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Resumo

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo geradas principalmente na
mitocondria, durante a fosforilagdo oxidativa, e desempenham diversas fungdes
relevantes (sinalizacao redox, modulagdo do sistema imune, entre outras). Entretanto, o
excesso de EROs esta relacionado ao estresse oxidativo, condigdo promotora de
diversas  patologias, como isquemia, cancer, doencas inflamatérias e
neurodegenerativas. As metaloenzimas desempenham papel vital na homeostase redox,
regulando os niveis de EROs nos organismos, sendo a linha de frente no combate a
condi¢do de estresse oxidativo. Visando a obtengao de compostos miméticos funcionais
as metaloenzimas antioxidantes CAT (Catalase) e SOD (Superdxido Dismutase), seis
compostos de coordenagdo foram sintetizados e caracterizados: [Cu(HL1)Cl2] (1),
[Fe2(L1)2Cl2]  (2), [Mn(L1):CL]CIsH2O  (3), [Cu(HL2)CI|CIs2H2O  (4),
[Fe(HL2)CIL2]*0,5H20 (5), [Mn2(HL2)(L2)Cl2JnClO4¢3H2O (6), onde HLI= N-(2-
hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetill)amina e H,L2= N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)-3-
cloro-2-hidroxi-propano. Desses, cinco compostos ja foram relatados na literatura
previamente, pelo nosso grupo de pesquisa, e um composto inédito de Mn"Mn! foi
obtido e caracterizado por difracdo de raios-X de monocristal. As atividades
antioxidantes dos mesmos foram avaliadas in vitro frente a diversas EROs, (H2O2, 02" ¢
‘'OH), além do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). As atividades antioxidantes
desses compostos foram estudadas por métodos espectroscopicos e via Ressonancia
Paramagnética Eletronica (EPR). Os compostos apresentaram atividade mimética as
metaloenzimas CAT e SOD, dismutando o radical O;” e decompondo o H>O>, com
excec¢do do composto de Cu'' (4), que nio apresentou atividade mimética & CAT, apenas
a SOD. Adicionalmente, os compostos de manganés (3) e (6), foram eficientes na
captura do radical ‘OH, resultando em valores de ICso de 14,51 e 7,97 uM,
respectivamente. Conclui-se que os compostos exibem atividades antioxidantes
relevantes, atuando tanto por mecanismo redox quanto por transferéncia de hidrogénio
(HT, do inglés hydrogen transfer), motivando futuros estudos e aplicagdes destes como

potenciais metalofarmacos com agdo antioxidante.



Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are generated mostly in mitochondria during the
oxidative phosphorylation process and perform several relevant functions (redox
signalization, immune system modulation, and others). However, the excess of ROS is
related to oxidative stress, a condition that promotes several pathologies, like ischemia,
cancer, inflammatory and neurodegenerative diseases. The metalloenzymes perform
vital role in redox homeostasis, regulating ROS levels in the organisms, being the front
line in the combat of oxidative stress. Viewing the obtention of functional mimetic
compounds of metalloenzymes catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD), six
coordination compounds were synthesized and characterized: [Cu(HL1)CL] (1),
[Fe2(L1)2Cl2]  (2), [Mn(L1):CL]CIsH.O  (3), [Cu(HL2)CI|CIs2H2O  (4),
[Fe(HL2)CIL2]+0,5H20 (5), [Mn2(HL2)(L2)Cl2]nClO43H2O (6), where HLI1= N-(2-
hidroxybenzyl)-N-(2-pyridylmethyl)amine e  HoL2=  N-(2-hydroxybenzyl)-N-(2-
pyridylmethyl)-3-chloro-2-hydroxy-propane. From those, five compounds were previously

stated in literature by our research group and one unpublished compound of Mn"Mn™

was
obtained and characterized by monocrystal X-Ray diffraction. The antioxidant activities of these
compounds was evaluated with several ROS (H202, O>™ e "OH), besides the DPPH radical
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil). The antioxidant activities of the compounds were studied through
spectroscopic methods and through Electron Paramagnetic Resonance (EPR). The compounds
presented mimetic activity to the metalloenzymes CAT and SOD, dismuting the O,™ radical and
decomposing the H,O,, with exception of Cu" compound (4), which did not present mimetic
activity to CAT, only SOD. Additionally, the manganese compounds (3) and (6), were efficient
scavenging the "OH radical, resulting in IC50 values of 14,51 and 7,97 uM, respectively. It is
concluded that the compounds exhibit relevant antioxidant activities, acting through

redox mechanism and through hydrogen transfer (HT), motivating further investigations

and application as antioxidants and metallopharmacs.



1. INTRODUCAO

O termo espécies reativas de oxigénio (EROs) ¢ aplicado a moléculas e radicais
livres derivados do oxigénio molecular (O2), sendo o peroxido de hidrogénio (H202), o
anion radical superdxido (O2™) e o radical hidroxil ("OH) seus representantes mais
conhecidos. As EROs s3o essenciais para seres aerobios desempenhando fungdes
importantes no organismo, agindo como mediadoras de reagdes de transferéncia de
elétrons, participando da geracdo de ATP durante a fosforilagdo oxidativa, ativagdo de
genes e de mecanismos de defesa durante processos infecciosos.!> Porém, quando em
excesso, as EROs podem ser prejudiciais. Dessa forma, organismos aerdbios possuem
sistemas de defesa antioxidantes, enzimaticos ¢ nao enzimaticos, visando regular a
quantidade de EROs no organismo, mantendo o equilibrio que ¢ chamado de
homeostase redox. Quando ha um desbalango entre espécies oxidantes e antioxidantes,
tem-se a condicdo chamada de estresse oxidativo.'**

O excesso de EROs e a condigdo de estresse oxidativo pode levar a oxidagao de
lipidios, proteinas ¢ DNA, estando associados a diversas patologias como isquemia,
doencas inflamatdrias, cancer e doengas neurodegenerativas, como Alzheimer (AD),
Parkinson, doenca de Huntington, esquizofrenia e esclerose lateral amiotréfica (ELA).’
Recentemente, também foram associados a neurodivergéncias, como o autismo.® Desde
que Helmut Sies introduziu o conceito de estresse oxidativo na area da bioquimica
redox, no ramo medicinal, em 1985, houve um crescimento nas pesquisas envolvendo o
papel do estresse oxidativo em diversas doengas e consequentemente o estudo de
tratamentos antioxidantes.’

Dentro desse contexto, destaca-se o estudo e design de compostos de baixo peso
molecular com propriedades miméticas as metaloenzimas antioxidantes, como os
compostos da série EUK, conhecidos por suas propriedades antioxidantes e ja
comercializados como medicamentos antioxidantes.® Entre estes estd incluso o
composto de Mn'! [Mn(SALEN)CI], que sera utilizado como referéncia neste trabalho.®
' No entanto, o niimero de pesquisas envolvendo complexos inorganicos ainda é
reduzido comparado aos estudos envolvendo compostos antioxidantes organicos
naturais, como os flavonoides. Adicionalmente, tem-se um nimero reduzido de estudos
envolvendo a espécie ‘OH, sendo essa a ERO mais prejudicial, devido a sua elevada

reatividade. A alta instabilidade dessa espécie radicalar e seu curto tempo de meia vida,



sao alguns dos fatores que dificultam a investigagdo de sistemas capazes de neutraliza-
la."?

Nosso grupo de pesquisa ja vem trabalhando no estudo e desenvolvimento de
compostos de coordenacdo que apresentaram atividade mimética as metaloenzimas,
Catalase (CAT) e Superoxido Dismutase (SOD), e que atuam como antioxidantes,
capturando EROs. 316 Porém, varias questdes relativas ao provavel mecanismo de agio
antioxidante de alguns desses sistemas estdo sem resposta, necessitando de estudos
complementares e multidisciplinares (tedricos, experimentais, in vitro € in vivo).

Desse modo, nesse trabalho serdo avaliadas as atividades antioxidantes de seis
compostos de coordenacio de Cu!, Fe' e Mn"™n'" através de técnicas
espectroscopicas, como espectroscopia eletronica na regido do ultra violeta-visivel (UV-
Vis) e Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR). Os estudos serdo realizados frente
a espécie radicalar DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e frente a diferentes EROs
(H202, Oz e "OH), com o intuito de elucidar o mecanismo de ac¢do antioxidante desses
compostos, gerando um melhor entendimento sobre estes sistemas. Adicionalmente,
estas técnicas serdo empregadas como método de triagem, selecionando-se o0s
compostos mais promissores para serem aplicados em futuros estudos empregando-se
diferentes matrizes bioldgicas (tecido cerebral e mitocondrias de camundongo swiss),
além de futuros estudos in vivo (empregando-se a levedura S. cerevisiae e o

invertebrado Galleria Mellonella).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GERACAO DE EROS

O oxigénio molecular (O,), vital para os seres aerobios?, possui dois elétrons
desemparelhados, sendo passivel de duas redugdes sucessivas, gerando o anion radical
superéxido (02™) (Equacdo 1) e o didnion peréxido (0.%) respectivamente (Figura 1).
O perdxido (02%) pode originar a espécie reativa perdxido de hidrogénio (H.02), de
acordo com a Equacdao 2. Estas sdo denominadas de espécies reativas de oxigénio
(EROs)" 1718 ' A Figura 1 apresenta o Diagrama de Orbital Molecular para a molécula de

oxigénio e as EROs geradas via redugdes sucessivas.

Equacdes 1 e 2. Reacdes quimicas da formagao de diferentes EROs em sistemas bioldgicos. A
Equacao 1 ocorre na presenga de oxidorredutase (NADPH oxidase). A Equagdo 2 ¢ catalisada
pela enzima Superoxido Dismutase (SOD).'®

O+1e 200" (1)
Oy +1e +2H" > H,02 (2)

Figura 1. Diagrama de orbital molecular simplificado para a molécula de O, e as EROs geradas
via redugdes sucessivas. Adaptado pelo autor.?
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O H20; gerado pela reagio de reducdo do O, e interagdo com H', pode gerar a
espécie reativa "OH na presenca de ions de Fe!! através de reacdes de Fenton (Equagio

I ou Cu', podem reagir com o 4nion radical superdxido, de

3).!° fons metalicos como Fe
acordo com a Equacio 4, gerando Fe' ou Cu' e Oa. A reacgdo global é descrita como
reacdo de Haber-Weiss (Equagdo 5), e a reagdao liquida mostra que o anion radical
superoxido (O27) e o peroxido de hidrogénio (H20») sdo convertidos em oxigénio, ion

hidréxido (OH") e radical hidroxila ("OH).2%*!
Equacdes 3, 4 e 5. Representagdo das equacdes da reagdo de Fenton (Equagdo 3), reagdo

quimica do ion de Fe' disponivel com o anion O, (Equagdo 4), € a reagdo liquida de Haber-
Weiss (Equagdo 5).202!

Fell + H,0, > Fell' +"OH + OH' 3)
Felll + 0, > Fell + 0, (4)
H>0, + 02" =2 O2+'OH + OH" ®))

O radical hidroxil ("OH) ¢ o mais agressivo de todas as EROs. Possui alto
potencial oxidativo, com potencial de reducao de 2,4V vs NHE, sendo altamente
reativo, reagindo covalentemente com compostos organicos e biomoléculas. Apesar da
alta reatividade e impacto no desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, seu
estudo ¢ dificultado por seu curto tempo de meia vida (107 s). !2

Outro importante radical livre ¢ 6xido nitrico (NO-), o qual pode interagir com o

anion radical superoxido, de acordo com as Equagdes 6 e 7: > >

Equacdes 6 e 7. Equagdo representando a reagdo do NO* com 0 O,".°

0.~ +NO" > ONOO (6)
ONOO" +H" = "OH + NO, (7)

As EROs s3o geradas na mitocondria durante o processo de fosforilagdo oxidativa
como um subproduto natural desse processo metabolico. Desse modo, a presenca de
EROs ¢ esperada e até mesmo essencial em quantidades basais,”®> desempenhando
fungdes bioldgicas importantes.

