléculas
contendo fragmento similar. Dez derivados de 1,3-dicetonas contendo substituintes
aromaticos e/ou alifaticos foram estudados por Kuhn e colaboradores, onde avaliaram a

reducdo dos compostos através de ensaios eletroquimicos em MeCN e célculos DFT [134]. O
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processo catodico exibido por cada derivado apresentou valores na faixa de -1,04 V a-2,14 V
vs Fc/Fc*, sendo atribuido & reducgdo de um elétron da carbonila do grupo ceto para formagéo
de um anion radical. Os autores observaram que a presenca de dois substituintes aromaticos
ligados & B-dicetona tornaram a redugdo reversivel ou quase-reversivel em altas velocidades
de varredura, sugerindo a estabilizacdo do anion radical pelo sistema m-conjugado. Ja 0s
derivados contendo pelo menos um grupo alifatico ligado ao carbono da carbonila (posicGes 1
ou 3) apresentaram reducao irreversivel.

Outra classe de compostos B-dicetonados que apresentam estudos eletroquimicos
reportados na literatura sao as curcuminas. Stanic e colaboradores observaram trés processos
de reducdo bem definidos em -1,1, 1,3 e -1,6 V vs Ag/AgCIl em pH 8,5 para a molécula de
curcumina. Os autores atribuiram os processos a reducdo do grupo ceto [135]. Ahmadi e
colaboradores também observaram comportamento similar da curcumina em solucdo tampao
de Tris-HCI, pH 7,2, onde os dois potenciais de reducédo apresentados foram de —1,18 e 1,21
V vs Ag/AgClI, atribuidos a reducdo do grupo ceto por um mecanismo que envolve duas
etapas [136].

A literatura consultada sugere que o potencial de reducdo de HL (-1,82 V vs Fc/Fc* e —
1,43 V vs Ag/AgCI) pode estar associado tanto ao grupo lactona da cumarina quanto as
carbonilas da porgdo p-cetoéster. Em ambos os casos, a reducdo do grupamento carbonila
pode levar a formacdo de um anion radical, que é mais instavel, e/ou a formacdo do grupo
hridroxila.

Foi observado que, apds a complexacdo de HL com cobalto, o valor da onda catodica
atribuida a carbonila ndo sofreu modificacdes consideraveis, aparecendo em torno de -1,8 V
vs Fc/Fc* nos voltamogramas dos complexos 1b-Co", 2b-Co'" e 2¢c-Co'"' (Figura 43). Vale
ressaltar que apesar do potencial Ic” néo ter sofrido deslocamento, a intensidade do processo
catddico sofreu uma diminuicdo consideravel nos complexos, quando comparado com HL

livre.
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Figura 43: Voltamograma ciclico dos complexos 1b-Co", 2b-Co"" e 2¢-Co"", medido em DMF seco a 1,0 x 10°
*mol L em PTBA 0,1 mol L™, a 0,100 V s, usando eletrodo de carbono vitreo (ET); Ag/AgCl (ER); Fio de Pt

(EA) e ferroceno como referéncia interna, exibido na faixa de -2,25a 0,75 V.

Os complexos 1b-Co", 2b-Co"" e 2¢c-Co'"" também apresentaram processos de reducéo
irreversiveis em torno de —2,15 V vs Fc¢/Fc* (llic), que podem ser atribuidos as piridinas do
TPA e do Py.en [137]. Complexos pentacoordenados do tipo [Co"(TPA)X]*, onde X = CI,
Br, I ou NCS apresentam a reducdo de um elétron localizada sobre o Co" e o TPA, com
valores na faixa de —2,07 a —1,93 V vs Fc/Fc* [138]. Sendo assim, as ondas llc e Illc
observadas no voltamograma ciclico dos trés complexos foi atribuida a reducdo centrada no

grupo piridina das aminas auxiliares. Em 2b-Co'"

0 processo de reducdo llc, em —2,015 V vs
Fc/Fc* desaparece com o aumento da velocidade de varredura, se sobrepondo com o processo
Illc. Acredita-se que essa nova onda em —2,015 V possa estar associada também com a
presenca da espécie [Co"(TPA)(OH,),](ClO4); na amostra de 2b-Co'".

