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RESUMO

O objetivo deste trabalho é contribuir com o desenvolvimento da quimica de complexos de
Fe(lll) com o ligante cyclam e derivados a partir da sintese, caracterizacdo, estudos de
reatividade e de atividade bioldgica de novos complexos com férmula geral [Fe(Ln)CI2]Cl com
n = 1 (cyclam), n = 2 (1-naftalen-2-ilmetil)(cyclam),
n = 3 (1-antracen-9-ilmetil)(cyclam) e n = 4 (1-piren-1-ilmetil)(cyclam). A metodologia de
sintese empregada na obtencdo dos ligantes apresentou bons rendimentos, com resultados de
caracterizacdo que sdao consistentes com a presenca dos fluoréforos apensados e com as
estruturas e férmulas propostas. Os diclorido complexos de ferro(lll) obtidos foram
caracterizados por diferentes técnicas como: andlise elementar (CHN), espectroscopia de
absorcdo UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia, IV e RPE e, espectrometria de massa com
ionizacao por spray de elétrons (ESI-MS). Também foram realizados estudos eletroquimicos
com o objetivo tanto caracterizar os complexos quanto investigar a reatividade em relacdo a
labilidade dos ligantes cloretos. Como as estruturas planares dos grupos fluoréforos podem
apresentar interacdo com macromoléculas de interesse biologico ou atividade frente a
patdgenos, testes in vitro em células tumorais foram realizados. Os resultados de analise
elementar mostraram boa concordancia entre os valores tedricos calculados e 0s experimentais
obtidos, assumindo que os complexos se encontram na forma monohidratada. Os espectros
eletronicos UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia sdo largamente dominados pelas bandas dos
fluoréforos. Os espectros de 1V apresentaram as principais bandas caracteristicas tanto do
ligante macrociclico quanto dos fluor6foros. A partir dos dados da RPE, observou-se que
valores de g sdo semelhantes (regides de 7.0, 4.3 e 2.0) para os complexos de Fe(lll), indicativo
gue os novos complexos apresentam a mesma geometria a qual € consistente com a forma
isomérica cis. Estudos de reatividade com relacdo a labilidade dos ligantes cloreto foram
conduzidos por voltametria ciclica e potenciometria direta para os complexos [FeClo(L2)]" e
cis-[FeCl2(L1)]". A partir destas técnicas foi possivel inferir que cloretos sdo pouco labeis.
Ensaios de citotoxicidade in vitro foram realizados com os ligantes livres e com os complexos
[FeCl2(Ln)]" (n = 1 a 4) com a linhagem celular ndo tumorigénica MCF10 e com as linhagens
tumorigénicas MCF7, MB231 e PC3. O ligante L1 e 0 respectivo complexo ndo exibiram
atividade (ICsp > 50 pM) contra qualquer uma das linhagens testadas. Por outro lado, tanto o

ligante L4 quanto o complexo [FeCl2(L4)]Cl apresentaram alta atividade.

Palavras-chave: cyclam; complexos de ferro; fluoréforos; atividade antitumoral.



ABSTRACT

The main goal of this work is to contribute to the chemistry of Fe(l11) metal complexes with the
cyclam ligand and its derivatives. This was achieved through the synthesis, characterization,
reactivity studies, and cytotoxicity essays of novel complexes using mono-N-functionalized
cyclam appended with fluorophores. The novel general formulas of the novel complexes are a
follow [Fe(Ln)CI2]Cl, with n values of 1 (cyclam), 2 (1-naphthalen-2-ylmethyl-cyclam), 3 (1-
anthracen-9-ylmethyl-cyclam), and 4 (1-pyren-1-ylmethyl-cyclam). The synthetic approach for
ligands resulted in good yields. In general, the results of ligand characterizations agree with the
proposed composition and structure and confirm the presence of the attached fluorophores. The
iron(111) complexes obtained were characterized by different techniques such as: elemental
analysis (CHN), UV-Vis electronic absorption and fluorescence emission, IR vibrational, EPR
spectroscopies and electron spray ionization mass spectrometry (ESI-MS). Electrochemical
techniques, such as voltammetry and direct potentiometry, were also carried out with the aim
of both characterizing the complexes and investigating their reactivity regarding the lability of
the chloride ligands. Due to the planar structures of the N-appended fluorophores, which may
interact with biologically relevant macromolecules or exhibit activity against pathogens, in
vitro tests on tumor cells were carried out. Results of elemental analysis showed good
agreement between the calculated and the experimental values, assuming that the complexes
are in monohydrate form. The UV-Vis electronic absorption and fluorescence emission spectra
are largely dominated by the fluorophore bands. The IR spectra exhibited the main
characteristic bands of both the macrocyclic ligand and the fluorophores. From the EPR data,
it was observed that g values are similar (regions of 7.0, 4.3 and 2.0) for the Fe(l11) complexes.
These results also indicate that the novel complexes have the same geometry, which is
consistent with the cis isomeric form. In the cyclic voltammograms, a quasi-reversible pair of
peaks was observed in the range of -0.5 to 0.5 V, which was attributed to the Fe3*’?* redox
couple in the complexes. Studies of reactivity regarding chloride lability were conducted by
cyclic voltammetry and direct potentiometry, and suggesting a low lability of the coordinated
chlorides in these complexes. In vitro cytotoxicity assays were performed on free ligands and
complexes using non-tumorigenic MCF10 cells, cancer lines MCF7, MB231 and PC3. The L1
ligand and complex did not exhibit activity (IC50 > 50 uM) against any of the tested strains.
Conversely, both the L4 ligand and the [FeCl2(L4)]CI complex demonstrated the highest activity

against the strains under investigation.

Keywords: cyclam; iron complexes; fluorophores; antitumor activity.
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1. INTRODUGAO
1.1 O ELEMENTO FERRO E ALGUMAS PROPRIEDADES IMPORTANTES

O ferro é um elemento fundamental na quimica e € essencial para todos 0s organismos
vivos. A configuragdo eletrénica atdmica é [Ar]4s?3d® e os dois estados de oxidagdo mais
comuns, +2 e +3, apresentam as configuracdes eletronicas [Ar]3d® e [Ar]3d®, respectivamente.
O raio idnico varia entre 0,63-0,78 A (Fe®*-Fe?*) conforme o nimero de coordenacdo. A
presenca de orbitais d parcialmente preenchidos, a variabilidade no estado de oxidagéo, a
simetria e os ligantes nos complexos de ferro influenciam diretamente nos processos quimicos
destes compostos. A grande importancia, aplicabilidade e variabilidade de propriedades tornam

a quimica de coordenacao do ferro umas das mais amplamente investigadas (DUARTE, 2020).