A mitocondria € a maior e mais importante fonte de EROs em células de mamiferos,
em especial O e H»0,, pois ¢ nessa organela que o O> consumido por seres
eucariontes ¢ reduzido a H,O para producdo de energia na forma de ATP.> * Em

condi¢des normais, cerca de 2 a 3% do O> consumido pela mitocondria ¢ transformado



em EROs, porém, essa porcentagem pode ser maior quando devido a fatores endogenos
(como genética ou enfermidades) ou exogenos (como habitos alimentares nao
saudaveis, falta ou excesso de exercicios fisicos ou ainda condi¢cdes ambientais).>*

O equilibrio entre efeitos benéficos e prejudiciais das EROs no organismo ¢ de
extrema importancia para a saude dos organismos eucariontes. Este equilibrio ¢
chamado de homeostase e ¢ mantido por processos naturais de regulacdo redox.*
Quando h4a um desequilibrio na homeostase, onde o metabolismo natural nao ¢
suficiente para manter os niveis de EROs e antioxidantes em quantidades basais, ocorre
a condicdo conhecida como estresse oxidativo.?*

Estresse oxidativo ¢ um conceito que foi introduzido na area da bioquimica redox e
no ramo medicinal em 1985 por Helmut Sies, através do review “Bioquimica do

7. 26 Sjes caracterizou estresse oxidativo como sendo um

Estresse Oxidativo”.
desequilibrio entre espécies pro-oxidantes e antioxidantes, com excesso de espécies pro-
oxidantes. No capitulo intitulado “Oxidative stress: introdutory remarks”, Sies descreve
espécies reativas de oxigénio e antioxidantes, suas fontes enddgenas ¢ exdgenas € os
danos que podem ser causados pela condi¢io de estresse oxidativo.?® Desde entio,
houve um crescimento nas pesquisas envolvendo o papel do estresse oxidativo em
diversas doengas. Em plataformas de busca como Science direct, mais de 800.000
resultados sdo encontrados com este termo de 1985 — 2021, mais de 60.000 apenas neste
ano.”’

O estresse oxidativo ¢ um dos maiores responsaveis pela disfun¢do mitocondrial,
podendo prejudicar proteinas mitocondriais, dcidos nucleicos e lipidios, contribuindo
para uma maior geragao de EROs. A disfungdo mitocondrial tem um papel importante

na progressdo de doengas degenerativas.?®

2.2 METALOENZIMAS E SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

As metaloenzimas antioxidantes, como Catalase (CAT), Superoxido Dismutase
(SOD) e Glutationa Peroxidase (GPX), atuam na manuten¢cdo da homeostase pelo
sequestro de espécies oxidantes (EROs), convertendo os oxidantes em espécies menos
nocivas ou mesmo indcuas. Enzimas antioxidantes também t€ém como fun¢do bloquear
metabolicos toxicos secundarios e mediadores de inflamacgdes, bloquear a formagao de

EROs secunddrias, reparar moléculas danificadas, iniciar e melhorar o sistema



antioxidante endégeno do organismo.’ Na Figura 2, estd representado o processo de
regulagdo de EROs na mitocondria.

Figura 2. Representagdo do processo de regulagdo de EROs na mitocondria.?’
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A SOD ¢ a enzima de maior poder antioxidante na célula e ¢ a primeira linha de
defesa contra as EROs, sendo que os principais ions de metais encontrados ligados no
seu sitio ativo sdo fons Cu'l, Fe'', Mn"' e Zn" (Figura 4). Esta metaloenzima catalisa a
dismutacao do 0" em HxO2 e O, que ¢ entdo convertido em Oz e H,O pela CAT que

11T

utiliza ions Fe'! ou Mn'"' como cofatores. As reagdes catalisadas por ambas enzimas

estdo representadas pelas Equagdes 8 ¢ 9. A Figura 3 mostra um esquema da conexao

entre 0s processos promovidos por ambas as metaloenzimas. 17

Equacoes 8 ¢ 9. Reagdo de dismutagdo do O, catalisada pela SOD (Equagdo 8) e reacdo de
redugdo do H,O; catalisada pela CAT (Equagdo 9).!

20"+ 2H" = H,0,+ 0O, (8)
2H,0, + 2H" = 3H,0 + %5 O )]

Figura 3. Esquema das reacdes catalisadas pelas metaloenzimas SOD e CAT e a relagdo entre
as duas."”

SOD CAT

20," <X 5 > H,0, +/ ~ 5 > H,0
2H+ 2 H 2




Figura 4. Representagio dos sitios ativos da: a) MnSOD e b) Cu-ZnSOD.*°
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No entanto, quando ha uma condicao de estresse oxidativo, tanto por deficiéncia
de espécies antioxidantes (metaloenzimas como CAT e SOD), quanto por excesso de
EROs, os mecanismos naturais de defesa do corpo ndo sdo o suficiente para reverter a
situagdo.’! Apesar disso, a utilizacdo de enzimas como SOD e CAT como agentes
terapéuticos, nao ¢ viavel devido a diversos fatores, seu tamanho elevado, densidade de
carga e rapida depuracdo renal, além do alto custo envolvido na sintese dessas
enzimas.>

Uma alternativa ao uso de metaloenzimas antioxidantes para diminuir o nivel
das EROs ¢ o design e desenvolvimento de compostos de baixo peso molecular, os
quais podem mimetizar as atividades das enzimas citadas. Alguns compostos
biomiméticos com capacidade para degradar EROs durante o estresse oxidativo ja tém
sido relatados, incluindo sistemas que utilizam os ligantes SALEN (bis(salicideno)etan-
1,2-diamina), porfirinas ou macrociclos ndo aromaticos para coordenarem-se aos
centros metalicos.*® O grande interesse no desenvolvimento e estudo da atividade
antioxidante de compostos biomiméticos a metaloenzimas ¢ motivado pela necessidade
de novos medicamentos para o tratamento de doengas relacionadas ao estresse
oxidativo, como Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson, Diabetes, Cancer,

Aterosclerose, entre outras.* 2428




2.3 COMPOSTOS DA CLASSE EUK

Na 4rea da quimica de coordenagdo, destacam-se os compostos da classe EUK.
Os EUKSs sao compostos derivados de ligantes tipo SALEN com centro metalico de
Mn'"!" (Figura 5). Estes compostos sdo conhecidos por apresentarem atividade catalitica
mimética a metaloenzimas como CAT e SOD.3'° O composto EUK-8 foi sintetizado e
utilizado como referéncia nos estudos realizados neste trabalho.

Figura 5. Representagdo da estrutura molecular do ligante SALEN e seus respectivos
compostos de coordenagio contendo centro metalico de Mn'", registrados sob a patente EUK-8

e EUK-134.'
~—N N=— —N N— —N N—
N N

i i

o D oD ool
o Cl

0] (0]
/ \
SALEN EUK 8 EUK 134

Os compostos da classe EUK, atuam como miméticos a SOD, através da redugdo do

M para Mn'", oxidando o 02" a Oz, 0 Mn!' é imediatamente oxidado a

seu centro de Mn
Mn'" por outra molécula de anion radical superdxido, gerando H20, (Equagdes 10 e 11).
J4 o mecanismo de reagdo desses compostos frente ao H>O2, envolve a oxidacdo do
centro de Mn"" 3 um complexo de oxomanganés-SALEN (oxoMn-SALEN), liberando
agua, seguido de uma redugdo desse composto formado, promovida por outra molécula

de H>0,, regenerando o composto inicial e liberando H,0 e Oz (Equacdes 12 e 13).2

Equacoes 10, 11, 12, 13. Reagdes representando o mecanismo de a¢do dos compostos de Mn'!

EUK-8 e EUK-134 frente as EROS O," (10 e 11) e H,O2 (12 ¢ 13).8

Mn' + Oy 2 Mn''+ O, (10)

2H" + Mn'' + 02~ > Mn'"' + H,0, 8))
Mn"!' + H,0, = MnYO* + H.0 (12)
MnVO?* + H,0; = Mn'' + H,O + O, (13)

2.4 ESTUDO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE DIVERSOS COMPOSTOS
POR METODOS COLORIMETRICOS E ESPECTROSCOPICOS

O estudo da acao antioxidante de compostos de coordenagao pode ser realizado

por acompanhamento espectral, na regidio do ultra-violeta visivel,** via EPR



(Ressonancia Paramagnética Eletronica)®® e também via técnicas eletroquimicas (como
voltametria ciclica).*®

Um dos estudos mais simples e difundidos ¢ o método colorimétrico que utiliza
o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH; Figura 6). Devido a sua estabilidade em
solucdo e coloracdo violeta, este ¢ passivel de determinagdo por espectroscopia
eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis),>” como também por Ressonancia
Paramagnética Eletronica (EPR), por se tratar de uma espécie paramagnética radicalar.’®

O DPPH ¢ um radical livre estdvel amplamente utilizado para avaliar atividade
antioxidante de doadores de hidrogénio ou sequestrantes de radicais livres. Na reacao de
sequestro de radicais o composto doa hidrogénio ou elétrons para o radical DPPH’
transformando-o em uma molécula diamagnética, desse modo, o potencial antioxidante

¢ dependente da capacidade do composto de doar hidrogénio ou elétrons.>

Figura 6. Equagdo quimica de redug¢do do radical DPPH" (2 esquerda). Um antioxidante
(representado por A—H) captura o elétron desemparelhado reduzindo o DPPH" (violeta) para
DPPH-H (amarelo). A mudanca de coloragdo permite o estudo via espectroscopia eletronica. A
formagdo de uma espécie diamagnética permite o estudo via EPR.*

;N N—N + A-H =~ O;N N—N + A
-

Violeta Amarelo

A técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR) ¢ uma das mais
importantes no estudo de espécies paramagnéticas, incluindo radicais organicos e
inorganicos. O principio da técnica ¢ similar ao principio da ressoniancia magnética
nuclear (RMN), ambas as técnicas utilizam a aplicagdo de um campo magnético
externo. Enquanto no RMN o campo magnético interage com o nucleo do atomo, no
EPR, o campo magnético interage com um spin eletronico desemparelhado na

r 40 . . . o~ . . . .
molécula.”™ A maioria dos metais de transi¢do, assim como os radicais livres, possuem

elétrons desemparelhados, o que possibilita sua detecgdo por EPR.*! A quantidade de
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linhas espectrais ¢ dada pela Equagao 14, onde n ¢ a quantidade de ntcleos da espécie

paramagnética estudada e I é o spin nuclear tabelado para essa espécie.*?

Equacao 14. Determinacao do numero de linhas no espectro de EPR para cada espécie
paramagnética.*?

2nl + 1 (14)

Como os radicais livres em geral sdo instaveis, possuem curto tempo de meia
vida e existem em baixas concentracdes em meios bioldgicos, sua deteccdo por EPR
pode ser dificultada, desse modo, frequentemente sdo utilizados os “spin-traps”, técnica
que converte esses radicais em espécies mais estaveis e detectaveis.*’ Essa técnica torna
possivel a quantificacdo e detecgdo de radicais livres envolvidos em processos
bioldgicos, incluindo o “OH, que possui tempo de meia vida de aproximadamente 10~ s
(Figura 7), e 0 02", que possui tempo de meia vida na faixa de 10 s. Este composto é
adicionado ao sistema sob investigacdo com o objetivo de sequestrar (trap)
intermediarios reativos, formando espécies paramagnéticas mais estdveis e que sdo
denominadas de adutos radicalares, os quais poderdo ser analisadas por EPR. Os “spin-
traps” mais empregados sdo compostos organicos, abreviados como DEPMPO (5-
(Dietoxifosforil)-5-metil-1-pirrolina-N-oxido), BMPO (5-terc-(butoxicarbonil)-5-metil-
1-pirrolina-N-oxido) e DMPO (5,5-dimetil-1-pirrolina-N-oxido). *!