Os voltamogramas dos complexos 1b-Co", 2b-Co"" e 2c-Co""! exibiram um par de
onda quase-reversivel em Ey= —0,432 V, —0,420 V e —0,568 V vs Fc/Fc', respectivamente,
que foram atribuidos ao par redox Co"'/Co". Todos os complexos foram medidos em quatro
velocidades diferentes e exibiram aumento proporcional da corrente de pico (Ip), indicando
uma boa correlacéo linear entre v/ e I, (R >0,9) (Figuras 51 e 52, Anexo). A reversibilidade
do processo foi atribuida segundo os parametros de AE, que apresentaram valores de 0,203,
0,136 € 0,155 V para 1b-Co"", 2b-Co"" e 2c-Co'"", respectivamente, e segundo a raz&o /1,

que resultaram em valores préximos de 0,9. Esses parametros estdo resumidos na Tabela 8.
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Complexos de Co" com diferentes niimeros de coordenagdo apresentam potenciais de
meia onda reportados tanto para o par Co"'/Co" [139] quanto para Co'"/Co' [140]. Shavaleev e
colaboradores estudaram uma série de complexos de Co" hexacoordenados contendo ligantes
derivados de azol-piridina, os quais exibiram dois processos quase-reversiveis em MeCN. O
primeiro par de onda apresentou Ei/, na faixa de +0,05 a +0,44 V vs Fc/Fc”, sendo associado
ao par Co"'"/Co", j& o segundo potencial de meia onda exibiu valores negativos na faixa de —
1,57 a-1,08 V vs Fc/Fc*, atribuidos ao par Co'"/Co' [141]. Riga e colaboradores observaram
um par redox reversivel associado aos seus complexos de Co" contendo ligantes derivados de
a-diimina. Os complexos sdo tetracoordenados, possuem dois ligantes cloreto, e os potenciais
de meia onda exibidos foram de —0,269, —0,323 e —0,630 V vs Fc/Fc", sendo associados ao par
redox Co"'/Co" [142].

Para 1b-Co'", o processo quase-reversivel encontrado, cujo Ey, = —0,432 V vs Fc/Fc
foi relacionado com o par Co"'/Co". Os valores dos potenciais encontrados foram mais
proximos aos potenciais reportados na literatura para Co"'/Co" do que Co'/Co', conforme

discutido acima, além de serem similares aos potenciais de complexos de Co™ contendo

' contendo

esferas de coordenacdo semelhantes [44,47,49]. Por exemplo, complexos de Co
ligante TPA e derivados B-dicetonados (como acetilacetona, 1-fenil-butadiona, 1-metil-3-2-
(naftil)propano-1,3-diona) e 3-cloro-2,4-pentadiona) exibiram Ej, na faixa de —-0,42 a 0,54
V vs Fc/Fc* em DMF, para o par Co"'/Co" [44]. Os autores mostraram, inclusive, que a troca
do TPA por uma amina totalmente alifatica (TREN — trietilenotetramina) levou a diminuicao
do potencial de reducdo e tornou o processo irreversivel.

" com estudos de voltametria ciclica,

A literatura reporta muitos complexos de Co
principalmente quando sdo explorados para pro-farmacos biorredutiveis. Esses estudos,
geralmente, destacam o0s potenciais redox do centro metalico e a variacdo desses potenciais de
acordo com a estrutura quimica dos ligantes [42,109]. A influéncia da natureza da ligagdo M-
L sobre o potencial de reducdo do metal ja esta bem estabelecida na literatura [143,144], onde
o ligante com maior carater aceptor = facilita o ganho de elétron pelo metal. O deslocamento
da onda catédica observado para os complexos 2b-Co'"' e 2¢c-Co"" (Ic = —0,488 e —0,646, vs
Fc/Fc®, respectivamente), por exemplo, foi associado a diferenca das aminas auxiliares
ligadas ao cobalto (TPA e Pysen, respectivamente), onde um potencial de reducdo mais

negativo foi observado para o complexo 2¢c-Co'". A presenca de um grupo piridina a mais na

estrutura do TPA reflete no maior carater aceptor = deste ligante, quando comparado com

Py.en. Desta forma, o centro metalico de 2b-Co" torna-se mais pobre em densidade
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eletronica, facilitando o ganho de elétron pelo Co"

. Consequentemente, o potencial de

reducdo do metal no complexo 2b-Co o

é maior do que no complexo 2c-Co'™", cuja amina
auxiliar (py-en) tem menor carater aceptor .