Embora a grande maioria dos complexos de coordenacéo do ferro contenha o metal nos
estados de oxidacgdo +2 e +3, os estados de oxidacdo mais baixos de +1 e 0 ndo sdo incomuns,
especialmente em areas limitrofes da quimica organometalica. O estado de oxidacdo +4 é
relevante para sistemas bioinorganicos de transferéncia de elétrons e espécies que
desempenham papeis como intermediarios na oxidacdo catalitica de substratos organicos por
heme proteinas (naturais ou modelos sintéticos) e demais proteinas contendo ferro (SANCHEZ
et al., 2017), como os citocromos P450. Estados de oxidacdo formal fracionados ou com
valéncia mista podem ser observados em compostos de coordenagdo ou 6xidos como o Fe3Oa,
por exemplo. Compostos de ferro em baixos estados de oxidacao sdo estabilizados por ligantes
aceptores de elétrons, especialmente mondxido de carbono (CO), isocianeto (R — N=C) e
fosfinas (PR3) (SANCHEZ et al., 2017). A geometria de coordenagio mais comum encontrada
em compostos de ferro é octaédrica, mas tetraédrica, bipiramide trigonal e piramide quadrada
também sdo conhecidas.

No ion ferro trivalente (3d°), todos os orbitais 3d encontram-se parcialmente ocupados
sendo que esta configuragdo confere ao ion de Fe®*" uma certa estabilidade. Para o ion livre
Fe(I), o termo fundamental ®S se transforma, em um campo octaédrico, em 6Aq (S = 5/2) em
conformidade com medidas de susceptibilidade magnética. Em uma simetria octaédrica os
seguintes estados fundamentais 3,462 (S = 5/2, spin alto) e t54e°g (S = %, spin baixo) podem
existir (LAKSHMI; ENDO; SIVA, 2012). O estado intermediario, t*,4e'q (S = 3/2), é conhecido
em poucos casos de complexos de ferro(l11), sendo mais comum em porfirinas (SANCHEZ et

al., 2017; TAIWO, 2003). Como ndo h& nenhum outro estado de spin sextupleto, as transi¢cdes
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de campo ligante s&o proibidas e, portanto, de baixa intensidade (LAKSHMI; ENDO; SIVA,
2012).

No caso do ferro divalente (3d°), o termo fundamental do ion livre € °D e, em um campo
octaédrico, se transforma no estado fundamental °T,y. Neste caso, duas possibilidades de
configuragdo para o estado fundamental podem ocorrer: t°24e% (S = 0, spin baixo) e t*xe%
(S = 2, spin alto) as quais dependem do desdobramento do campo ligante (SANCHEZ et al.,
2017; TAIWO, 2003). Considerando as transi¢cdes de campo ligante, a transi¢cao permitida por
spin, °Eg « °T2g, resulta em uma banda de maior intensidade que se divide em duas bandas
devido ao efeito Jahn-Teller (LAKSHMI; ENDO; SIVA, 2012).

Em complexos de Fe?* ou Fe** de spin alto o nimero de elétrons desemparelhados é
maximo o que resulta em momentos magnéticos distintos correspondentes a 5 (5,85 uB) e 4
(5,05 uB) elétrons desemparelhados, respectivamente. Para spin baixo os complexos da espécie
Fe3* apresentam momentos magnéticos correspondentes a um elétron desemparelhado (1,8 a
2,1 uB), enquanto que para Fe?* o0s complexos sdo diamagnéticos, sem elétrons
desemparelhados (BURGESS; TWIGG, 2006).

Para compreender melhor a importancia do ferro e da sua capacidade de modular varios
processos quimicos e bioldgicos, é importante conhecer alguns aspectos da sua reatividade em
meio aquoso (DUARTE, 2020). Em &gua, em pH abaixo de 2,2 a espécie de Fe** é melhor vista
como [Fe(H20)6]*", 0 qual comporta-se como um &cido relativamente forte com pKas variando
entre 2,2 a 9,6. Em pH mais alto, o Fe*" hidrolisa para formar espécies como o Fe(OH)?*,
Fe(OH).*, Fe(OH)se Fe(OH)4~. O ion Fe?*, por outro lado, é um &cido fraco com pKa em torno
de 9,2 (SMITH et al., 2004).

O potencial padrio de reducéo do ferro Fe?*/Fe® (E° = -0,44 V) encontra-se numa faixa
intermediaria de potencial tornando relativamente facil a formacéao do estado de oxida¢do +2 o
qual é biologicamente importante. Ja o potencial Fe3*/Fe?* (E° = +0,77 V), facilita a reduc&o do
Fe3* a Fe?*, tornando o ferro (til para a reagbes de transferéncia de elétrons na natureza
(DUARTE, 2020; FREY; REED, 2012). A sua posicao intermediéria na tabela de potenciais de
reducdo indica que o equilibrio eletroquimico pode ser facilmente deslocado em fungéo das
condi¢des do meio, ou seja, em funcdo do pH, da concentracdo e da presenca de outros ions
(DUARTE, 2020).

Os organismos vivos recorrem aos metais para funcdes que ndo podem ser alcancadas

por compostos organicos e dentre os metais, o ferro € certamente 0 mais importante para 0s
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processos bioldgicos (BURGESS; TWIGG, 2006) dentre os quais pode-se destacar a producdo
de energia, biossintese, replicacdo e locomocdo. A presenca de ferro é necesséria nos sitios
ativos de muitas metaloproteinas envolvidas em processos biolégicos cruciais, como proteinas
de transferéncia de elétrons (citocromos e proteinas de ferro-enxofre), fatores de transcricéo,

proteinas transportadoras e/ou de armazenamento (SILVA, 2013).

Nos sistemas bioldgicos as reacOes catalisadas por complexos de ferro sdo afetadas
decisivamente pela natureza do ligante. O ferro e, em menor grau, outros metais de transicao
estdo envolvidos em muitos processos de degradacdo na natureza que incluem, acidos graxos
(peroxidacdo lipidica), DNA e proteinas (CHOBOT; HADACEK, 2010). Consequentemente,
as células desenvolveram varios mecanismos de protecdo que incluem metabdlitos de baixo
peso molecular altamente redutores, como o &cido ascorbico, bem como enzimas como a
superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase (FOYER; NOCTOR, 2005). Suas ac¢Ges
combinadas visam manter a homeostase redox na célula. Os ions de ferro participam das
transferéncias de elétrons, ndo apenas para reduzir H2O2 a ‘"OH como na reacéo de Fenton, mas
também no transporte de elétrons na cadeia respiratoria e, nas plantas, na fotossintese e na
biossintese da clorofila (JEONG; GUERINOT, 2009).