Figura 7. Espectros de EPR dos adutos radicalares DMPO-SOs ¢ DMPO-OH respectivamente.

Figura adaptada da referéncia 44.%
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Em 2019, Deng e colaboradores relataram compostos de coordenacdao de Galio

(Ga'") derivados do flavonoide natural Kaempeferol (Kae). A coordenacdo a este
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composto foi realizada para melhorar sua solubilidade em agua e suas propriedades
antioxidantes. A avaliacdo da atividade antioxidante desses compostos foi realizada
utilizando o DPPH para determinar a capacidade dos mesmos de sequestrar espécies
radicalares.*

O grupo preparou uma placa de 96 pogos com 100 pL por poco de uma solugao
controle de DPPH’ com concentragdo fixa de 5 x 10° mM. Em seguida, diferentes
concentragdes (5, 15, 30, 45, 60 e 75 uM) dos complexos de Ga'! foram adicionados ao
DPPH’. O 4cido ascorbico cuja a atividade antioxidante ja € bem estabelecida na
literatura, foi usado como controle positivo. A placa foi mantida por 40 min no escuro e
a temperatura ambiente antes da leitura em comprimento de onda igual a 517 nm. O
calculo de porcentagem da atividade de reducdo do radical DPPH" (RSA%, do inglés
Radical Scavenging Activity) foi realizado conforme a Equagdo 15, onde A ¢ a

111

absorbancia do DPPH" na presenca dos complexos de Ga™' e Apppu € a absorbancia da

solucdo controle de DPPH".

Equacio 15. Equagdo para determinar a porcentagem da capacidade de reducdo (RSA%) dos
compostos de Ga'" frente ao DPPH".*

(ADPPH - A)

DPPH

(15)

RSA% = X 100%

Os autores observaram que a atividade antioxidante dos complexos de Ga'l
frente ao DPPH’ aumentou significativamente para todos os compostos com aumento da
concentragdo, na faixa de 0 a 75 uM (p < 0,05). A maior atividade foi de 82% para o
composto Kae-SO3-Ga, na concentragdo de 75 uM (foi obtido valor de RSA de 88%
para o acido ascérbico, na mesma concentragdo). Adicionalmente, a coordenagdo com o

jon Ga'

aumentou a capacidade antioxidante desses compostos frente ao radical DPPH’
em comparacao com os flavonoides Kae e Kae-SOs. Esse aumento foi atribuido a maior
solubilidade em 4gua do composto de coordenagdo e sua capacidade de doar elétrons,
além do mecanismo de transferéncia de hidrogénio do ligante Kae.*

A transferéncia de hidrogénio (HT), do inglé€s hydrogen transfer, ¢ uma reagao
onde um hidrogénio, na forma de ion hidreto, proton ou radical ¢ transferido de uma (na
referéncia diz que ndo precisa ser s6 um radical, pode ser um hidrogénio nessas formas,

€ como nossos compostos sdo doadores de protons em alguns momentos, deixei assim,

acho que fica melhor) molécula doadora de hidrogénio para uma molécula aceptora,
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sendo que o mecanismo dessa transferéncia dependera do catalisador, do substrato e das
condic¢des reacionais.’” #

Compostos de coordenagdo com centros metalicos que apresentam quimica
redox ja tiveram sua atividade antioxidante testada frente ao radical DPPH". Bingdl e
Turan relataram estudos relativos a compostos de coordenacio de Fe', Co, Ni'', Ru'' e
Pd" com um novo ligante do tipo base de Schiff (Figura 8), os quais tiveram suas
atividades antioxidantes estudada através do método de DPPH. Os autores prepararam
solugdes etanolicas nas concentragdes 25, 50 e 100 pg mL™!, para cada composto, em
seguida adicionaram 1 mL de uma solugdo de DPPH com concentracdo de 1 mM. As
solugdes foram mantidas no escuro por 30 min e entdo foi realizada leitura em 517 nm,
empregando-se espectroscopia eletronica. Uma solugdo de 3 mL de etanol e 1 mL de
DPPH (1 mM) foi utilizada como controle. Os autores observaram que a capacidade
sequestrante de espécies radicalares dos compostos estudados diminui com o aumento
da concentragdo dos mesmos, ndo sendo linear. O composto que apresentou melhor
atividade foi o de Ru', seguido pelos compostos de Pd" e Fe!l respectivamente. O
ligante sozinho, assim como os compostos de Co'' e Ni'', apresentaram % de radical
scavenging negativa, atuando como oxidantes.*

Figura 8. Representagido genérica dos compostos de coordenagdo de Fe!, Co e Ni'' e dos
compostos de Ru'" e Pd" sintetizados por Bingdl e Turan.*
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Outra técnica muito utilizada para avaliagdo de atividade antioxidante ¢ a EPR,
principalmente quando a espécie oxidante ¢ radicalar ou possui elétrons
desemparelhados.*’ Scalzo estudou a capacidade de “radical scavenging” por EPR de

antioxidantes hidrofilicos comuns (4cido ascérbico (AsA), acido clorogénico (CGA) e
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cisteina (Cys)), utilizando as espécies radicalares O™, "OH e terc-butil hidroperoxido (t—
BuOO®") como oxidantes e DMPO como “spin-trap”. A atividade de scavenging
(RSA%) de cada composto testado foi expressa em porcentagem de acordo com a
Equagao 15. Onde Apppu € A sdo a altura dos sinais de EPR (pico a pico) no espectro da
solucdo sem o composto antioxidante (ApppH) € com o composto antioxidante (A)
respectivamente.

O anion radical O;" foi gerado a partir de uma solugdo de superoxido de potassio
(KO2) em DMSO, o radical "OH foi gerado através de reacdo de Fenton (Equacao 3,
pagina 4) e o ROO’ foi gerado a partir de uma reagao de redugao do t—-BuOOH por um
quelato de Fe'' com NaEDTA. Para os trés radicais utilizou-se o “spin trap” DMPO e o
aduto formado (DMPO-OOH’, DMPO-OH' e DMPO-OOR" respectivamente) foi

registrado ap6s 1 min de reacdo a 25°C (Figura 9).4

Figura 9. Espectros de EPR dos adutos DMPO-OOH" (a), DMPO-OH" (b) e DMPO-OOR® (¢)
em tampdo fosfato (PBS), respectivamente.*’
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Os autores relataram que a capacidade de sequestro de espécies radicalares dos
antioxidantes estudados frente ao anion radical O™ seguiu a ordem CGA>AsA>Clys.
Um comportamento semelhante foi obtido para a espécie radicalar ROO’, porém, nesse
caso, a cisteina (CYS) apresentou atividade pro-oxidante, com aumento da intensidade
do sinal DMPO-OOR" no espectro de EPR, diferentemente de quando foi realizada a
interacdo com o O, onde ela apresentou capacidade antioxidante baixa. Com relagao
ao radical "OH, foi observado um resultado completamente diferente, com ordem de
capacidade antioxidante Cys>CGA>AsA e menores valores de poder anti radicalar
(ARP) quando comparado aos outros radicais em estudo, com necessidade de maior

concentragio de espécies antioxidantes.*
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2.5 ESTUDOS PREVIOS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE COMPOSTOS DE
COORDENACAO DE Cu", Fe" E Mn"Mn™

Nosso grupo de pesquisa vem utilizando técnicas como espectroscopia
eletronica, EPR e espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray (ESI(+)-MS
e ESI(+)-MS/MS), para avaliar a atividade SOD e CAT de compostos de coordenagdo
de Cu'l, Fe'l ¢ Mn',13-16:48

Em 2009, as atividades de catalase e de peroxidase de um composto de Mn"
contendo o ligante 1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloropropan-2-ol (HPCINOL)
(Figura 10) foram relatadas pelo grupo de pesquisa.*® O estudo da atividade desse
composto foi realizado através da utilizacao de técnicas como espectroscopia eletronica
e EPR, além de técnicas adicionais para elucidagdo do mecanismo, e estudos cinéticos.
Através do monitoramento do progresso da reacdo entre o composto de Mn'' e 0 H,0
por espectroscopia eletronica, foi possivel observar o aparecimento de novas bandas de
absor¢ao em 410, 539 e 620 nm. Essas bandas foram atribuidas a transferéncia de carga
LMCT oxo = Mn'V (410 nm) e transi¢des d-d do Mn'Y (539 e 620 nm) (Figura 10). A
interagdo entre este composto e o H2O> também foi estudada via EPR, sendo observado
o aparecimento de 16 linhas caracteristicas de espécies de Mn""Mn'Y, que desaparecem
com o tempo, com o retorno do espectro para as linhas caracteristicas do composto
original. O composto de Mn""Mn'" formado pela reagdo foi identificado através de
espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray ESI(+)-MS, mostrando a
formagdo de um composto binuclear de alta valéncia [Mn(III)-(n-O)>-Mn(1V)] (Figura

10), corroborando os resultados obtidos por espectroscopia eletronica e via EPR.*
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Figura 10. Estrutura molecular do composto de Mn" com o ligante HPCINOL (A), do
intermediario formado (B), espectro eletronico da interagdo entre o composto de Mn'' com H,0,
(C) e espectro de EPR do composto sozinho (a) e interagdo com o H,Oz (b) e (¢) (D).*
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Em 2010, um composto mononuclear de Fe' contendo o ligante HPCINOL
(Figura 11) foi sintetizado e suas atividades mimética a CAT e a SOD foram estudadas
in vitro."® Os estudos foram realizados utilizando voltametria ciclica (VC) e método
colorimétrico para avaliagdo da reducdo do nitroazul de tetrazolio (NBT), promovida
pelo anion radical O2", gerado pelo sistema xantina/xantina oxidase. Foi observado, por
VC, que o composto produz Oz na presenca de H>O; além de impedir a redugdo do
NBT.

Adicionalmente, realizou-se um estudo utilizando modelo de células eucarioticas
Saccharomyces cerevisiae (selvagens e mutantes deficientes em SOD e CAT),
avaliando a sobrevivéncia dessas células apos serem expostas a estresse oxidativo,

sendo ou ndo tratadas com o composto em estudo. Nos dois casos, as células tratadas
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com o composto apresentaram alto indice de sobrevivéncia (52 e 97% para células
selvagens e deficientes em SOD respectivamente) com relacdo as ndo tratadas (7 e
11%)."3

Figura 11. Estrutura do composto de coordenagdo de Fe™ com o ligante HPCINOL (a) e
estrutura de raios-X obtida para este composto (b).!3

(2) (b)

Em 2015, resultados da atividade antioxidante de trés compostos de Cu', Fe' e
Mn" com o ligante HPCINOL (Figura 12) foram publicados no periédico Free Radical
Biology and Medicine.'* Os compostos protegeram as células de levedura
Saccharomyces ceverisiae contra o estresse oxidativo induzido por H2O02 e O2". O

composto com melhor atividade protetora foi o composto de Fe'

, seguido pelo
composto de Cu'' e Mn!" respectivamente. Esses compostos protegem a membrana
lipidica, sem induzir fatores de transcri¢do relacionados com a sintese de fatores de
protecdo como proteinas antioxidantes, o que indica que os compostos agem como
miméticos com atividade dual de CAT e SOD, removendo excesso de EROs como o
0" e H2O». Na Figura 13 estdo representados os efeitos dos compostos de coordenagao

estudados na sobrevivéncia das células de Saccharomyces ceverisiae expostas a estresse

oxidativo.
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Figura 12. Estrutura dos compostos de Cu!, Fe™ e Mn! reportadas por Ribeiro e
colaboradores.'