Em termos da elaboracdo de um pré-farmaco biorredutivel, um dos pardmetros
avaliados ¢ a faixa do potencial de reducdo em que a molécula se tornaré ativa. Para ativacao
em hipoxia, a faixa ideal reportada na literatura é geralmente de -0,4 a —0,2 V vs EPH [9,34]
ou, por alguns autores, de —0,5 a -0,1 V vs EPH [25,35,36]. Complexos contendo ligantes
marcadores fluorescentes — derivados de cumarina e antraquinona — foram reportados como
modelos de pro-farmacos, apresentando potenciais de reducdo dentro da faixa ideal, —0,387 e
—-0,250 V vs EPH, em DMF [36]. Como o potencial redox de uma espécie depende também

do solvente em que ela é estudada, a reducdo do Co™ em um complexo pode ou nao estar

dentro da faixa em um determinado solvente. Pires e colaboradores, por exemplo, observaram

" Co'" em —0,24 V vs EPH em MeCN, mas em tamp&o fosfato, pH 7,4, o

0 processo Co
potencial sofreu um deslocamento catodico para 0,17 V, acima da faixa ideal [27]. Em uma
andlise das diferengas entre os solventes, os autores observaram que em solucdo tampdao
ocorria a liberacdo do ligante apds a reducdo do cobalto durante o experimento de VC,

", Co'" irreversivel. Logo, para a modulacdo do potencial redox do

tornando o processo Co
cobalto em um protétipo de pro-farmaco biorredutivel, fatores externos a estrutura do
complexo também devem ser avaliados cuidadosamente.

Um bom exemplo a ser citado, sdo os estudos de Yamamoto e colaboradores com dois

" contendo hibridos de cumarina-3-carboxilato e cumarina-3-hidroxamato,

complexos de Co
0s quais tiveram seu potencial redox determinados em DMF. O primeiro complexo exibiu
processo catddico dentro na faixa para ativagdo em hipoxia (0,432 V vs EPH), enquanto que
0 segundo apresentou valor de redugdo muito abaixo do ideal (—1,334 V vs EPH) [10]. Apesar
da diferenca, os complexos mostraram efetiva liberacdo do ligante em células de carcinoma
de ovario, pois 0 mecanismo de dissociacdo da cumarina nao era dependente da reducdo do
cobalto e sim da troca do ligante. Isso mostra que a dissociacao do ligante em um pré-farmaco
pode seguir diferentes mecanismos, indicando que a avaliacdo do potencial de reducdo ndo é o
unico aspecto a ser explorado.

" contendo

Em um trabalho recentemente publicado pelo nosso grupo, complexos de Co
derivado de cumarina-N-acilhidrazona como ligantes O,N,O doadores apresentaram
potenciais de reducdo dentro da faixa sugerida para hipdxia (-0,371, —0,406 e —0,358 V vs

EPH), contudo, os complexos mostraram-se estaveis tanto em solucdo quanto em presenca de
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um agente redutor [109]. Desta forma, pode-se pressupor que, mesmo com a ocorréncia do
processo de reducéo do metal, a espécie de Co" formada deve ser suficientemente 14bil para

liberar o ligante no meio.
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Tabela 7: Dados eletroquimicos do ligante HL e dos complexos 1b-Co'", 2b-Co'"' e 2¢-Co'!' em DMF seco, a 0,100 V s™. Os valores de

potenciais estdo expressos em V vs Fc/Fc* e EPH.

HL  1b-Co" 2b-Co" 2c¢-Co"™ HL 1b-Co" 2b-Co" 2c-Co"
Ic” -1,825 -1,838 -1,847 -1,850 Ic" -1,105 -1,118 -1,127 -1,130
o la® -0,196 - - - o la® 0,524 - - -
LL I
B o
LL L
% Ic - -0,534 -0,488 0646 | & Ic - 0,187 0,232 0,075
S S
X lic - - -2,015 - % lic - - ~1,295 -
B B
2 | e - -2,144 2,110 2,155 | g8 | lllc - 1,424 -1,390 -1,435
g g
S (5
s la - -0,331 0352 -0491 | B la - 0,390 0,368 0,230
E.,° -1,148 -0432 -0,420 -0,568 E.,,° -0,428 0,288 0,300 0,152
Parametros de reversibilidade dos complexos
1b-Co" 2b-Co'""! 2¢c-Co'"
AE, 0,203 0,136 0,155
loal T 0,9 0,7 0,6

#Valores de potencial vs EPH foram calculados a partir do potencial redox de [Fe(n5-CsHs),]0/+ +0,72 V vs EPH em DMF [145].