1.2 LIGANTES MACROCICLICOS

Os ligantes que contém mais de um sitio de ligacdo para um mesmo ion metalico sdo
chamados de ligantes quelantes (da palavra grega ynAn, chél€, que significa "garra" ou "pinga")

referindo-se a forma pela qual os ions metalicos sdo “aprisionados” no composto (MORGAN;
DREW, 1920).

Ligantes quelantes tém, em geral, afinidade relativamente mais alta por ions metalicos
quando comparados aos analogos com apenas um sitio de ligacdo (ligantes monodentados). A
maior estabilidade observada para os complexos com ligantes quelantes pode ser explicada a
partir dos parametros termodindmicos (Kr, AHs e ASf) em conjunto com as relagdes AGs = AHs¢
— TASt e AGs = —RTInKs, mas com o cuidado de comparar ligantes analogos. Para analisar a
influéncia do fator entropico, ha dois fatores principais a serem considerados: (i) a entropia da
rotacdo livre do quelante, a qual é limitada pela coordenagdo ao metal resultando em uma
reducdo neste fator e (ii) a entropia da mudanca no nimero de moléculas que podem se mover
livremente. Enquanto o primeiro fator apresenta uma influéncia reduzida, no segundo, quando

um ligante quelante substitui varios ligantes monodentados, o resultado & um aumento no
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namero de moléculas livres no sistema, resultando em um aumento significativo na entropia,
sendo este o principal fator que impulsiona o efeito quelato (MOSCHETTA; GANS; RIOUX,
2014).

O efeito macrociclico segue o mesmo principio do efeito quelato, o qual, entretanto, é
reforcado pela conformacéo ciclica do ligante. Os ligantes macrociclicos ndo sdo apenas
multidentados, mas sdo covalentemente limitados a sua forma ciclica, permitindo menos
liberdade conformacional. Uma outra caracteristica desses ligantes consiste, na maioria dos
casos, no fato de ndo completarem a esfera de coordenacdo dos ions metalicos (LELONG et
al., 2021).

O desenvolvimento de compostos de metais de transi¢cdo com ligantes macrociclicos é
interessante ndo sé pelo estudo da quimica de coordenacdo envolvida, ou pelo fato destes
compostos servirem como modelos para espécies biologicamente importantes, mas também
pelas propriedades que tais ligantes conferem ao complexo. Cyclam (1,4,8,11-
tetraazaciclotetradecano), cyclen  (1,4,7,10-tetraazaciclododecano) e tacn (1,4,7-
triaazaciclononano), representados na Figura 1, sdo provavelmente as plataformas
poliazamacrociclicas de maior utilizacdo para a complexacao de ions metalicos (LELONG et
al., 2021).

Figura 1 — Estruturas dos ligantes macrociclicos cyclam, cyclen e tacn.

Y

NH HN NH HN_
[ ] [ ] NH HN

NH HN nH N SR

L —

Cyclam Cyclen TACN

Fonte: Do Autor

Dentre os trés ligantes mencionados anteriormente, o cyclam é, sem ddvida, 0 mais
investigado na quimica de coordenacdo. Embora a sintese deste macrociclico tenha sido
inicialmente relatada por Van Alphen (VAN ALPHEN, 1936), somente ap0s 40 anos, Barefield
e colaboradores (BAREFIELD; WAGNER; HODGES, 1976), reportaram uma rota com um
rendimento global minimo aceitavel de cerca de 20%. Esta rota sintética utiliza a estratégia do
efeito template, com ions Ni?* e esta exemplificada no Esquema 1. Atualmente, diversos

tetraazamacrociclicos estdo disponiveis comercialmente.
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Esquema 1 — Rota sintética esquematica do complexo [Ni(cyclam)]?* e posterior produto final

o ligante cyclam.
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Fonte: Do Autor

H
N\
/

H

M
NG
/ \ z
N N

o

2+

+ BHy

—_—

H
N\
/

H

~

NG ON
N\
7\

NN

N

M)

N N
N N

H
N\
P

—_—
+ CN” em execesso

H H

% \

\ s
H H

O cyclam e seus derivados, conforme mencionado, além de serem os mais adaptados

para a complexacdo de metais de transicdo (HANCOCK; MARTELL, 1989) possuem diversas
aplicacdes como, (a) sintese de catalisadores metalicos (MASOOD; GE, 2021; NAM; HO;
VALENTINE, 1991), (b) na recuperacdo de metais que dependem da extracdo seletiva
(KIMURA; KUROGI; TAKAHASHI, 1991), (c) como agentes de clivagem de ésteres de
fosfato, incluindo RNA e DNA (LI et al., 2016), (d) como agentes de contraste de Ressonancia
Magnética (BLAHUT et al., 2016), (e) para diagndstico (BOROS; PACKARD, 2018) e (f) na
complexacdo de radiois6topos ou gadolinio para tratamento ou diagnostico (SILVERSIDES;
ALLAN; ARCHIBALD, 2007), e (g) como agentes anti-HIV (GERLACH et al., 2001). Essa
gama de aplicacbes pode ser ampliada quando se emprega a estratégia da funcionalizacao

(incorporacao de grupos funcionais) no anel macrociclico, como exemplificado na Figura 2.

Figura 2 — Ligante cyclam e exemplos de C e N-funcionalizag&o.
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Fonte: Do Autor

Na auséncia de N-funcionalizacdo, o cyclam é mais adequado para a complexacdo de
pequenos ions de metais de transicdo do que os analogos com tamanhos de anel menores
(HANCOCK; MARTELL, 1988). Além disso, a incorporacao de bragos pendentes com grupos
doadores adicionais geralmente leva a complexos com estabilidade termodindmica maior e até
mesmo inércia em relacdo a sua dissociacdo. A alta afinidade de ligacdo do cyclam com ions
de metais de transicdo também esta associada as varias geometrias estaveis que os complexos
podem adotar (LELONG et al., 2021). Os macrociclicos com grupos de coordenacao adicionais
tém sido de particular interesse, pois suas propriedades podem ser bastante diferentes daquelas

dos macrociclicos originais ndo substituidos.

O estudo de macrociclicos N-funcionalizados tem sido realizado em maior
profundidade que aqueles de C-funcionalizados. A razdo dessa diferenga provavelmente esta
ligada a relativa simplicidade da sintese de macrociclicos N-substituidos, uma vez que a
guimica organica e as estratégias sintéticas para N-alquilacdo sdo bem conhecidas e as reacoes
apresentam aplicagBes bem gerais. Estas caracteristicas tornam os ligantes macrociclicos
passiveis de serem mono-N-substituidos com uma série de grupos funcionais diferentes como
cromoforos, aminas, amidas, carboxilatos, derivados benzilicos, entre outros (BUTTAFAVA
et al., 1986; DENAT; BRANDES; GUILARD, 2000). Entretanto, existem algumas
desvantagens inerentes envolvidas na mono-N-funcionalizagdo, como a conversao de uma
amina secundaria a uma amina terciaria, um pobre doador por razdes estéricas e a possibilidade
de efeitos indutivos indesejados do grupo substituinte no atomo de nitrogénio que esta
relativamente proximo (DENAT; BRANDES; GUILARD, 2000).