V2R ——— +
Fy—=n ]
\=N_/~ 'l k
rS S 1
e /
c” { N/ P -
o—Fe—N “‘T Mn
H‘ ;/ A L\\_,}' -~ ™
/4 @ P 4 \
Cl
\ HO FN_—
“ \ / - —=N
\-\_ N \ ),_\ .;/ ,>"_,_ .
— cl A== N\;’\ y j
PR 1] _ AN /
Fe — N / Cl'/ x(l \ ,-'f " ’1__.“
L T \ oM I W
S \1 H \ S~
AY
A ) of
Fy—=N_ I Jou:
=N/ J ,/
— J,-'/ 1 -—
cr ~ ARy
o—~Cu——N =
i/ hY “ l
H e ~
AY
cl

Figura 13. Graficos mostrando os efeitos dos compostos de coordenacdo estudados na
sobrevivéncia das células de Saccharomyces ceverisiae mutantes deficientes em SOD e CAT (a
e b respectivamente) expostas ao estresse oxidativo. Figura adaptada da referéncia 14.
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Em 2017, os mesmos compostos de coordenacdo foram estudados, novamente
utilizando células de Saccharomyces cerevisiae, dessa vez, avaliou-se o efeito protetor
desses compostos contra oxidag@o de lipidios e proteinas em células que passaram por
um processo de envelhecimento.!’ Foi feita a avaliagio da viabilidade celular e de
marcadores de estresse oxidativo como peroxidagdo lipidica e oxidacdo de proteinas,

antes e depois do processo de envelhecimento das células selvagens e mutantes, com e
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sem tratamento com os compostos de coordenagdo. Os resultados obtidos para os niveis

de peroxidacado lipidica nas células tratadas e ndo tratadas estdo expostos na Figura 14.

Figura 14. Efeito dos compostos miméticos a CAT e & SOD na peroxidag¢ao lipidica de células
que passaram por um processo de envelhecimento. Choque térmico foi utilizado como controle
positivo.!
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Os autores observaram que os compostos aumentam a vida util das células S.
cerevisiae, o que esta diretamente relacionado com a protecdo da membrana lipidica e
proteinas. Os resultados indicam que esses compostos mimetizam agentes
antienvelhecimento através da remocdo do excesso de EROs geradas pelo processo de
envelhecimento, diminuindo os efeitos deletérios causados pelo estresse oxidativo. '

Em 2018, um novo composto binuclear de valéncia mista Mn"Mn'", com o ligante
N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-  hidroxi)-propano  (H2L2) foi
sintetizado e suas atividades miméticas a CAT e a SOD foram investigadas através da
técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR). Através dessa técnica foi
evidenciado um espectro contendo 16 linhas, apos interagdo do composto de valéncia
mista com o anion radical superéxido, sendo proposto que este composto decompde o
O," através da formagio de um intermediario de alta valéncia Mn"-(u-O)-Mn'Y (Figura
15). Quanto a atividade de CAT, o composto ¢ ativo na presenca de uma base como a
piperazina, apresentando atividade mimética dual a ambas as metaloenzimas: CAT e

SOD.'®

oh
4h

14h
24h

Oh
4h
14 h
24 h
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Figura 15. Estrutura molecular do ligante H2L2 ¢ do composto binuclear de valéncia mista
Mn"Mn'! e espectros de EPR para o anion radical O," (a), para o composto (b), interagdo do
composto com 0 Oy (c) e apds 1 h de interagdo do composto com o O,™ (d).'
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Em 2020, compostos de Cu'! e Fe' contendo o ligante H2L2 (Figura 16),

tiveram sua atividade antioxidante e antimetastatica estudada frente a células de

neuroglioma humano.*’

Figura 16. Estrutura molecular dos compostos de Fe e Cu com o ligante H,L2 estudados por

Guerreiro e colaboradores.*
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Coul
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O estudo mostrou que ambos compostos apresentam atividade mimética a CAT
e a SOD, diminuindo os niveis de EROs nas células de neuroglioma H4. O composto de
Cu"" apresentou melhor atividade SOD, sendo que cada molécula de composto reagiu
com 35 unidades de anion superdxido (O27) (40 min de reacdo), indicando reagao

I apresentou reacdo estequiométrica com o O;",

catalitica. J4& o composto de Fe
indicando uma reacdo ndo catalitica. Os valores de ICso e dados cinéticos obtidos no
estudo da atividade antioxidante dos compostos frente as células H4 encontram-se na
Tabela 1. Adicionalmente, os compostos inibiram a migracao de células H4, diminuindo
a expressao de marcadores de células epiteliais mesenquimais em modelos de camada
tinica e 3D, sendo que o composto de Cu'! inibiu completamente a habilidade de invasdo
das células de glioma.*

Tabela 1. Dados cinéticos e de ICso da atividade antioxidante dos compostos de Cu' e Fe'

o ligante H2LL2 estudados por Guerreiro e colaboradores.*’

com

Atividade SOD Atividade CAT

Composto  ICso (uM)  Keat M 's1)  Keat M 's1) Kvm (mM)  Kea Km (M1s7)
FeLL 8,946+0,345 1,42x10° 0,080,003  23,2+1,2 3,45+0,04
CulL 0,181+0,016 7,07x10° 0,360+£0,125 41,9+15,7 8,25+0,06

Compostos de Cu", Fe'" ¢ Mn"Mn"" com o ligante H2L.2 também tiveram sua
atividade antioxidante estudada frente a cepas de Saccharomyces cerevisiae e a larvas
de Galleria mellonella. Neste estudo foi constatado que os compostos protegeram as
células de S. cerevisiae do estresse oxidativo causado por H,O> e menadiona, além de
aumentar sua longevidade quando estas sdo submetidas ao envelhecimento cronologico.
Suplementarmente, as larvas de Galleria mellonella tratadas com os compostos
apresentaram maior sobrevivéncia ao estresse oxidativo causado por H>O> quando
comparadas as nao tratadas. Esses compostos agem reduzindo a peroxidacao lipidica
nas células, sem induzir a ativacdo da CAT e da SOD.*°

De acordo com o exposto, nota-se a necessidade de ampliar os estudos da
atividade antioxidante de compostos de coordenacdo, conduzindo-os de forma
sistematica e visando aplicagdes futuras, na area de metalofArmacos antioxidantes.
Desta forma, o presente trabalho visa a obten¢io de compostos de coordenagio de Cu'l,
Fe'' ¢ Mn""Mn'", contendo os ligantes HL1 e H:L2, a avaliacdo das suas atividades

antioxidantes, empregando-se métodos espectrofotométricos e via EPR. Tem-se como
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objetivo a correlagdo das atividades antioxidantes com o estado de oxidacao do metal,
natureza do centro metalico, estrutura do ligante; proposi¢do de provaveis mecanismos
de agdo visando aplicacdes futuras: estudos in vitro e in vivo empregando-se matrizes
biologicas (mitocondrias, tecido neural), levedura S. cerevisiae e invertebrado Galleria

mellonella.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade antioxidante de compostos de

coordenagdo de Cu'l, Fe'! e Mn"Mn'" frente a diferentes espécies reativas e radicalares,

empregando-se técnicas espectroscopicas e via EPR.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Sintetizar e caracterizar os ligantes HL1, H2LL.2 ¢ SALEN;

Sintetizar e caracterizar seis compostos de coordenagio de Cu!, Fe' e
Mn"Mn", com os ligante HL1 ¢ H2L2, bem como o composto de referéncia
[Mn(SALEN)CI];

Avaliar a atividade antioxidante de seis compostos de Cu',, Fe'' e Mn"Mn'",
bem como seus respectivos sais e ligantes (HL1, Hz2L2), através da técnica de
espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis, utilizando-se o método
colorimétrico de determinacgdo da porcentagem de Radical Scavenging (%RSA),
frente ao radical DPPH;

Avaliar a atividade antioxidante de seis compostos de Cu',, Fe'' e Mn"Mn'",
frente ao H>0», 02" e "OH através da técnica de espectroscopia eletronica na
regido do UV-Vis;

Avaliar a atividade antioxidante de seis compostos de Cu", Fe'' ¢ Mn""Mn™
frente a0 H2O2, O2™ através da técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica
(EPR);

Avaliar a atividade antioxidante dos compostos mais promissores frente ao
radical hidroxil ("OH), através da técnica de EPR, com utilizagdo de spin trap
DMPO e determinar os valores de I1Cso (concentracdo que inibe 50% do radical
hidroxil);

Comparar a atividade antioxidante dos compostos de coordenagdo em estudo

com a apresentada pelo composto de referéncia [Mn(SALEN)CI].
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4. MATERIAL E METODOS

As sinteses dos ligantes e dos seus respectivos compostos de coordenacdo foram
realizadas utilizando-se reagentes de grau comercial.

Os ligantes HLL1 e H2L.2 foram caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (‘H RMN) e espectroscopia na regidio do infravermelho (FTIR),
empregando-se a confec¢cdo de pastilhas de KBr para o HL1 (composto s6lido) e de
filme sobre KBr para o H2L.2 (composto obtido na forma de 6leo). As caracterizacdes
foram realizadas na Central de Analises do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Os dados obtidos para ambos os ligantes foram
comparados com aqueles ja relatados na literatura. O ligante de referéncia SALEN, teve
sua estrutura confirmada através da técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho, analise elementar ¢ determinagao do ponto de fusao.

Os compostos de coordenacdo de Cul, Fe' e Mn!!Mn'", obtidos com os ligantes
HL1 e H:L2, j4 foram relatados na literatura ((1) — (6))!%°%33, exceto o composto (3),
bem como o composto [Mn(SALEN)CI]. Todos os compostos de coordenagio tiveram
suas estruturas moleculares confirmadas através de técnicas espectroscopicas,
eletroquimicas, sendo os dados de caracterizacao fisico quimicas obtidos comparados
com aqueles relatados na literatura. As mesmas técnicas foram utilizadas para a
caracterizacdo do composto inédito de Mn"Mn'"! (3), empregando-se adicionalmente a
técnica de difragdo de raios-X, ja que foram obtidos monocristais para este composto.
As técnicas empregadas na caracterizagdo dos compostos de coordenagdo foram:
Analise Elementar (CHN), realizada na Central de Analises do Departamento de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP); Estudos Eletroquimicos, realizados no
Laboratorio de Equilibrio Quimico (LABEQ) da UFSC, com colaboragdo do Prof.
Bruno Szpoganicz, Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR), realizada na Central
de Analises do Departamento de Quimica da UFSC, pelo professor Adolfo Horn Junior
e com auxilio do técnico Nilton Cézar Pereira. Os estudos de difragao de raios-X
(DRX) para o composto inédito (3), foram realizados no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), pela professora Roberta Cargnelutti.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1.  SINTESE DOS LIGANTES ORGANICOS HL1, H:L2 E SALEN

Foram  sintetizados os  ligantes  organicos  N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-
piridilmetill)amina (HL1), N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2- hidroxi)-
propano (H:2L2) e o ligante utilizado para sintese do composto de referéncia N,N’-
bis(salicideno)etan-1,2-diamina (SALEN), de acordo com rotas sintéticas ja descritas na

literatura.>> >¢

5.1.1 Sintese do ligante N-(2-hidroxibenzil)-V-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2- hidroxi)-
amina(HL1)

O ligante HL1 foi sintetizado através da reagdo entre 2-picolilamina e salicil
aldeido, de acordo com a rota sintética descrita por Neves e colaboradores (1993)
(Figura 17).° Este ligante foi obtido como um sélido branco cristalino, rendimento: 13

g (71%), p.f.: 63 °C.