®Valores de E;, para os complexos foram obtidos a partir de Ic e la.
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4.3. Estudo de Estabilidade e Reatividade do complexo 2¢-Co""

Para avaliacdo da estabilidade do complexo 2c-Co'!

em solugdo e do seu
comportamento frente a um agente redutor, foram realizados ensaios de liberacdo do ligante
em solucdo tampéo fosfato, pH 7,4, acompanhados por espectroscopia de fluorescéncia. A
Figura 44 mostra o espectro de emisséo do ligante HL livre e do complexo 2¢c-Co""! em uma

solucdo aquosa (tampéo fosfato) contendo 1% de metanol, a 1,0 x 10° mol L™

2¢-Co™
——HL

504

40 4

30 H

201

Intensidade de fluorescéncia 10° (ua)

T T T T
500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 44: Emisséo de fluorescéncia do ligante HL e do complexo 2¢c-Co""

10° mol L, medidos a 37 °C, com Aex. = 450 nm.

em tampdo fosfato, pH 7,4, a 1,0 x

O ligante livre exibiu uma banda de emisséo que vai da regido do azul ao laranja, com
intensidade maxima em 500 nm. Derivados de cumarinas contendo substituintes doadores de
elétrons na posicdo 7 apresentam grande rendimento quéntico [5,6]. Apds a coordenacdo com
Co"" foi observada a supressdo da fluorescéncia de HL, onde o complexo exibiu uma banda
com intensidade 60 vezes menor que do ligante livre nas mesmas condi¢Ges experimentais.

Moléculas organicas com propriedades emissivas tém sua fluorescéncia suprimida
quando sdo coordenadas & fons metalicos [81], como Co'"' [47,109]. Esse fenémeno é
decorrente de transferéncias de elétrons e de energia entre o metal e o ligante, além de
interacbes paramagnéticas (para o caso de ions paramagnéticos) [1,80,81]. Estudos sobre

complexos de Co™ como pré-farmacos biorredutiveis tém empregado essa propriedade para o

monitoramento da liberacdo do ligante em um meio redutor por espectroscopia de
fluorescéncia, onde o retorno da fluorescéncia da solucdo indica a presenca do ligante livre no

meio [47,36]. Da mesma maneira, foi possivel monitorar a dissociagdo de HL em solucéo

tampé&o do complexo 2c-Co " contendo excesso de ascorbato de s6dio como agente redutor. O
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monitoramento foi realizado em atmosfera de argdnio e atmosfera normal (composicéo
atmosférica do ambiente), com objetivo de verificar a influéncia do oxigénio na reacdo de
dissociacdo do ligante. O resultado dos estudos pode ser visualizado na Figura 45, onde estao
representadas as curvas de emissao do complexo por 8,5h de monitoramento em comparacao

com o ligante livre.
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Figura 45: Sobreposicéo entre espectro de emissdo de HL e monitoramento do complexo 2¢c-Co' (1,0 x 10°
mol L) frente ao ascorbato de sédio (1,0 x 10 mol L™) em tampéo fosfato, pH 7,4, contendo 1% de metanol, a
37 °C, com Aex. = 450 nm, onde (a): 2c-Co'" sob atmosfera normal; e (b): 2c-Co""

Exibidos de 460 a 700 nm.

sob atmosfera de argonio.

O primeiro espectro medido da solucdo do complexo foi imediatamente ap6s a adicédo
do agente ascorbato de sédio (to = tempo zero) e a emissdo observada corresponde a linha de
menor intensidade dos graficos representados na Figura 45. A cada 30 min um espectro de
cada solucéo foi medido, sendo observado aumento gradativo da fluorescéncia em ambos 0s
casos, que indicou a liberacdo de HL no meio.

A solucdo monitorada sob atmosfera normal (Figura 45a) exibiu um aumento gradativo
da fluorescéncia até 6 h de experimento (t12). Apds este tempo, observou-se uma pequena
diminuicdo na intensidade de emissdo, que variou de forma irregular até a Gltima medida (t;7
= 8,5 h de monitoramento). De maneira similar, a solucdo sob atmosfera de argénio (Figura
45b) exibiu um aumento gradativo na intensidade de fluorescéncia até 5 h em presenca de
ascorbato de sodio. Apos esse tempo, a intensidade continuou aumentando de forma mais
branda, sofrendo algumas variagdes irregulares até o final da analise. Esse comportamento
indica que o efeito do agente redutor sobre a liberagdo de HL deixa de ser linear ap6s 6 h e 5

h de exposi¢do do complexo 2c-Co"" sob atmosfera normal e de argbnio, respectivamente.
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A literatura mostra, para complexos de Co"

contendo cumarina e antraquinona
fluorescentes, que a intensidade de emissdo tende a diminuir gradualmente, mantendo-se
numa regido préxima do maximo atingido, indicando que o efeito do ascorbato de sddio sobre
0 complexo atinge um limite em determinado tempo [36].