Enguanto a tetra-N-substituicdo é mais amplamente estudada e de mais facil execucéo,
uma vez que esta comumente envolve a reacdo do macrociclico com um excesso de reagente
alquilante (BUTTAFAVA et al., 1986; KADEN, 1984), a mono-N-substituicdo pode envolver
uma sequéncia de rea¢des como protecdo-alquilacdo-desprotecdo ou a reagdo com aceptores de
Michael (FENSTERBANK et al., 1999), ou ainda, rea¢des na presenca de um grande excesso
de macrociclico o que resulta na obtencéo quase que exclusiva do derivado mono-N-substituido
com bons rendimentos (56 -78%), juntamente com macrociclico em excesso, o0 qual pode ser

recuperado (cerca de 90-95% do macrociclico puro) e reutilizado (MEUNIER et al., 1995).

Se por um lado a N-substituicdo de ligantes tetraazamacrociclicos pode afetar a

configuracdo e as propriedades quimicas dos seus metalocomplexos, por outro, amplia suas
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potenciais aplicacOes. Essa estratégia pode ser empregada para realizar a ligacdo dos complexos
com esses ligantes a superficies sélidas ou com biomoléculas. Essa abordagem pode contribuir
para obtencdo de compostos ou materiais com potenciais aplicacbes em quimica analitica,
como, por exemplo, sensores ou ainda para a ligacdo de tais compostos a biomoléculas

resultando em carregadores de drogas (DORO, 2008).

1.2.1 Ligantes macrociclicos e a N-substituicdo com fluoréforos poliarométicos

A diversidade de estratégias para a C- e N-funcionalizacdo dos ligantes macrociclicos
permite que uma variedade de grupos funcionais possa ser selecionada e apensada a estes
ligantes o que constitui uma estratégia para modelar as propriedades quimicas dos complexos
bem como suas potenciais aplicagdes em sistemas bioldgicos in vitro ou in vivo (DORO et al.,
2008; KOUCKY et al., 2023; SILVA et al., 2007; SILVERSIDES; ALLAN; ARCHIBALD,
2007).

Dentre os diversos grupos funcionais para a N-substituicdo, pode-se destacar a
utilizacdo de substancias poliaromaéticas, ou hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).
Essas moléculas consistem em dois ou mais anéis aromaticos fundidos em arranjos planares,
angulares ou aglomerados e, por defini¢do, sdo compostos de hidrogénio e carbono (Figura 3)
(BOEHM, 1964). Uma caracteristica de particular interesse destes compostos é sua
fluorescéncia, a qual € resultado dos elétrons deslocalizados nos anéis aromaticos que podem
ser facilmente excitados e da estrutura rigida ndo permite um relaxamento vibracional eficiente
(MATUSZEWSKA,; CZAJA, 2021). Os espectros de fluorescéncia de cada HPAs sdo muito

caracteristicos e dependem do numero e da posi¢do dos anéis aromaticos.

Figura 3 — Estruturas moleculares de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).
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Fonte: Do Autor

No que tange a potenciais interagdes dentro de sistemas biologicos, os HPAs apresentam
algumas caracteristicas particulares como a lipofilicidade que permite que eles penetrem nas
membranas celulares (EWA; DANUTA, 2017) e sua reconhecida interacdo com
biomacromoléculas como o DNA.

Interacbes com DNA podem se dar basicamente por duas formas: i) a formagéo de
adutos como resultado de uma ligacdo covalente entre substancias eletrofilicas reativas e os
sitios nucleofilicos do DNA e proteinas e, ii) a intercalacdo, a qual caracteriza-se como um
processo ndo-covalente, em que uma molécula, por exemplo, um poliaromatico, se insere entre
dois pares consecutivos de bases presentes no DNA. As ligacGes de hidrogénio, forcas
hidrofobicas e, primordialmente, as interagdes de empilhamento 7 entre 0S grupos aromaticos
heterociclicos dos pares de bases e as estruturas aromaticas do agente intercalador, sao fatores
que contribuem para a estabilizacdo do complexo agente intercalador-DNA (WHEATE et al.,
2007). A insercdo de um agente intercalador no espago entre os pares de bases pode promover
alteracdes estruturais na biomolécula. Como consequéncia dessa intercalacéo, o esqueleto do
DNA perde a estrutura helicoidal regular. Tem sido sugerido gque as alteracdes promovidas pelo
agente intercalador na estrutura secundaria do DNA restringem a replicacdo do material
genético e, por conseguinte, podem resultar em inibi¢do do crescimento de tumores ou
induzirem a apoptose celular (STREKOWSKI; WILSON, 2007).

Apesar de haver uma imensa variedade de ligantes com possibilidade de intercalacéo,
em geral, todos eles possuem estruturas quimicas baseadas em seis principais familias de
intercaladores: antracenos (1), acridinas (2), antraquinonas (3), fenantridinas (4), fenantrolinas
(5) e elipticinas (6) que sdo apresentados na Figura 4 (WHEATE et al., 2007).

Figura 4 — Alguns exemplos de intercaladores organicos e suas estruturas quimicas.
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Fonte: Adaptado de (WHEATE et al., 2007)

A utilizacdo dos HPAs, em especial o grupo dos intercaladores, que podem ser
combinados a compostos com outras funcionalidades biolégicas desejadas, constituindo os
chamados intercaladores sinérgicos. S&o exemplos deste tipo de composto, complexos analogos
a cisplatina com ligantes intercaladores, onde os ligantes planares realizam a intercalacao entre
0s pares de bases, enquanto os demais ligantes sdo labilizados permitindo ligacGes covalentes
do centro metalico (Pt) com o DNA (PETITJEAN; BARTON, 2004). Estes intercaladores
sinérgicos sdo desenvolvidos como tentativa de aumentar a afinidade com DNA, auxiliar o
transporte de drogas, e/ou modificar a seletividade com determinadas sequéncias do DNA
(WHEATE et al., 2007).