Figura 17. Esquema de sintese do ligante HL.1.

X
OH
\ F
N
+ MeOH
H > NH
= NH; NaBH,
N
0]
OH
2-picolilamina Salicilaldeido HL1

5.1.2 Sintese do ligante N-(2-hidroxibenzil)-NV-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2- hidroxi)-
propano (H:L2)

O ligante H2L2 foi sintetizado através da reagdo entre a amina secundaria (HL1) e
epicloridrina, de acordo com a rota sintética previamente descrita por Horn e
colaboradores (Figura 18).* Este ligante foi obtido como um oéleo castanho.

Rendimento: 4,8 g (82%).
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Figura 18. Esquema de sintese do ligante H,L2.
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5.1.3 Sintese do ligante /V,/V’-bis(salicideno)etan-1,2-diamina (SALEN)

O ligante utilizado para obtengdo do composto de referéncia N,N'-
bis(salicideno)etan-1,2-diamina (SALEN) foi sintetizado através de rota sintética ja
descrita na literatura.’® Através da reagio entre salicilaldeido e etilenodiamina (2:1) sob

refluxo (Figura 19). Rendimento: 0,23 g (83%), p.f.:124 °C.

Figura 19. Esquema de sintese do ligante SALEN.

H-5N EtOH
NN, 2 OH o Ho
Reﬂuxo

Etilenodiamina Salicilaldeido SALEN

52. SINTESE DOS COMPOSTOS DE COORDENACAO DE Cu', Fe'' E
Mn"™n™ (1) — (6) E DO COMPOSTO DE REFERENCIA CONTENDO O LIGANTE
SALEN

Foram sintetizados os compostos de coordenacdo [Cu(HL1)Clz] (1), [Fea(L1)2Cl2]
(2), [Mn(L1)2Cl2]% Cl*/2H20 (3), [Cu(HL2)CI]CI*2H20 (4), [Fe(HL2)Cl2]*0,5H20 (5)
e [Mny(HL2)(L2)Cl2]nClO4¢3H>O (6) a partir das reacdes de complexacdo entre os
ligantes HLL1 e Hz2L2 e os sais CuCl2*2H>0, FeCl3*6H>O e MnCly*4H>0, de acordo
com rotas sintéticas ji descritas na literatura.'®>!** O composto inédito de Mn"™Mn™
(3), foi sintetizado de acordo com método descrito a seguir. O composto de coordenacao

utilizado como referéncia [Mn(SALEN)CI], foi sintetizado através da reacdo do ligante
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previamente obtido SALEN com o sal MnCl»*4H>O, de acordo com rota sintética ja

relatada na literatura.>®

5.2.1 Sintese dos compostos de Cull, Felll e MnIII com o ligante HL.1 (compostos 1
-3)

O composto de Cu' (1) foi sintetizado através da reacdo entre o ligante HL1 e o sal
CuCl*2H,0, de acordo com procedimento relatado na literatura (Figura 20).°!
Rendimento: 0,27 g (75%), ponto de decomposi¢do,: 178 — 180°C.

O composto de Fe!

(2) foi sintetizado através da reacgdo entre o ligante HLL1, o sal
FeCl3*6H,0 e LiOH, de acordo com procedimento relatado na literatura (Figura 20).%2
Rendimento: 0,11 g (30%), p,f,: 170°C.

O composto inédito de Mn"™Mn'" (3) foi sintetizado através da reacdo entre o ligante
HL1 e o sal MnCl>*4H>O (Figura 20). 2 mmol do ligante (0,428 g) foram dissolvidos
em 5 mL de metanol. Em seguida, 1 mmol de MnCl2.4H>0 (0,19 g) foi dissolvido em
10 mL de metanol. As duas solugdes foram transferidas para um baldo e o sistema

permaneceu em refluxo por 3 h. Apos 3 dias, cristais marrons escuros foram coletados.

Rendimento: 0,22 g (40%), p.f.: 187°C.
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Figura 20. Esquema de sintese para os compostos (1) — (3).
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5.2.2 Sintese dos compostos de Cu'', Fe!'' e Mn'"Mn'"! com o ligante H2L.2

(compostos (4)-(6))

O composto de Cu'' (4), foi sintetizado através da reagdo entre o ligante H2L2 e o
sal CuClx*2H,0, de acordo com procedimento relatado na literatura (Figura 21).%
Rendimento: 0,31 g (68%), p.f.: 160°C.

O composto de Fe'! (5), foi sintetizado através da reagdo entre o ligante H2L2 e o
sal FeCl3*6H>0, de acordo com procedimento relatado na literatura (Figura 21)>*.
Rendimento: 0,31 g (68%), p.f.: 225°C.

O composto binuclear de valéncia mista Mn"Mn'!!

(6), foi sintetizado através da
reacdo entre o ligante H2L.2 e o sal MnCl*4H>O, com adi¢cdo de perclorato de litio
(LiC104), conforme rota proposta por Costa e colaboradores (Figura 21).!® Rendimento:

0,15 g (15%), p.f.: 220 °C.



Figura 21. Esquema de sintese para os compostos (4) — (6).
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5.2.3 Sintese do composto de referéncia [Mn(SALEN)CI]

O composto de coordenagdo utilizado como referéncia [Mn(SALEN)CI], foi

sintetizado através de uma reacdo entre o ligante previamente obtido SALEN e o sal

MnCl2*4H>0 em meio etandlico, sob refluxo (Figura 22).°° Rendimento: 0,22 g (61%),

ponto de decomposicao.: 287 —290°C.

Figura 22. Esquema de sintese do composto de referéncia [Mn(SALEN)CI].
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5.3 CARACTERIZACAO DOS LIGANTES HL1, H,L2 E SALEN E DOS
COMPOSTOS DE COORDENACAO (1) - (6) E COMPOSTO DE REFERENCIA
[Mn(SALEN)CI]

5.3.1 Ponto de Fusao
Os compostos de coordenagdo obtidos, bem como o ligante cristalino SALEN
tiveram seus pontos de fusdo ou decomposi¢ao determinados através de um

equipamento MQAPF 301 Micro Quimica.

5.3.2 Espectroscopia de absorcio na regiao do infravermelho

Os espectros de Infravermelho para os ligantes e seus respectivos compostos de
coordenacdo foram obtidos em espectrofotdmetro ABB — Modelo FTLA 2000, janela
espectral 4000 — 400 cm™. Os espectros foram obtidos em pastilhas de KBr, contendo
1% de composto e 99% de KBr para os ligantes solidos (HL1 ¢ SALEN) e para os
compostos de coordenacdo ((1) — (6) e [Mn(SALEN)CI]). O espectro do ligante oleoso
(Hz2L2) foi obtido em filme de KBr, com dissolu¢do prévia do ligante em cloroférmio e

leitura realizada ap6s a evaporagao do solvente.

5.3.3 Espectroscopia Eletronica na regiao do Ultravioleta-Visivel.

Os espectros eletronicos para os compostos de coordenacao (1) — (6) foram obtidos
em espectrofotometro Agilent, modelo Cary 60, no LABSELEN do departamento de
Quimica da UFSC, foram utilizadas cubetas de quartzo de 1 mL e varredura na faixa de

200 a 800 nm empregando-se DMSO como solvente.

5.3.4 Voltametria Ciclica

Os voltamogramas ciclicos para os compostos de coordenacdo (1) - (6) e para o
composto de referéncia [Mn(SALEN)CI] foram obtidos em um voltamograma do tipo
VersaSTAT 3 AMETEK®, empregando-se a seguinte configuragio: eletrodo de platina
(eletrodo de trabalho), fio de platina (contra-eletrodo) e fio de platina (eletrodo de
referéncia), hexafluorfosfato de tetrabultilamonio como eletrélito suporte (solugdo 0,1
M), e DMSO como solvente. Velocidades de varredura de 50 mV.s'. O ferroceno foi

utilizado como padrao interno.
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5.3.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Os espectros de '"H RMN foram obtidos para os ligantes a fim de confirmar sua
estrutura e pureza. Os espectros foram obtidos em equipamento Varian NMR AS 400,
operando a 400 MHz. Os solventes utilizados foram cloroférmio ¢ metanol deuterado e
as amostras foram preparadas diluindo-se 15 — 20 mg das mesmas em cerca de 500 uL

de solvente em tubos de 2,5 mm.

5.3.6 Ressonancia Paramagnética eletronica

As leituras foram realizadas em tubos de EPR de 4 mm para amostras congeladas e
em capilar para amostras liquidas. Os espectros foram obtidos utilizando um sistema
Bruker EMX micro-9,5/2,7/P/L com cavidade cilindrica altamente sensivel, operando
em banda-X (9 GHz) em 120 e 291 K, microondas de 5 mW, modulacido de amplitude 5
G e modulacdo de frequéncia 100 kHz. A temperatura empregada foi de 120 K para os
estudos em frente ao H2O2 e ao O2™ e 291 K para os estudos frente ao DPPH e ao "OH,

os quais foram realizados em capilar.

5.3.7 Difracio de raios-X

Cristais do composto de coordenagdo (3) foram selecionados e as medidas
empregando-se a técnica de difracdo de raios-X de monocristal foram realizadas pela
professora Roberta Cargnelutti no Departamento de Quimica da UFSM, utilizando um
difratdbmetro Bruker D8 Venture. Dados e parametros -cristalograficos obtidos

encontram-se na Tabela 7, pagina 44.

5.4 ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS
5.4.1 Estudo do potencial de captura de radical via método colorimétrico

empregando-se o radical DPPH

Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 100 pL. de uma solucdo etandlica
de 100 uM de DPPH, em cada pogo. Preparou-se uma solucao estoque de 200 uM para
cada ligante organico (HL1, H2L.2 e SALEN), composto de coordenacdo ((1) — (6) e
[Mn(SALEN)CI] e cloretos utilizados na sintese dos compostos (CuCly*2H>0,
FeCl3*6H>O e MnCly*4H>0), em etanol, contendo 1% de DMSO. Volumes de 5, 25, 50,
75 e 100 pL das solugdes estoque foram adicionados aos pogos € o volume foi

completado para 200 pL, com etanol. A placa permaneceu em repouso, sob abrigo da
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luz por 30 min. As leituras foram realizadas em comprimento de onda fixo de 517 nm
em equipamento TECAN, modelo INFINITE M200, no Laboratério Multiusuario de
Estudos em Biologia, (LAMEB), localizado no Departamento de Bioquimica da UFSC.

O estudo foi realizado em triplicata em trés dias diferentes.

5.4.2 Estudo da atividade mimética funcional a CAT empregando-se

espectroscopia eletronica

Em uma cubeta de quartzo de 1 mL, adicionou-se 540 uL de uma solu¢do com
concentragdo 1 mM de cada composto de coordenagdo estudado. O solvente empregado
foi meio aquoso PBS, contendo 1% de DMSO. Em seguida foi realizada uma varredura
na faixa de 200 a 800 nm. Adicionou-se entdo 60 pL de uma solugdo aquosa de H>O2 de
concentragdo 1 M, preparada em tampao PBS a partir de uma solucao de H>O2 (28%), a
cubeta. O H20> de 30 volumes, foi previamente titulado com uma solugdo padrao de
permanganato de potassio (KMnO4) 0,019 M em meio 4cido, de acordo com método
experimental descrito por Arafljo e colaboradores.’’ Propor¢do composto:H.0, de
aproximadamente 1:100. A reagdo foi monitorada através de varreduras na faixa de 200

a 800 nm, de 12 em 12 s, até o tempo final de 5 min.