O complexo 2¢c-Co™

também foi estudado em solucdo tampao, pH 7,4, na auséncia de
ascorbato de sddio, com objetivo de avaliar sua estabilidade e verificar se a liberacdo do
ligante é dependente do agente redutor. A solucdo foi monitorada em atmosfera normal, a 37

°C, por 8,5 h e o resultado esta apresentado na Figura 46.

50+
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Figura 46: Sobreposicdo entre espectro de emissdo de HL e monitoramento do complexo 2¢-Co' (1 x 107 mol
L") em tampéo fosfato, pH 7,4, contendo 1% de metanol, a 37 °C, com Aex. = 450 nm Exibidos de 460 a 700

nm.

Apesar de ser observado um pequeno aumento na emissdo da solu¢do do complexo, a
variacdo da intensidade méxima de fluorescéncia foi muito inferior aquelas observadas na
presenca de um agente redutor (menos que 5% da emissdo do HL livre). Isto indica que a
substituicdo do ligante HL é minima em solucdo aquosa, e sugere que o complexo 2¢c-Co'"' é
estdvel nas condicBes experimentais. Apesar de ainda ndo ser possivel comprovar o
mecanismo que leva a dissociacdo de HL (redox ou troca do ligante), pode-se afirmar que a
liberacdo do ligante é dependente da presenca de ascorbato de sédio. A Figura 47 mostra o
percentual de retorno da fluorescéncia em relacdo ao tempo até 5 h de monitoramento das trés
solugBes estudadas do complexo. Os percentuais do retorno de fluorescéncia foram

determinados considerando a emissdo o ligante livre como fluorescéncia maxima (100%).
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Figura 47: Comparacdo do % de retorno da fluorescéncia para o complexo 2¢c-Co"" em solucdo tampao, pH 7,4,

a 1,0 x 10° mol L™, na presenca de ascorbato de sédio (1,0 x 10 mol L™) sob atmosfera de argdnio e atmosfera

normal, e na auséncia do agente redutor.

A comparagdo entre os percentuais de emissdo das solucdes foi feita até 5 h de
monitoramento porque este foi o tempo maximo em comum que as solugdes contendo
ascorbato de sddio apresentaram um aumento gradativo mais linear. No entanto, a
sobreposicdo completa dos pontos obtidos nos estudos encontra-se em Anexo, na Figura 53.

Observou-se que o retorno da fluorescéncia em solucdo contendo ascorbato sob
atmosfera de argonio foi de aproximadamente 40%, enquanto que sob atmosfera normal esse
percentual chegou a 25%. A influéncia da atmosfera saturada com argonio sobre a dissociacao
do ligante sugere que a liberacdo de HL ocorre por um mecanismo redox, formando a espécie
l4bil de Co", seguida da substituicdo do ligante. J& em meio oxigenado, a reoxidagdo do Co"
formado pode ser mais réapida que a liberagdo de HL. Esse mecanismo pode ser ilustrado na
Figura 48.

ascorbato ,0

H
Coll(X), I, ~——— Co''(X),L Co'(X),OH,
4 02

dissociagdo de L

Figura 48: Esquema genérico representando a reacdo de dissocia¢do do ligante em meio redutor.

Complexos de Co" reportados como modelos de pro-farmacos biorredutiveis

apresentam dissociagédo do ligante na presenca de um agente redutor, e o percentual liberado
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mostra-se dependente da concentragdo de oxigénio em muitos dos casos. Esses estudos séo
realizados tanto por espectroscopia de UV-Vis [49,27] quanto por fluorescéncia (quando o
ligante € emissivo como no nosso caso) [42,47], e a maior liberacdo do ligante em atmosfera
de argdnio é atribuido a baixa reoxidacdo do Co" a Co"'. Para 2c-Co'"" esse resultado sugere
que em um ambiente celular, a liberacdo de HL podera ser mais seletiva as regiGes de baixa
oxigenacdo (hipoxia). Estudos com intuito de avaliar esse comportamento do complexo em
células com hipdxia simulada podem ser realizados posteriormente por microscopia confocal
[10].

Analises de espectroscopia de massas foram realizadas com o complexo 2c-Co'"' em
auséncia e presencga de ascorbato de sddio a fim de confirmar os resultados observados por
fluorescéncia. Os espectros foram obtidos a partir de uma solucdo metandlica contendo 2%

de DMSO e estdo representados na Figura 49.
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Figura 49: Espectro de massas do complexo 2¢-Co'"' em MeOH contendo 2% de DMSO: (a) auséncia e (b)

presenca de ascorbato de sodio.