Além do potencial como intercaladores em DNA, a incorporacdo de HPAs a estrutura
de ligantes como os tetraazamacrociclicos pode resultar em compostos com caracteristicas
unicas. A propriedade de maior destaque € a influéncia da presenca de centros metalicos nas
propriedades fotofisicas destes poliaromaticos, 0 que permite, dentre outras aplicacdes, sua
utilizacdo como sensores para ions metalicos. De fato, diversos ligantes tetraazamacrociclicos
substituidos com grupos fluoréforos ja foram utilizados como sensores para metais da primeira
série de transicdo como Cobalto, Niquel, Ferro e Cobre. Mesmo quando ndo coordenado
diretamente ao centro metélico, a fluorescéncia dos substituintes apensados em aminas ciclicas
é bastante sensivel a natureza e ao estado de oxidacdo do ion metalico como amplamente
demonstrado por Fabbrizzi e colaboradores (FABBRIZZI et al., 1996). As propriedades
fotofisicas de complexos com ligantes macrociclicos funcionalizados com fluoréforos também
sdo suscetiveis a presenca do ligante NO, conforme demonstrado para complexos de ferro com
ligante cyclam funcionalizado com antraceno e quinolina, utilizados como sensores
fluorescentes de NO (KATAYAMA; TAKAHASHI; MAEDA, 1998) e no nitrosilo complexo
de ruténio com o ligante cyclam mono-N-funcionalizado com o grupo antraceno (DE SOUZA
GOIS et al., 2019).

1.3 COMPLEXOS DE FERRO COM LIGANTES MACROCICLICOS E ALGUMAS
APLICACOES

As primeiras rotas de sintese de metalocomplexos com o ligante cyclam (CHAN;
POON, 1976) foram realizadas com diferentes ions metélicos permitindo a obtencdo de
complexos do tipo [MXz(cyclam)]Y, sendo M (os metais da série Mn(l11), Fe(l11), Ni(l11)), X
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(uma série de ligantes unidentados carregados negativamente como CI°, Br, NCS", entre
outros), Y (contra-ions como CI°, Br e ClOx4"). A principal rota sintética dos complexos de ferro
utilizava como composto de partida o cloreto de Ferro(ll) tetrahidratado (FeCl..4H20) com o
ligante cyclam para obtencdo dos analogos. A rota de obtencdo dos complexos cis e trans

[FeClz(cyclam)]* é apresentada no esquema 2.

Esquema 2 — Rota sintética esquematica dos complexos [FeClz(cyclam)]™.
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Fonte: Do Autor

Para a série complexos de ferro(I11) com o cyclam e ligantes monodentados, 0s isdmeros
cis e trans foram obtidos e devidamente caracterizados (CHAN; POON, 1976), Figura 5. Esses
complexos de ferro possuem um numero de coordenacéo seis, podendo suas duas posi¢cdes da

esfera de coordenacdo serem ocupadas por ligantes como o cloreto.

Figura 5 — Diclorido complexos de Ferro-Cyclam em suas conformagdes cis e trans.
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Os complexos de ferro com o ligante cyclam conforme ja citado podem apresentar
isbmeros trans e cis, cuja geometria especifica depende da posicdo relativa dos ligantes
adicionais que completam o ambiente de coordenacdo do metal (BOSNICH; POON; TOBE,
1965). Além disso, diferentes conférmeros cis e trans podem ser formados de acordo com a
orientacdo dos hidrogénios nos grupos N—H (ou N—R; R = grupo ou funcio alquil): trans-I, -
I, -1, -1V e -V e cis-I, -1l e -1l (LELONG et al., 2021), conforme mostrado na Figura 6. A
orientacdo do grupo N-H depende da configuracdo absoluta do &tomo de nitrogénio (N) quando

seu par de elétrons esta envolvido em uma coordenacdao com o centro metalico.

Os conférmeros menos restritos sdo trans-1, trans-111 e cis-V. A conformacao trans-111
€ mais estavel para uma geometria octaédrica, enquanto a trans-l é mais adequada para uma
piramide quadrada (LELONG et al., 2021). Ainda, a natureza do contra ion tem uma influéncia
dréastica nas populacdes relativas das diferentes configuragdes presentes na solugdo (LIANG et
al., 2003).

Figura 6 — Oito possiveis conférmeros de trans- e cis-[M(cyclam)]™.
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Complexos de configuracdo cis-[FeXz(cyclam)]” (X = CI, Br, NCS’, entre outros)
apresentam uma microsimetria Cav (°A1), enquanto complexos de configuragdo trans-
[FeXz(cyclam)]* a microsimetria observada é Cav (Eg) (CHAN; POON, 1976; LAKSHMI;
ENDO; SIVA, 2012). A diferenciacéo entre os isdmeros cis e trans pode feita por diferentes
técnicas tais como susceptibilidade magnética e espectroscopia vibracional no infravermelho.
Por exemplo, 0 momento magnético do trans-[FeBr2(cyclam)]CIOs (u= 3,90 B.M.) (1 B.M. ~
9.27 x 10* A.m?) (CHAN; POON, 1976) indica um sistema de spin intermediario *Eq, sendo
muito acima do valor esperado para Fe(lll) de spin baixo, como no complexo trans-
[FeClz(cyclam)]CIO4 com (u= 2,71 B.M.), mas ¢ muito menor do que para um sistema de spin
alto, como a espécie cis-[FeCla(cyclam)]Cl com (u= 6,03 B.M.). As propriedades magnéticas
do estado de spin dos complexos mudam gradualmente de spin alto para spin baixo e, amudanca
principal ocorre nos complexos de ferro(l11) observando a variacao dos ligantes. Essa variacéo
das propriedades magnéticas esta relacionada com o aumento efetivo de carga nuclear e, o
aumento combinado do efeito de desdobramento de campo ligante de qualquer ligante axial

conectado a esses ions metalicos.

No infravermelho a regido de 790-910 cm™ ¢ de particular importancia pois o padréo de
bandas € caracteristico para cada configuracdo e independente do centro metalico (POON,
1970). Complexos de configuracdo trans apresentam dois grupos de bandas separadas por
> 70 cm™. O grupo de menor frequéncia, que decorre essencialmente da deformacdo CHz, que
consistia em uma banda aguda, enquanto o grupo em uma banda mais alta frequéncia, que se
deve predominantemente a vibracdo de amina secundaria, consistia principalmente em duas
bandas, embora em alguns casos uma banda relativamente larga ou trés bandas compactadas
também foram observadas. Para os isdbmeros cis menos simétricos a deformacdo CH:
invariavelmente mostrou duas bandas na regido de 790-830 cm™, enquanto a vibrac&o da amina
mostrou pelo menos trés bandas em uma faixa de frequéncia mais baixa (840-890 cm™) e,
portanto, mais proximo das bandas CH> do que as dos isdmeros trans (CHAN; POON, 1976;
POON, 1970).