5.4.3 Estudo da atividade mimética funcional a SOD empregando-se

espectroscopia eletronica

Uma solugdo de concentragdao 1 mM, de cada composto de coordenagdo, em
DMSO, foi titulada com uma solugcdo de superoxido de potassio (KO2), com
concentragdo de 2 mM, também preparada em DMSO. Foram adicionadas aliquotas de
10 pL da solu¢ao de KO; a solucdao dos compostos em uma cubeta de quartzo e foi
realizada varredura de 200 a 800 nm, apds cada adicdo. O experimento também foi
realizado em funcdo do tempo, com adicdo de uma aliquota tinica de 100 pL e varredura

de 200 a 800 nm, a cada 12 s por 5 min.
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5.4.4 Estudo da capacidade de captura do radical ‘OH empregando-se

espectroscopia eletronica

Preparou-se uma solucao de sulfato ferroso amoniacal ([Fe(NH4)2(SO4)2]*6H>0)
(2 mM) em agua destilada. Uma solu¢ao de concentragdo 1 mM, preparada em meio
PBS contendo 1% de DMSO, de cada composto de coordenagdo estudado foi
previamente preparada e 500 pL da mesma foram adicionados a uma cubeta de quartzo
de 1 mL. No momento da Ileitura, adicionou-se 100 pL da solugdo de
[Fe(NH4)2(SO4)2]*6H20 e 10 pL de uma solug¢ao aquosa de H>O> de 20 mM a cubeta
para geracdo do radical ‘OH através da reagcdo de Fenton (Equagdo 3, pagina 4). Foi

feita uma varredura na faixa de 200 a 800 nm a cada 12 s até o tempo final de 5 min.

5.5 ESTUDOS DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (EPR)
5.5.1 Estudo da capacidade de captura do radical DPPH via EPR

O estudo foi realizado em solventes prético e aprdtico, com o objetivo de
determinar se os compostos agem através de mecanismo redox ou transferéncia de
hidrogénio, frente a este radical. Preparou-se uma solucdo estoque dos compostos em
DMSO, que foram entdo diluidos em etanol até uma concentra¢do final de 100 uM
(maximo de 0,1% DMSO). A solugdo também foi preparada em acetonitrila, sendo este
o solvente empregado para estudo em meio aprotico. Uma solugdo de DPPH também
foi preparada em ambos os solventes, com concentragdo 1 pM. Em eppendorfs
protegidos da luz, foram adicionados 50 pL da solucdo de cada composto, 25 uL da
solucdo de DPPH e 25 pL do solvente utilizado (propor¢ao composto:DPPH 2:1). O
sistema permaneceu em repouso, abrigado da luz por 30 min para que a reagdo
ocorresse.

ApoOs a reacgdo, foi realizada a leitura no espectrometro de EPR dos sistemas a
temperatura ambiente, onde a solugdo foi inserida dentro de um capilar e este dentro do
tubo de EPR, para posterior leitura. As leituras foram realizadas apds 30 min e 1 h de
iniciada a reagdo entre o composto de coordenagdo e o radical DPPH, em ambos os

solventes: etanol e acetonitrila.
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5.5.2 Estudo da atividade mimética funcional a CAT via EPR

Primeiramente foram obtidos espectros de EPR dos compostos de coordenagao
em estudo. Para isto, foram preparadas solucdes estoque dos compostos de
coordenagdo, na concentragdo 1 mM (150 uL), empregando-se tampao PBS, contendo
1% DMSO. As solucdes (150 pL) foram adicionadas a tubos de EPR, com 4 mm de
diametro, ¢ o volume foi completado para 300 puL. com solugdo aquosa contendo o
tampao PBS. As leituras foram realizadas a 120 K.

Em um tubo de EPR adicionou-se 150 uL da solugdo estoque (1 mM) de cada
composto, em seguida adicionou-se 150 pL de uma solugdo aquosa de H-O> de
concentragdo 100 mM (propor¢ao composto:H>O> 1:100). As leituras foram realizadas a

120 K nos tempos de 30 s, 20 min e 1 h apds iniciada a reagao.

5.5.3 Estudo da atividade mimética funcional a SOD via EPR

Primeiramente foram obtidos espectros de EPR dos compostos de coordenagao
estudados em DMSO ¢ da solugdo de KO, também em DMSO.

Diferentes volumes de uma solucao de KO, em DMSO, de concentragdo 5 mM,
foram adicionados a 150 pL de uma solu¢do estoque de cada composto de coordenacgdo
(concentragdo 1 mM). O volume foi completado para 300 pL com DMSO e as leituras

foram realizadas apds 30 s de reagdo, a temperatura de 120 K.
5.5.4 Estudo da capacidade de captura do "OH via EPR

O estudo da capacidade de captura do radical hidroxil também foi realizado
através de técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica pela da adicdo do “spin
trap” DMPO e geragao do radical pela reacdo de Fenton (Equacdo 3, pagina 4). Foram
preparadas solugdes estoque de DMPO (400 mM), H2O> (4 mM), FeSO4 (0,4 mM) em
agua Mili-Q e dos compostos selecionados (3), (6) ¢ [Mn(SALEN)CI] (0,4 mM,
contendo 0,1% DMSO). Diferentes concentracdes de composto foram adicionadas e as
leituras foram realizadas em capilar, a temperatura ambiente, ¢ em triplicata. Foi
calculada a capacidade de captura do radical ‘OH dos compostos e a concentragdo
necessaria para reduzir a producdo do radical pela metade (ICso), de acordo com método

proposto por Scalzo.*?
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. DADOS DE CARACTERIZACAO PARA OS LIGANTES ORGANICOS
6.1.1 Dados de caracteriza¢ao para os ligantes HL.1 e H2L.2

Abaixo sao apresentados os dados de caracterizagdo gerais obtidos para os ligantes
HL1 e H2L2 (Tabela 2), empregando-se as técnicas de espectroscopia na regido do
infravermelho (Tabela 3) e ressonincia magnética nuclear de 'H (Tabela 4). Os
espectros de infravermelho para os ligantes encontram-se nas Figuras 25 (HL1) e 29
(H:2L2), juntamente com os seus respectivos compostos de coordenagdo. Os espectros

de 'H RMN estio representados nas Figuras 23 (HL1) e 24 (Hz2L2).

Tabela 2. Informagdes gerais de caracterizacdo dos ligantes organicos HL1 e H,L.2.

HL1 H:L2
Formula molecular C13H14N2O Ci6H19CIN2O2
Massa Molar 214,27 gmol! 306,79 gmol™!

Rendimento 13 g (71%) 4,8 g (82%)




35

Tabela 3. Atribuicdo de grupos funcionais para as principais bandas de absor¢do na regido do
infravermelho, para os ligantes organicos HL.1 e H,L2. Os dados obtidos sdo comparados com
valores relatados na literatura.>>3

HL1 H:L.2
Referéncia’>  Obtido Referéncia®>®>  Obtido
1/h (em™)  1/A (em™) Grupo 1/ (cm™) 1/A (em™) Grupo
funcional funcional
3263 3264 v NH 3188 3159 v OH
3040 3039 v CH 3053 3058 v CH
aromatico aromatico
3009 3009 v CH 3016 3015 v CH
aromatico aromatico
2947 2945 vas CHz 2951 2949 vas CHz
2839 2858 vs CHz 2831 2832 vs CHz
1589 1593 vC=Cev 1595 1592 vC=Cev
C=N C=N
1566 1565 vC=Cev 1587 - vC=Cev
C=N C=N
1458 1453 vC=Cev 1487 1488 vC=Cev
C=N C=N
1427 1425 vC=Cev 1435 1434 vC=Cev
C=N C=N
1358 1352 o6 OH - 1373 o OH
1280 1278 vCO - 1249 v CO
1111 1107 v CH 756 753 0 y-CH
piridina piridina ou
-anel
756 754 6 y-CH 636 636 0 y-CH

piridina ou

B-anel

piridina ou

B-anel
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Tabela 4. Valores encontrados para os sinais nos espectros de '"H RMN, para os ligantes HL1 ¢ H2L2 (8 ppm) e comparagdes com dados disponiveis na
literatura. (Solvente empregado: CDCl; para o0 HL1 e MeOH D4 para o H2L.2)>>

HL1 H21.2
Referéncia™ Obtido Referéncia™ Obtido
o(ppm) Atribuiciao o(ppm) Atribuicao o(ppm) Atribuicao o(ppm) Atribuicao
CDCl3 CDCl3 CDCls MetanolD4
8,58-6,78 8H aromaticos 8,59 1H piridinico 8,52-7,06  4H piridinicos 1H anel 8,49 1H piridinico
fenodlico
7,66 1H piridinico 6,94-6,71 3 H anel fenolico 7,78 1H piridinico
7,25- 1H piridinico, 1H anel 7,44 1H piridinico
7,15 fendlico e 1H aminico
6,97 1H anel fendlico 7,3 1H piridinico
6,85 1H anel fendlico 7,1 1H anel fendlico
6,78 1H anel fendlico 6,76 2H anel fendlico
4,00 2H pirCH,NH 4,00 2H pir-CH,NH 4-3.8 4 H pir-CH,N" e fenol- 4-3,68 2H pir-CH;N, 2H fenol-
CHLN CH2N, 1H NCH,CH(OH),
1H OH
3,92 2H fenol-CH.NH 3,92 2H fenol-CH,NH 3,66 1H NCH,CH(OH) 3,53 1H NCH>CH(OH)CH:Cl
3,43-3,51 2H 3,41 1H NCH>CH(OH)CH:Cl
NCH,CH(OH)CH,CI
2,74-2,86 2H- 2,7 2H NCH,CH(OH)CH-Cl

NCH,CH(OH)CH,CI
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Figura 23. Espectro '"H RMN para o ligante HL1, obtido em CDCl; e 400 Hz
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6.2. DADOS DE CARACTERIZACAO PARA OS COMPOSTOS DE
COORDENACAO (1) - (6)
6.2.1 Dados de caracterizacio para os compostos de coordenacio obtidos com o
ligante HL.1 (compostos (1) — (3))

Na Tabela 5, encontram-se dados de caracterizacdo gerais para os compostos de
coordenagao (1) — (3).

Tabela 5. Dados gerais de caracterizacdo para os compostos de coordenacao (1) — (3), obtidos
pelas técnicas de analise elementar e p.f. ou decomposigao.

Formula Molecular C 14H17C(3113CuNzO C29H36C(1221362N4O4 ngst((Jililz/InN403
Massa Molar 363,75 gmol™! 687,22 gmol’! 534,91 gmol’!
Rendimento 0,27 g (75 %) 0,11 g (29%) 0,22 g (40%)

Ponto de Fusao 178 - 180°C 170°C 187°C
CHN teoérico C.46,23H.4,71 C.50,609 H.5,28  C. 5838 H. 5,23 N.
N. 7,70 N. 8,15 10,47
CHN encontrado C.46,20H.4,71 C.50,66 H.5,27 C.58,12 H. 5,26 N.
N. 7,73 N. 8,16 10,34

A Figura 25 apresenta os espectros na regido do infravermelho para os
compostos de coordenagdo (1) — (3). As atribui¢cdes para as principais bandas de
absorcao sdo apresentadas na Tabela 6, bem como os valores relatados na literatura.

Figura 25. Espectros na regido do infravermelho para o ligante HL1 e seus respectivos
compostos de coordenagdo (1) — (3), obtidos em pastilha de KBr.
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Tabela 6. Principais bandas de absor¢ao na regido do infravermelho para os compostos (1) — (3)

e comparacdo com os valores relatados na literatura para estes compostos.