Os dois espectros mostraram dois picos em 630 e 730 m/z referentes as espécies [2c-
Co"'1?* e [2c-Co" + ClO4]" do complexo, respectivamente. Entretanto, a adicdo de excesso

do agente redutor na solugdo de 2c-Co""

(Figura 49a) levou ao aparecimento de um pico em
333 m/z, o qual foi associado & espécie [HL + 2H*]**, confirmando a presenca do ligante

livre.

4.4. Ensaio de citotoxicidade

A atividade citotoxica dos complexos 1b-Co' e 2c-Co"' e do ligante HL foram

avaliadas contra células de melanoma murino metastatico (B16-F10), melanoma mamaério
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murino (4T1) e célula ndo tumoral de rim de hamister (BHK-21) e comparados com a
cisplatina, através dos seus valores de ICsy (concentragdo inibitoria de 50% da viabilidade

celular). Os resultados estao resumidos na Tabela 8.

Tabela 8: 1Csp — Concentracéo inibitoria de 50% da viabilidade celular dos complexos
1b-Co" e 2c-Co"" e do ligante HL. (UM + SD?).

Células Tumorais Célula Normal
B16-F10 4T1 BHK-21
HL >100 >100 >100
1b-Co" >100 31,7+0,1 12,4+13
2¢-Co" 459 +52 39,1+6,6 71,2£6,2
Co(Cl0,),.6H,0 >100 451+1,8 31,2+3,3
Cisplatina 6.0+1.0 6.2+2.0 8.4 +£1.9

3D — Desvio Padréo. Quadruplicata de dois experimentos independentes.

O ligante HL ndo apresentou atividade em nenhuma das células tumorais estudadas,
nem toxicidade a célula normal BHK-21, entretanto a complexacdo ao cobalto favoreceu
parcialmente a sua citotoxidade. Os resultados mostraram que os dois complexos avaliados
foram moderadamente ativos contra a linhagem de carcinoma mamario 4T1, apresentando
ICso de 31,7 0,1 uM e 39,1 + 6,6 uM para 1b-Co" e 2c-Co'"", respectivamente. O complexo
1b-Co" nio foi ativo contra melanoma, mostrando-se seletivo para carcinoma mamério,
entretanto ele exibiu toxicidade alta para célula normal BHK-21 (ICso = 12,4 uM). J& 0

"I apresentou resultados mais apreciaveis, sendo moderadamente ativo em

complexo 2c-Co
ambas células tumorais, com ICsq préximos de 40 uM. Além disso, este complexo mostrou-se
pouco toxico nas células normais, o que favorece a atividade global da molécula. Comparados
com a cisplatina, todos os compostos foram menos ativos contra as linhagens estudadas.

O precursor Co(ClO,),.6H,O apresentou citotoxidade similar a dos complexos para
linhagem 4T1 (45,1 £ 1,8 uM), sugerindo que o metal pode ser uma das principais influéncias
para atividade de 1b-Co'" e 2c-Co'"". Entretanto, para as células de melanoma murino (B16-

" contra esta

F10) o precursor ndo foi ativo, indicando que a acdo do complexo 2c-Co
linhagem celular pode estar sendo influenciada pela por¢cdo da amina Py.en coordenada.
Apesar de estabelecido na literatura que complexos muito carregados ndo penetram

facilmente atraves da membrana celular [9,146], a melhor atividade global observada para o
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""" pode estar associada também & sua maior carga, [Co(L)Py.en]**, quando

complexo 2c-Co
comparada com o 1b-Co", [Co(L)TPA]"". Vale destacar também que complexos de Co" sdo
pouco explorados como agentes anticancer e, normalmente, sdo menos ativos que complexos
de Co™.

Devido as limitacBes dos ensaios de citotoxidade, ndo é possivel afirmar o modo como
os complexos atuaram contra as células, sendo necessarios estudos posteriores de uptake para
verificar a capacidade das moléculas em atravessar a membrana celular, ensaios de interacdo
com proteinas especificas, dentre outras possibilidades. A literatura reporta complexos de
cobalto como agentes citotoxicos e as atribuicdes das atividades sdo mais exploradas a partir

de ensaios mais especificos que indicam os fatores que levaram a morte celular.