Complexos do tipo [MClz(cyclam)]Cl podem apresentar a possibilidade de
isomerizacdo cis-trans conforme reportado na literatura (POON; TOBE, 1968). Como o
caminho mais provavel para tal inversédo é através da troca dos protons da amina, é observado
que a isomerizagdo cis para trans deve envolver inversdao da configuracdo de dois dos
nitrogénios, por meio de troca de dois protons. Também é razoavel acreditar que a cinética de

isomerizacdo é estreitamente paralela com os de troca de protons e, a cinética de troca dos
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prétons do complexo trans segue 0 mesmo tipo dependéncia de pH como a isomerizagdo do

complexo cis. O processo de isomerizacgdo € descrito no esquema 3.

Esquema 3 — Efeito do pH na distribuicdo dos isdmeros entre os varios complexos aquo e
hidroxo [M(cyclam)]?*.

cis-[M(cyclam)(H,0),]*" SN trans-[M(cyclam)(H,0),]**

} H*lT+ H* K(cis) -HT lT+ H" K, (trans)
cis-[M(cyclam)(OH)(H,0)]** R trans-[M(cyclam)(OH)(H,0)]*"
- H*lT+ H' K,(cis) ; H*lT+ H* K, (trans)
cis-[M(cyclam)(OH),]" R trans-[M(cyclam)(OH),]"

i) R representa a taxa de reacdo ao longo do caminho designado.

ii) as taxas individuais s8o da forma R = k'[complexo], toda a dependéncia do pH
surge da distribuicdo do substrato no pré-equilibrio.

Fonte: Adaptado de (POON; TOBE, 1968)

A troca dos ligantes cloreto se constitui em uma estratégia adequada para a obtencéo de
analogos, o que aumenta o interesse e as possibilidades de aplicacdo destes complexos. Como
exemplo de ligante que se coordena ao ferro em substituicdo do cloreto esté o ligante nitrosilo.
Ao menos um dos ligantes cloreto é 1abil o suficiente para ser substituido por outros ligantes,
como por exemplo o ligante nitrosilo (NO). Estudos de estabilidade térmica e fotoliberacao
utilizando o nitrosilo complexo de ferro trans-[FeCI(NO)(cyclam)]* (CARVALHO, 2015)
indicaram que o composto possui a capacidade de liberar NO termicamente ou sob irradiacdo
de luz em 350 nm, em condicGes fisioldgicas. O complexo exibiu interessante reatividade frente
ao importante redutor biologico glutationa (GSH), via formacéao de aduto que provavelmente €
acompanhada por uma reducdo de dois elétrons pela molécula de GSH resultando na
liberacdo de HNO. Adicionalmente este complexo apresenta caracteristicas de ser um agente
antiangiogénico (CARVALHO et al., 2020).

A oxidacdo catalitica seletiva é crucial para o desenvolvimento da quimica verde e
sustentavel. A oxidagéo de alcoois, por exemplo, € uma transformagédo importante na sintese
organica que pode ser alcancada por varios métodos, com destaque na utilizagdo de complexos
de ferro(l1l) contendo diversos cyclams com ponte cruzada (bis-cyclam) di-N-substituidos
(ANNUNZIATA et al., 2018). Adicionalmente, os complexos metalicos de ferro(l11) contendo

ligantes a base de cyclam s&o utilizados como catalisadores ativos de oxidacdo de agua, que
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podem facilitar a formacao da ligacdo oxigénio-oxigénio durante o processo de quebra da dgua
(ANNUNZIATA et al., 2018; GORANTLA; MALLIK, 2020).

A quimica de complexos de metais de transi¢cdo envolvendo ligantes relacionados ao
catecol, tem sido de grande interesse no desenvolvimento de catalisadores de transferéncia de
elétrons para reducdo de Oz, como no caso de cis-[Fe(cyclam)(qH)] (gH = 2-aminofenol)
(VASCONCELLOS et al., 2001). A deslocalizacdo de elétrons entre o metal e esses ligantes
relacionados a 0-benzoquinona, depende da extensdo da mistura dos orbitais d do metal e dos
orbitais moleculares do ligante, observando que as mudancas no estado de oxidacao do ligante
podem alterar a extensdo da mistura desses orbitais.

Alguns autores relatam sensores a partir de complexos [Fe(cyclam)] mono-N-
substituidos, como por exemplo, sensores de resposta fluorescente com complexos utilizando
ligantes mono-N-substituidos com grupos fluoréforos, como a molécula de 7-metoxicoumarina
(Mmc) (LIM; LIPPARD, 2007) e um ligante axial como a proxil-fluorescamina (FP) (SOH et
al., 2002) coordenado ao ferro(lll). Este sensor molecular foi utilizado para 0 monitoramento
de NO baseado na estratégia de deslocamento de fluoroforo, que demonstra que o 6xido nitrico
labiliza e induz a dissociacdo do grupo fluoréforo presente no complexo de ferro mono-N-
substituido. Outro exemplo é um sensor constituido pelo macrociclico cyclam mono-N-
substituido com o grupo fluoréforo quinolina, e coordenado ao ion metalico ferro(ll) que atua
mimetizando o local de ativacdo da enzima guanilato ciclase, que é o principal alvo do NO
endogeno (KATAYAMA; TAKAHASHI; MAEDA, 1998).

Muitas das classes de antibidticos atualmente disponiveis foram desenvolvidas entre as
décadas de 1940 e 1960. Desde entdo, o desafio & resisténcia aos antibidticos tem sido
amplamente enfrentado pela identificacdo de novas moléculas semissintéticas baseadas na
modificacdo quimica de antibidticos naturais existentes. No entanto, o surgimento dos
patdgenos que sdo resistentes a maioria dos antibidticos atualmente disponiveis impulsionou a
busca de novos compostos. Cyclams, e em particular bis-cyclams (ALVES et al., 2017),
mostraram exibir atividade antiviral. Complementarmente ¢ relatado que complexos de ferro
com o ligante cyclam di-N-substituido do tipo [Hz{Hz(*“FsPhCH,).cyclam}] possuem
propriedades antibacterianas, antifingicas (ALMADA et al., 2022), anticancerigenas (PILON
et al., 2019), bem como sua toxicidade para nematdides (ALVES et al., 2017). Complexos do
tipo [(Fe(cyclam)2(Qz)] (Qz = quinizarina) (NASCIMENTO et al., 2022) podem apresentar a

caracteristica de droga antineoplasica como um mimetizador da antraciclina.
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Observa-se, a partir dos exemplos mencionados, caracteristicas desejaveis como
versatilidade quimica, aplicabilidade, estabilidade e a possibilidade de modelar a reatividade
dos complexos de ferro com o ligante cyclam e seus derivados, quer seja pela escolha criteriosa
dos coligantes e/ou dos grupos funcionais a serem apensados ao macrociclico. Tais
caracteristicas fazem desta classe de compostos, plataformas potenciais a uma ampla gama de
aplicacbes em diferentes &reas como medicina, catalise dentre outras e nos motivaram a