50,51

1) (2) 3)
Ref Obtido Ref!  Obtido Obtido
1/h 1/M Grupo 1/6 1/M Grupo 1/M Grupo
(em?!)  (cm') Funcional (cm') (em™)  funcional (em)  funcional
3396 3394 v OH 3042 3414 v OH 3244 v NH
3220 v NH 3213 3212 v NH 3065 v CH
3068 3075 vCHarom 3067 3061 v CH 3024 v CH
3033 v CHarom 3032 3027 v CH 2877 v CH2
2905 2936 v CHz 2912 2912 v CH» 1592 vC=Ce
C=N
29889 2956 v CH» 2878 2874 v CH» 1564 vC=Ce
C=N
2860 v CH» 2807 v CH» 1474 vC=Ce
C=N
1607 1609 vC=Ce 1597 1593 vC=Ce 1446 vC=Ce
C=N C=N C=N
1572 1593 vC=Ce 1570 1568 vC=Ce 1243 v CO
C=N C=N
1477 1501 vC=Ce 1477 1480 vC=Ce 1154 v CN
C=N C=N
1431 1486 vC=Ce 1454 1542 vC=Ce 756 6 y-CH
C=N C=N piridina ou
[-anel
1252 v CO 1272 1274 v CO
1112 v CN 1154 v CN
755 755  8y-CH 767 761 5 y-CH

piridina ou

-anel

piridina ou

B-anel

Obs.: Dados para o ligante HLL1 encontram-se na Tabela 3.

Os compostos apresentam bandas na regido acima de 3400 cm™ que podem ser

atribuidas a umidade residual das pastilhas de KBr, ou a 4gua de coordenacdo presente
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nesses compostos. Os trés compostos de coordenagdo apresentam banda caracteristica
de amina secundaria na regidio de 3200 a 3300 cm’!, variando para cada composto.
Observam-se também as bandas caracteristicas de grupos aromaticos, além das bandas
do CO do fenolato (1252, 1274 e 1243 cm™) e piridina (755, 761 e 756 cm™)
respectivamente para os compostos (1), (2) e (3).

Os voltamogramas ciclicos para os compostos de coordenacao (1) — (3) (Figura 26)
empregando-se

foram obtidos em DMSO com velocidades de varredura de 50 mV s/,

ferroceno como padrao interno.

Figura 26. Voltamogramas ciclicos para os compostos (1), (2) e (3) obtidos em DMSO a 50
mVs™
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Para o composto (1), o voltamograma ciclico do padrao interno ferroceno foi obtido
em separado devido a sobreposi¢dao dos processos redox deste com o do complexo em
estudo (complexo (1)). O ferroceno exibiu processo redox reversivel, com potenciais de
pico catddico e anoddico em 0,0991 V e 0,1291 V respectivamente, com Ei» de 0,1141 V

e AEp de 0,03 V. O voltamograma ciclico para o composto (1) apresenta dois processos
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redox (letras A e B), com Epc =-0,5195 e -0,8386 V atribuidos a reagdo de reducdo do
centro metalico Cu! + 1 e — Cul. Estes processos estio associados as reagdes
acopladas em virtude da presenga de cloros labeis ligados ao centro metalico, o que
resulta em diferentes espécies em solucdo. Também ¢ possivel observar a presenca de
um pico anddico intenso e estreito (letra C), caracteristico da deposi¢do de Cu® no
eletrodo, com Epc = -0,7443 . O processo redox observado com Epa = 0,1182 V (letra
D) ¢ atribuido a oxidagdio de Cu' a Cu'. Essas observagdes estio de acordo com as ja
relatadas na literatura para esse composto.’!

O voltamograma ciclico para o composto (2) apresenta dois processos redox
identificados com A e B, os quais referem-se a redu¢do dos centros de Fe'' do composto
binuclear. Dessa forma observa-se primeiramente a reducio de um dos centros de Fe!"
com valor de Epc = -0,2527 V (letra A), em seguida a redu¢do do segundo centro de
Fe'', com valor de Epc = -0,4888 V (letra B), ambos atribuidos a reagdo Fe'' + 1 ¢ —
Fe'l. Os processos identificados como C e D referem-se a oxidagdo dos centros de Fell,
com valores de Epa = -0,3857 ¢ -0,1717 V Fe!' — Fe'' + 1 e". Esses processos possuem
valores de AEp de 0,1031 e 0,081 V respectivamente, sendo classificados como quasi-
reversiveis.>?

O voltamograma ciclico para o composto (3) apresenta processos redox
identificados pelas letras A e B, com valores de Epc = -0,3426 V (letra A), atribuido a
reducio Mn"" + 1 e — Mn" e Epa = -0,1680 V (letra B), atribuido a oxidagdo Mn'" —
Mn'' + 1 e". O AEp desse processo é de 0,174 V, sendo classificado quasi-reversivel.

Os espectros eletronicos para os compostos (1) — (3) (Figura 27) foram realizados
em DMSO, com concentracdo inicial de 0,6; 0,02 e 0,04 mM, de cada composto,

respectivamente e sucessivas adi¢cdes de 10 pL de solucdo estoque de 20,0; 0,7 e 1,0

mM respectivamente, a fim de determinar os coeficientes de extingdo molar (g).
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Figura 27 Espectros eletronicos para os compostos (1), (2) e (3) obtidos em DMSO. As setas

indicam aumento da concentra¢do do composto em solucao.

T T T
300 400 500
A (nm)

»
Q
<<

0.8 4

0.6 4

0.4

0.2

T
600

0.0

T
700

1
800

164, (2)

Abs

s 270
o 5.325m|
* 1520 )
.
. /
. /t/
13 0 ok

00+ oo | 008
Concentragéo (10° M)

!

Abs

T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
A (nm)

004 006 008 010 012 0.14 0.16 018 020 022
Concentragao (10° M)

T
300

T
400

T T T 1
500 600 700 800
A (nm)

O espectro eletronico do composto de coordenacao (1) apresenta banda de transi¢ao

d — d, tipicas de compostos de Cu'', em700 nm (coeficiente de extingio molar de 69,3 L

mol™! cm™). Observa-se também banda de transicilo LMCT Cl = Cu"l em 354 nm

(393,8 L mol! cm™), além de banda de transi¢io m = m* caracteristica do ligante em

270 nm (14174 L mol™! cm™).”!

Para o composto (2) observa-se banda caracteristica do ligante atribuida a transi¢ao

n=> n* em 270 nm (10567 L mol™! cm™), além de duas bandas de transferéncia de carga

ligante = metal (LMCT), em 325 e 520 nm, atribuidas a transferéncia de carga do

oxigénio do DMSO para o metal, em virtude da alta labilidade do ligante Cl, que ¢

substituido pelo solvente coordenante em solugdo, e a transferéncia fenolato pt = Fe

11
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dn, respectivamente. Esses dados estdo de acordo com aqueles obtidos previamente e
relatados na literatura.>?

O espectro eletronico do composto inédito (3), também apresenta transi¢do m© > w*
caracteristica do ligante em 270 nm (55060 L mol™! cm™). Observam-se duas bandas em
335 ¢ 500 nm (3341 e 784 L.mol'.cm™), atribuidas a transferéncia de carga LMCT
fenolato pt = Mn"" d x.

Os dados cristalograficos obtidos para o composto de coordenagdo (1) revelam a
formacgdo de dois compostos mononucleares hexacoordenados de manganés, os quais
compartilham o mesmo contra-ion cloreto (Figura 28). Os estados de oxida¢do sdo Mn'"
e Mn''. Cada centro metélico apresenta duas moléculas do ligante HL1 coordenadas, em
conformacao facial, sendo que os 4&tomos de oxigénio do fenol encontram-se em posi¢ao
axial e desprotonados. Os centros metalicos apresentam geometria octaédrica distorcida
com ambiente O>N4, cada molécula do ligante HL.1 ocupa trés posi¢des de coordenagao.
A formacao de um composto de valéncia mista é corroborada pelas diferentes distancias
observadas para as ligacdes Mn — N e Mn — O (Tabela 8). O centro de Mn(1), apresenta
menores distancias de ligacdo quando comparado ao centro de Mn(2), o que sugere que
o centro de Mn(1) ¢ um melhor acido de Lewis, sendo este o centro com estado de
oxidacdo +3. A férmula molecular e a massa molar obtidas para o composto foram
Ca6H2sCIMnN4O;3 € 534.91 g mol™! respectivamente. Os dados cristalograficos para o
composto (3) estdo apresentados na Tabela 7 e os principais comprimentos e angulos de

ligacdo estdo apresentados na Tabela 8.

Figura 28. Representacdo da estrutura cristalina obtida por DRX para o composto (3).
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Tabela 7. Dados, parametros cristalograficos e refinamento de estrutura obtida via difragdo de

raios-X de monocristal para o composto (3)

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

Dimensdes de cela unitaria

Volume

Z

Densidade (calculada)
Coeficiente de absorcao

F(000)

Tamanho do cristal

Intervalo Theta para coleta de dados
Intervalos de indice

Reflexdes coletadas

Reflexdes independentes
Completude para Theta = 25.242°
Método de refinamento

Dados / restri¢des / parametros
Qualidade de ajuste em F2
Indices de R finais [I>2sigma(I)]
fndices de R (todos os dados)
Coeficiente de extingdo

Maior diferenga de pico e espaco

C26H2sCIMnN4O3
53491

298(2) K

0.71073 A
Triclinico

P-1
a=11.061(2) A
b=11.2171(18) A
c=12.983(2) A
1293.7(4) A3

2

1.373 mg/m3
0.648 mm’"

556

0.215 x 0.127 x 0.086 mm3

2.113 to 30.560°.

-15<=h<=135, -16<=k<=16, -18<=I<=18
104045

7906 [R(int) = 0.0366]

99.9 %

Full-matrix least-squares on F2

7906 /3 /335

1.026

R1=0.0349, wR2 =0.0855
R1=0.0535, wR2 =0.0945

n/a

0.322 ¢ -0.266 e.A-3

a=91.309(9)°.
b= 110.805(7)°.
g=118.025(4)°.

Tabela 8. Principais comprimentos (A) e angulos (°) de ligagdo para o composto (3).

Mn(1)-O(1)
Mn(1)-O(1)#1
Mn(1)-N(2)

Mn(1)-N(2)#1
Mn(1)-N(1)

Mn(1)-N(1)#1
Mn(2)-0(2)#2

1,8737(11)
1,8738(11)
2,0858(12)
2,0858(12)
2,2603(12)
2,2604(12)
1,8696(11)




Mn(2)-O(2)
Mn(2)-N(4)#2
Mn(2)-N(4)
Mn(2)-N(3)#2
Mn(2)-N(3)

O(1)-Mn(1)-O(1)#1
O(1)-Mn(1)-N(2)
O(1)#1-Mn(1)-N(2)
O(1)-Mn(1)-N(2)#1
O(1)#1-Mn(1)-N(2)#1
N(2)-Mn(1)-N(2)#1
O(1)-Mn(1)-N(1)
O(1)#1-Mn(1)-N(1)
N(2)-Mn(1)-N(1)
N(2)#1-Mn(1)-N(1)
O(1)-Mn(1)-N(1)#1
O(1)#1-Mn(1)-N(1)#1
N(2)-Mn(1)-N(1)#1
N(2)#1-Mn(1)-N(1)#1
N(1)-Mn(1)-N(1)#1

O(2)#2-Mn(2)-0(2)
O(2)#2-Mn(2)-N(4)#2
O(2)-Mn(2)-N(4)#2
O(2)#2-Mn(2)-N(4)
0(2)-Mn(2)-N(4)
N(4)#2-Mn(2)-N(4)
O(2)#2-Mn(2)-N(3)#2
O(2)-Mn(2)-N(3)#2
N(4)#2-Mn(2)-N(3)#2
N(4)-Mn(2)-N(3)#2
O(2)#2-Mn(2)-N(3)
0(2)-Mn(2)-N(3)
N(4)#2-Mn(2)-N(3)
N(4)-Mn(2)-N(3)
N(3)#2-Mn(2)-N(3)

1,8696(11)
2,1036(12)
2,1036(12)
2,2574(12)
2,2574(12)

180,0
91,98(5)
88,02(5)
88,02(5)
91,98(5)

180,0
89,56(4)
90,44(4)
78,07(5)

101,93(5)
90,44(4)
89,57(4)

101,93(5)
78,07(5)

180,0

180,0
91,93(5)
88,07(5)
88,07(5)
91,93(5)

180,0
89,69(5)
90,31(5)
77,58(5)

102,42(5)
90,31(5)
89,69(5)

102,42(5)
77,58(5)

180,0

45



46

6.2.2 Dados de caracterizacio para os compostos de coordena¢io obtidos com o
ligante H2L.2 (compostos (4) — (6)).

Na Tabela 9, encontram-se dados de caracterizagdo gerais para os compostos (4) —
(6) realizadas empregando-se as técnicas de analise elementar (CHN) e determinagdo

ponto de fusdo/decomposic¢ao.