Complexos de cobalto foram reportados na literatura com estudos sobre a citotoxidade
em linhagens de melanoma mamario 4T1 e célula normal de rim BHK-21. Um inibidor de
metaloproteinase de matriz, Marimastat, apresentou melhor citotoxidade que seu respectivo
complexo de Co" in vitro contra célula 4T1 (ICs, = 0,007 + 0,005 uM e 0,9 + 0,1 uM,
respectivamente) [83]. Os autores desse trabalho atribuiram essa diferenca a coordenagédo do
inibidor através da porcdo hidroxamato, que € o grupo farmacoférico da molécula. Ja in vivo a
inibicdo do crescimento tumoral em ratos (com a mesma linhagem celular) foi mais eficaz

pelo complexo do que pelo Marimastat livre, indicando que o complexo de Co"

tem grande
potencial de carrear o ligante e entrega-lo as células, sendo um étimo modelo de pré-farmaco.
Apesar de HL ndo apresentar atividade nas células estudadas, para analisar o potencial

do complexo 2c-Co'"

como pré-farmaco biorredutivel seria necessario realizar 0s ensaios
também em ambiente de hipdxia e monitorar a entrada do complexo nas células. Este ultimo
torna-se necessario também para determinar se o resultado obtido para HL esta relacionado
com sua inatividade efetivamente ou se trata-se de uma molécula que ndo atravessa a

membrana celular na forma livre.
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5. CONCLUSOES

A metodologia de sintese utilizada para obtencdo de 1b-Co'" e 2c-Co'" foi satisfatéria

para formacdo de uma espécie de Co""

apenas para o segundo complexo, levando a oxidagéo
espontanea do metal durante a reacdo. A capacidade aceptora = mais pronunciada no TPA (no
complexo 1b-Co'") foi o principal fator apontado para a formagdo de um complexo de Co". O
uso de Et;N para desprotonacdo de HL foi eficiente, levando a coordenacdo do ligante na
forma L' em ambos os complexos. As anélises instrumentais (espectroscopia de RMN de ‘H,
IV, UV-Vis e DRX) e analiticas (analise elementar de CHN, condutividade elétrica e ponto de
fusdo) confirmaram a obtencao de complexos puros do tipo [Co"(L)(TPA)]CIO, pra 1b-Co' e
[Co"'(L)(Py.en)](CIOy), para 2¢c-Co"", estando em acordo umas com as outras.

O procedimento de sintese para obtencdo de 2b-Co'!

ndo foi completamente
satisfatorio, visto que nao foi observado o consumo eficiente dos reagentes durante a reacéo.
Entretanto, a metodologia utilizada levou a formagdo do complexo de interesse,
[Co"(L)(TPA)](CIO4),, sendo confirmado pelas analises de RMN de 'H, IV e analise
elementar de CHN. Ajustes posteriores na metodologia podem ser realizados para a obtencao

do complexo puro.

Célculos de TD-DFT corroboraram com os resultados experimentais de espectroscopia
dos compostos e confirmaram a natureza da transicdo eletrdnica no espectro de UV-Vis de
HL, 1b-Co" e 2c-Co'". Os dados teéricos comprovaram que a transicdo de maior

contribuicdo para os complexos é referente a n—m* centrada em LY, mas 2c-Co'"' também

exibiu transi¢des do tipo transferéncia de carga ligante-metal acima de 400 nm.

A partir dos resultados de voltametria ciclica pode-se concluir que é possivel modular o
potencial redox do Cobalto a partir da variacdo da amina auxiliar. Esses resultados séo
lineares com o que vem sendo reportado na literatura, onde o maior carater aceptor © do
ligante TPA levou a potenciais catédicos menos negativos para o processo Co'"'/Co" (1b-Co"
e 2b-Co"") e o maior carater doador o de Py,en refletiu em potenciais mais negativos (2c-
Co'". A influéncia da propriedade eletronica do ligante sobre a reducdo do centro metalico

permite a elaboracdo de pro-farmacos biorredutiveis mais seletivos a hipoxia.

Os ensaios de reatividade de 2c-Co'""

mostraram que o complexo apresenta parametros
favoraveis para a proposta de pro-farmaco biorredutivel, que indicou a liberacdo do ligante

L na presenca de ascorbato de sédio por espectroscopia de fluorescéncia. A dependéncia da
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concentracdo de O, no meio para dissociacdo do ligante foi favoravel em relacdo a
seletividade & hip6xia, onde o maior percentual de liberagdo de L' foi observado em meio
pouco oxigenado (atmosfera de argbnio), indicando que a substituicdo do ligante no complexo
ocorre preferencialmente por um mecanismo redox. Este resultado estd em acordo com o

valor positivo do processo Co"' — Co" observado para 2c-Co'"' (+0,075 V vs EPH).