realizacéo dos presentes estudos.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo principal a preparacao, caracterizagéo, investigacao de
reatividade e ensaios biolégicos de complexos do tipo [FeClz(cyclam-F)]CI (cyclam =1,4,8,11-
tetrazaciclotetradecano, F = fluord6foro (Ln)). Foram empregados os ligantes cyclam (L1) e seus
derivados mono-N-funcionalizados com fluoréforos (Ln), com n = 2 (1-naftalen-2-ilmetil)-
1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano), n = 3 (1-antracen-9-ilmetil)-1,4,8,11-

tetraazaciclotetradecano) e n = 4 (1-piren-1-ilmetil-1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar os ligantes tetraazamacrociclicos contendo grupos fluoréforos;

e Sintetizar e caracterizar os complexos de ferro contendo os ligantes macrociclicos

mono-N-funcionalizados com grupos fluoréforos;
e Investigar as propriedades fotofisicas dos ligantes e dos complexos sintetizados;

e Estudar reatividade quimica e a labilidade dos ligantes cloretos dos complexos
sintetizados;

e Realizar estudos in vitro para identificar potenciais aplicacdes biologicas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica e ndo foram realizadas
quaisquer purificagdes prévias. Os reagentes de maior especificidade para a sintese dos ligantes

e complexos estdo listados na Tabela 1 com sua respectiva procedéncia e grau de pureza.

Tabela 1 — Lista de reagentes com suas respectivas procedéncias e grau de pureza.

Reagente Marca Grau de Pureza
1,4,8,11-tetrazaciclotetradecano Sigma Aldrich / Strem Chemicals 98%
2-(bromometil)naftaleno Sigma Aldrich 96%
9-(clorometil)antraceno Sigma Aldrich 98%
1-(bromometil)pireno Sigma Aldrich 98%
cloreto de ferro(ll) tetrahidratado Sigma Aldrich 98%

Fonte: Elaborado pelo Autor

3.2 SINTESE DOS LIGANTES E COMPLEXOS
3.2.1 Sintese dos ligantes mono-N-funcionalizados derivados do cyclam

A sintese dos ligantes mono-N-funcionalizados foi realizada conforme descrito na
literatura (HELPS et al., 1989), com adaptacdes. Em um baldo de fundo redondo de 50 mL
foram adicionados cerca de 500 mg (2,5 mmol) de cyclam e 20 mL de CHCls. Posteriormente,
foram adicionados entre 55-75 mg (0,25 mmol) do haleto de arila (2-(bromometil)-naftaleno,
9-(clorometil)-antraceno ou 1-(bromometil)-pireno) e 500 mg de K>COz. Esta mistura foi
agitada a temperatura ambiente por 12 h e entdo filtrada. O solvente foi removido em um
evaporador rotatorio e o produto obtido foi extraido cinco vezes com acetona. O solvente foi
eliminado sob pressdo reduzida. O s6lido pastoso obtido foi dissolvido em ~10 mL de acetona
e foi adicionada uma solucdo de HCI (1:1 v/v), para precipitacdo do produto. O produto foi
entdo filtrado, lavado com acetona e éter, e seco em dessecador. O esquema 4 mostra a rota

sintética esquematica principal dos ligantes.
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Esquema 4 — Rota sintética esquematica dos ligantes protonados mono-N-funcionalizados
derivados do cyclam.
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Fonte: Do Autor

3.2.2 Sintese dos complexos de ferro [FeClz(Ln)]CI

Os complexos de ferro com os ligantes mono-N-funcionalizados protonados foram
sintetizados utilizando prioritariamente uma metodologia desenvolvida neste trabalho. A um
baldo de trés bocas de 50 mL, foram adicionados 100 mg do ligante macrociclico protonado
(entre 0,18 e 0,30 mmol) e 10 mL de MeOH. A esta solugéo foi adicionado 1 mL de solugéo
metanolica de NaOH (em quantidade estequiométrica) para a desprotonacdo completa do
ligante. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo magnética, com borbulhamento de
argbnio. Em seguida foi adicionado o precursor metélico (FeCl2.4H,0) em excesso 65%
dissolvidos em 5 mL de MeOH previamente desaerado mantendo-se a agitagdo magnética por
30 min sob atmosfera de argdnio. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de HCI concentrado
e borbulhado ar por 1h. A mistura foi filtrada a vacuo, o sdlido lavado com HCI 0,1 mol.L e
metanol gelados, e seco sob vacuo. O esquema 5 mostra a rota sintética esquematica dos
complexos de ferro.

Alternativamente foi realizada a rota de sintese utilizando o cyclam em sua forma nédo
protonada conforme descrito na literatura (VASCONCELLOS et al., 2001), com algumas
adaptacoes. A um baldo de 3 bocas de 100 mL, foram adicionados cerca de 280 mg (1,4 mmol)
de cyclam e 20 mL de MeOH, tendo essa mistura resultante mantida sob agitagdo magnética,
com borbulhamento de argénio. Em seguida cerca de 280 mg (1,4 mmol) de FeCl2.4H,0
dissolvidos em 20 mL de MeOH previamente desaerado foram adicionados a mistura inicial
mantendo-se a agitacdo magnética por 3 horas sob atmosfera de argbnio. Em seguida,
mantendo-se a agitagdo magnética foram borbulhados ar por 2 horas. A mistura foi filtrada a
vacuo, sob 1 mL de HBF4 48%, o s6lido no filtro foi recolhido resultando em 5% de rendimento
como [FeClx(L1)]ClI e lavado com MeOH gelado. A mistura resultante com HBF4 foi filtrada e

em seguida, lavada com MeOH gelado, tendo o sélido recolhido como [FeClz(L1)]BFa.
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Esquema 5 — Rota sintética esquemética dos complexos de ferro [FeClo(Ln)]CI.

C s NP
FeCl,. 4H20 HCI /
[ j CH3OH 0, E T\ j

i)

g ﬁo » L0 - G
L, L

i) em atmofera de argénio, 30 min. ii) HCI concentrado e borbulhamento de ar por 1h.

Fonte: Do Autor

3.3 METODOS DE CARACTERIZACAO
3.3.1 Espectroscopia Eletronica de Absor¢do na Regiao do Ultravioleta e do Visivel (UV-
Vis)

Os espectros de UV-Vis foram obtidos em um equipamento Shimadzu — 1800 utilizando
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Estudos de reatividade foram conduzidos em
solugéo de pH 2,0 em acido trifluoroacético (CFsCOOH), com variagdo de temperatura de 25

a 45°C com tomada de tempo de até 24 horas.