Os ensaios de citotoxidade indicaram que a complexacdo de HL levou ao aumento da
atividade contra as linhagens celulares estudadas, mas a melhor atividade global foi observada

para 0 complexo 2c-Co'".

Esses resultados podem ser mais explorados por ensaios
especificos que indiquem os fatores que levaram a morte das células pelos complexos,
auxiliando na atribuicdo da atividade em relacdo a estrutura e, consequentemente, na

elaboracdo de espécies com maior potencial citotdxico.
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7. ANEXOS

7.1. Difracao de raios X

Tabela 9: Dados das estruturas cristalograficas, da

complexo 1b-Co'" e ligante HL.

coleta e do refinamento do

Dados 1b-Co" HL
Férmula quimica C3sH33CICON50Oq C1sH21NO5
Massa 778,17 331,36
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico
alA 11,7110 (7) 7,7899 (3)
b/A 16,8296 (8) 9,1682 (4)
c/A 18,3872 (10) 13,2437 (6)
al® 90 88,782 (2)
pl° 105,963 (2) 74,144 (2)
7/° 90 66,916 (2)
Volume da célula unitaria/A® 3484,2 (3) 833,07 (6)
Temperatura/K 293(2) 293(2)
Grupo de espaco P2:/n P-1
Foérmula unitaria por célula 4 5
unitaria, Z
Tipo de radiagdo MoKa MoKa
Coeficiente de absorgdo, wmm™ 0,74 0,75
Reflexdes medidas 53671 15642
Reflexdes independents 5205 3404
Rint. 0,078 0,037
Valor final de Ry (I1>24(1)) 0,078 0,053
Valor final wR(F?) (1>205(1)) 0,197 0.155
Valor final de R; (todos os dados) 0,108 0.097
Valor final wR(F?) (todos os dados) 0,216 0.188
Ajuste sobre F2 1,12 1,30
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Tabela 10: Comprimentos e éangulos de ligacdo selecionados para a estrutura

cristalogréfica de HL.

Ligante HL
Atomos Comprimento (A) Atomos Angulos (°)
C7-C6 1,426 (2) C10-C11C12 111,00 (16)
C6-C5 1,356 (2) 03-C10-C11 119,07 (17)
C5-C9 1,410 (2) 03-C10-C3 120,02 (16)
c9-C1 1,404 (2) C3-C10-C11 120,89 (16)
C1-C8 1,369 (2) 04-C12-C11 126.0 (2)
Cc8-C7 1,418 (2) 04-C12-05 122,5 (2)
C2-02 1,206 (2) C11-C12-05 111,46 (17)
C2-01 1,391 (2) 01-C2-02 115,21 (15)
C10-03 1,220 (2) 02-C2-C3 127,60 (17)
C12-04 1,198 (3) C3-C2-01 117,18 (15)
C12-Cl1 1,498 (3) C4-C3-C10-03 7.1 (3)
C11-C10 1,513 (3) C10-C11-C12-04 103,7 (3)
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Figura 50: Espectro de infravermelho do ligante HL exibido na faixa de 3700-400 cm™com destaque para as

principais bandas.
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7.3. Voltametria ciclica
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Figura 51: Voltamograma ciclico dos complexos (a) 1b-Co", (b) 2b-Co"" e (c) 2¢-Co"", medidos em DMF seco

a1,0x10°%mol L em PTBA 0,1 mol L, em velocidades de 50 a 200 mV s, usando eletrodo de carbono vitreo

(ET); Ag/Ag+ (ER); Fio de Pt (EA) e ferroceno como referéncia interna.
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Figura 52: Dependéncia linear da corrente de pico anddica (Ipa) e catddica (Ipc) versus v
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7.4.  Estudos de estabilidade e reatividade de 2¢c-Co""
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Figura 53: Comparacéo do retorno da fluorescéncia para o complexo 2c¢-Co

monitorados por 8,5 h em solucéo

tampdo, pH 7,4, a1 x 10° mol L™, na presenca de ascorbato de sodio (1 x 10 mol L™) sob atmosfera de argdnio

e atmosfera normal, e na auséncia do agente redutor.
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7.5.  Espectroscopia de RMN de **C

(DMSO)
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Figura 54: Espectros de RMN de **C do complexo 2c-Co""' em DMSO-dg, de 180 a 8 ppm.
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Figura 55: Espectro bidimensional de RMN de correlagdo de *C e *H do complexo 2¢-Co"' em DMSO-d,
exibido na faixa de: (a) 1 a9 ppme 0,5 a 155 ppm, (b) ampliacéo da faixa de 2,5 a 5,5 ppm e 45 a 75 ppm.
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