3.3.2 Espectroscopia de Emissao de Fluorescéncia

Os espectros de emissao de fluorescéncia foram registrados em um espectrofluorimetro
Shimadzu modelo RF-5301PC no Depto. de Quimica da FFCLRP-USP de Ribeirdo Preto
utilizando-se cubeta de 1 cm de caminho éptico. Os compostos foram excitados nos respectivos

maximos de absorcao de cada fluoréforo.

3.3.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros de 1V dos ligantes e dos complexos de ferro foram obtidos no estado sélido,
na regido compreendida entre 4000 e 220 cm™ em um espectrofotdmetro FT-IR Frontier Single
Range - MIR da Perkin Elmer, com a utilizag&o do acessorio de Reflectancia Total Atenuada
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(ATR) com cristal de diamante em colaboragdo com o Grupo de Materiais Inorganicos do
Tridngulo (GMIT) do Laboratério de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM) do
Instituto de Quimica da UFU.

3.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento BRUKER DRX500 de 500
MHz no Departamento de Quimica da FFCLRP-USP observando *H em 500 MHz. As amostras
foram preparadas em D20 (contendo 0,05% de TMS). Para o ligante Ls em sua forma
desprotonada os espectros foram obtidos em um equipamento BRUKER ASCEND de 400 MHz
no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais do Instituto de Quimica da UFU observando ‘H

em 400 MHz, com a amostra preparada em CDCls.

3.3.5 Espectrometria de Massa com lonizacéo por Spray de Elétrons (ESI-MS)

Os espectros de ESI-MS foram obtidos na Central Analitica do Instituto de Quimica da
USP (CAIQ-USP) em um equipamento MICROTOF — Bruker Daltonics, operando no modo
positivo (ESI*). As amostras foram diluidas em metanol (ou metanol/agua 1:1), a temperatura

do nebulizador foi 180°C e a energia do cone de 4500V.

3.3.6 Analise Elementar (C, H e N)
A caracterizagdo por analise elementar de C, H, N foi obtida na Central de Analitica do
Instituto de Quimica da USP (CAIQ-USP) em um equipamento Perkin Elmer - CHN 2400.

3.3.7 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica

Os espectros de RPE foram obtidos em equipamento VARIAN E-4, operando na banda
X (aproximadamente 9,15 GHz) a temperatura de 77 K. As medidas foram realizadas no
Laboratorio do Departamento de Fisica e Matematica da Universidade de Sdo Paulo (FFCLRP-
USP) de Ribeirdo Preto.

Os dados experimentais de EPR foram convertidos de gauss (G) para fator g
anisotropico utilizando a Equacdo 1 (YADAV, 2005);
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AE = hv = gBH, 1)
Onde:

AE ¢ energia da transi¢ao em substancias contendo um elétron nao emparelhado;

h é a constante de Planck (6,63 x 103 J.s);

v € a frequéncia em ciclos por segundos;

g (fator-g) é uma constante de proporcionalidade, cujo valor é de propriedade do elétron em
um determinado ambiente;

B é o magneton de Bohr (9,27 x 1024 J.T);

Ho é valor do Campo magnético em tesla (T).

3.3.8 Estudos Eletroquimicos
3.3.8.1 Voltametria

Os estudos de voltametria dos complexos foram realizados em um micropotenciostato
910 PSTAT MINI no campus Iturama-UFTM utilizando um sistema convencional de trés
eletrodos, utilizando como eletrodo de trabalho carbono vitreo (CV) ou ouro e como contra
eletrodo de fio de platina. Todos os potenciais reportados sdo referentes ao eletrodo padrao
Ag/AgCl, 3 mol.L! KCI (0.21 V vs NHE), exceto onde mencionado. Os estudos foram
realizados em DMSO, DMF e solucéo de HCI ajustado a pH 2,0 e, como eletrdlito suporte foi
utilizado TEAPFs 0,1 mol.L™ ou KCI 0,1 mol.L. Todas as medidas foram conduzidas sob

atmosfera de argbnio a 25°C.

Estudos de reatividade e labilidade dos ligantes cloretos dos complexos foram
conduzidos em solugdo de CF3sCOOH/CF3COONa (pH 2,0, u = 0,1 mol.LY), utilizando um
sistema convencional de trés eletrodos, tendo como carbono vitreo (CV) como eletrodo de
trabalho, contra eletrodo de fio de platina e referéncia Ag/AgCl, 3 mol.Lt KCI. Todas as
medidas foram conduzidas sob atmosfera de argonio, variando a temperatura de 25°C a 45°C,

com variacdo do tempo de medida até o limite de 24 horas.

3.3.8.2 Potenciometria
Os estudos sobre a labilizacdo dos ligantes cloretos nos complexos foram realizados
utilizando-se um eletrodo ion seletivo para cloreto (Shanghai INESA Scientific Instrument Co.,

Ltd modelo PCI-1-01) e um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl separados por uma ponte salina
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de NaNO3 1,0 mol.L™ e 4gar-agar 5% m/m, acoplados a um pHmetro digital (Lucadema modelo
Luca-210) no campus lturama-UFTM. Antes de cada medida o eletrodo foi calibrado com
solugbes de NaCl na faixa de concentragdo de 2,5x10* a 2,5x10 mol.L* (no minimo 6
concentragdes) com forca idnica u = 0,1 mol.L* de CFsCOONa e pH = 2,0 (CFsCOOH). As
mesmas condicdes (forca ibnica e pH) foram utilizadas na analise dos complexos. Os estudos
foram realizados na temperatura de 35°C.

3.3.9 Estudos Biologicos Preliminares
3.3.9.1 Citotoxicidade in vitro

A viabilidade celular das linhagens MCF10 (células epiteliais mamaérias ndo-
tumorigénicas), MCF7 (adenocarcinoma mamario humano), MB 231 (adenocarcinoma
horménio-dependente mamario humano) e PC3 (adenocarcinoma prostatico humano) foi
avaliada através do teste do MTT (MOSMANN, 1983). As células foram adicionadas a placas
de 96 pocos (104 células/pogo) utilizando meio de cultura RPMI suplementado com 5% de
Soro Fetal Bovino, juntamente com os ligantes L1 a L4 e complexos [FeClz(Ln)]Clcomn=1a
4, cisplatina (controle positivo) e DMSO (1% - 0,0039%, controle negativo) e diluidos
serialmente de 50 uM a 0,39 uM. As placas foram incubadas por 72 h. Apds este periodo, 0
meio de cultura foi removido, e adicionou-se um novo meio, contendo 10 uM de MTT, diluido
em tampao fosfato. Apds 3 h, o precipitado roxo (formazan) foi dissolvido com 100 pL de
DMSO, a viabilidade celular (somente as células vivas produzem o formazan) foi medida

indiretamente pela absorbancia em 570 nm no leitor de ELISA.