Tabela 9. Dados gerais de caracterizagdo para os compostos (4) — (6).

Formula Molecular C16H23C(?3)CuNzO4 C16H19C(§1)36N202,5 C32H41C1(4?\)/In2N4O11
Massa Molar 477,27 g.mol™! 441,54 g.mol™! 909,38 g.mol’!
Rendimento 0,31 g (68%) 0,31 g (67%) 0,15 g (15%)

Ponto de Fusao 160°C 225°C 220°C
CHN teoérico C.40,26 H.4,86 C.43,52H.4,34N. C.42,26 H. 4,54 N.
N. 5,87 6,43 6,16
CHN encontrado C.40,63H.4,48 C.4331H.399N. C.42,58 H.4,58 N.
N. 5,84 5,98 6,16

As principais bandas dos espectros de absor¢do na regido do infravermelho

observadas para os compostos (4) — (6) (Figura 29), encontram-se descritas na Tabela

10 e seus valores sio comparados com os dados relatados na literatura. !¢ 53
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Figura 29 Espectros na regido do infravermelho para o ligante H,L2 e seus respectivos
compostos de coordenagao (4) — (6), obtidos em pastilhas de KBr e filme de KBr (H,L2).

r~-r~rr-rrrr1rrrr 11T
3960 3520 3080 2640 2200 1760 1320 880
1/ (cm™)

Tabela 10 Principais bandas presentes nos espectros de absorgdo na regido do infravermelho

para os compostos de coordenagdo (4) — (6) e comparagdo com os dados relatados na literatura.
53,54,16

“) ©)) ()

Ref3  Exp Ref**  Exp Refl®  Exp

1/A 1/A Grupo 1/A 1/A Grupo 1/ 1/ Grupo

(em?)  (em') Funcional (ecm') (em?') funcional (cm') (em') funcional

3402 3389 v OH 3416 3322 v OH N/A 3402 v OH
1610 1612 v C=N 1068 1608 v C=N N/A 1600 v C=N
N/A 1571 v C=C 1591 1589 v C=C 1574 1570 vC=C
N/A 1500 v C=C 1479 1478 v C=C 1478 1481 vC=C
N/A 1481 v C=C 1449 1449 v C=C 1456 1454 v C=C

1460 1457 v C=C 1283 1280 v CO 1275 1258 v CO
N/A 1298 v CO 756 756 6 CH 1080 1092 ClO4-
761 761 0 CH N/A 760 0 CH

Obs.: Dados para o ligante H2LL2 encontram-se na Tabela 3.
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Os trés compostos apresentam banda caracteristica, atribuida a v OH, referente ao
grupo alcool presente no ligante H2L.2, o qual permacene protonado nos compostos (4)
e (5), estando parcialmente desprontonado no composto binuclear de valéncia mista (6),
onde um grupo alcool esta protonado e outro esta desprotonado. Também estdao
presentes as bandas caracteristicas dos grupos fenol e piridina em 1298, 1280, 1258 cm"
! para os compostos (4), (5) e (6) respectivamente. Para os compostos (5) e (6), a banda
caracteristica do fenol estd deslocada para regido de menor nimero de onda (1280 e
1258 cm™! respectivamente) comparada ao composto (4) (1298 cm™), devido a perda do
H do grupo fenol, formando fenolato. No espectro do composto (6) observa-se uma
banda em 1092 c¢cm’', caracteristica do ion ClO4, estando de acordo com a estrutura
previamente relatada para este composto, a qual foi elucidada por difracao de raios-X de
monocristal, indicando a presenca do anion perclorato como contra fon. 165334

Os voltamogramas ciclicos para os compostos de coordenacao (4) — (6) (Figura 30)
foram obtidos emDMSO e velocidades de varredura de 50 mV s'. O potencial do par
redox ferrocénio/ferroceno foi determinado tendo Ei» = 0,25 V. Para o composto (6),
também ¢€ apresentado o voltamograma ciclico obtido em acetonitrila.

Figura 30. Voltamogramas ciclicos para os compostos (4), (5) ¢ (6) obtidos em DMSO e
voltamograma ciclico para o composto (6) obtido em acetonitrila.
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O voltamograma ciclico para o composto de coordenacdo (4), apresenta um
processo catddico (letra A) em -0,53 V e um processo anodico (letra B) em 0,15 V. O
processo A pode ser atribuido a reducdo do Cu' a Cul, o processo B pode ser atribuido a
oxidacdo do Cu' a Cu'. Esse processo estd associado a perda de um ligante cloro, com a
formagdo de um composto tetracoordenado de Cu'!, sendo classificado como quasi-
reversivel. Os dois processos redox estdo distantes, podendo ser atribuidos a reagdes
acopladas envolvendo o ligante labil cloro, que pode ser substituido pelo solvente
coordenante, em solucdo.>?

O voltamograma para o composto de coordenag¢do (5) mostra dois processos
catodicos (letras A e B) em -0,31 ¢ -0,71 V, atribuidos a reducdo do centro de Fe'' a Fe!!
(Fe'' + 1e” = Fe'"). Também apresenta dois processos anodicos (letras C e D) em -0,55
e -0,07 V, atribuidos a reacdo de oxidacdo Fe!' = Fe' + le". Essas reagdes estdo
associadas a formacao de espécies diferentes do composto em solugdo, devido a perda
dos ligantes cloro labeis, com possivel substituicdo dos mesmos por grupos do solvente,
desse modo, os processos de redugdao e oxidagdo dos centros metalicos do composto
podem ocorrer em diferentes potenciais, com surgimento de mais de um processo redox.
Para confirmar a estrutura mononuclear do composto, foi obtido voltamograma do
mesmo em solvente acetonitrila, onde foi observado apenas um processo de reducdo e
um processo de oxidagdo, em -0,54 e -0,074 V respectivamente.

O composto de coordenacao (6) perde sua estrutura binuclear de valéncia mista
em solug¢do, formando espécies mononucleares de Mn'' e Mn'!. O voltamograma ciclico
para este composto de coordenagdo mostra um processo anddico (letra A) em 0,30 V
que se refere a reacdo de oxidagdo dos centros de Mn'' a Mn'. O processo catédico B,

M para Mn'". O voltamograma ainda apresenta

refere-se a reducao dos mesmos de Mn
mais um processo catodico e um processo anodico (-1,39 e -0,72 V), atribuidos a
reducdo do centro de Mn'Y a Mn' e a oxidacdo dos centros de Mn'' a Mn'Y
respectivamente. Os processos AB e CD estdo bem separados, podendo ser atribuidos
areacdes acopladas envolvendo o ligante cloro. A baixa intensidade refere-se a
instabilidade do composto apos a redugdo, resultando em sua decomposicdo parcial.*®
Em solvente acetonitrila, o composto preserva sua estrutura binuclear de valéncia mista,
apresentando apenas um processo catddico e um processo anddico, representados pelos

I

picos A e B, que se referem a oxidagdo do centro de Mn'" do composto a Mn'", seguida

de sua redugdo para Mn'! novamente.
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Os processos redox observados nos voltamogramas ciclicos dos compostos de
coordenacao (4) — (6), sdo condizentes com os voltamogramas previamente publicados
para esses compostos. 165354

Os espectros eletronicos para os compostos (4) — (6) (Figura 31) foram obtidos
em DMSO, com concentragdo inicial de 0,03 mM de composto e sucessivas adigdes de

10 pL de solugdo estoque 2 mM, a fim de determinar os coeficientes de extingdo molar

().

Figura 31. Espectros eletronicos dos compostos de coordenagdo (4) — (6), obtidos em DMSO.
As setas indicam aumento da concentragdo do composto em solugao.
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Os espectros eletronicos para os trés compostos de coordenacdo, (4) — (6),
apresentam banda caracteristica do ligante, atribuida a transferéncia 7 = n* em 270 nm
(127425 L mol™! cm™). Para o composto de Cu'! (4), é observada banda de transicdo d —
d em 705 nm (131 L mol™! cm™). Adicionalmente, observa-se banda LMCT em 430 nm

(261 L.mol! cm™), atribuida a transferéncia de carga do solvente DMSO para o centro
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de Cu", que pode se coordenar ao centro metalico devido a perda do ligante labil

cloro.>?

O composto de Fe'!!

(5), adicionalmente a banda caracteristica do ligante, também
apresenta duas bandas de transferéncia de carga, uma atribuida a transferéncia de carga
fenolato pn = Fe'' dm em 550 nm (1195 L mol! cm™) e outra atribuida a transferéncia
Cl prt > Fe dn em 335 nm (5254 L mol! em™). O que est4 de acordo com o que j4 foi
relatado para esse composto.>*

I dx em 490 nm

O composto (6) apresenta transicdo LMCT fenolato pt = Mn
(1298 L mol™! cm™) além de um ombro em regiio de menor comprimento de onda (354

nm), caracteristico de efeito Jahn Teller.

6.2.3 Dados de caracterizacio para o ligante SALEN e composto de referéncia

[Mn(SALEN)C]|

Na Tabela 11 encontram-se os dados gerais de caracterizacdo para o ligante
SALEN e para o respectivo composto de coordenagdo de Mn(Ill) [Mn(SALEN)CI],
empregado como composto de referéncia neste trabalho.

Tabela 11. Dados gerais de caracterizagdo para o ligante SALEN e para o composto de
referéncia [Mn(SALEN)CI].

SALEN [Mn(SALEN)CI]
Formula molecular CisH16N202 Ci6H14CIMnN2O»
Massa Molar 214,27 g.mol™! 392,79 g.mol’!
Rendimento 0,23 g (83%) 0,22 g (61%)
Ponto de fusio ou 125°C 287 —290°C
decomposicio
CHN teorico - C48,92; H4,62; N 7,13
CHN encontrado - C48,55; H4,60; N 7,16

Na Figura 32 estdo representados os espectros de absorcdo na regido do
infravermelho para o ligante SALEN e para o composto de referéncia
[Mn(SALEN)CI]. As principais bandas do espectro de absor¢cdo na regido do
infravermelho observadas para ambos encontram-se descritas na Tabela 12 e seus

valores sio comparados com os dados relatados na literatura.>
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Figura 32. Espectros na regido do infravermelho para o ligante SALEN e composto de
referéncia [Mn(SALEN)CI], obtidos em pastilhas de KBr.
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Tabela 12. Principais valores de absor¢ao na regido do infravermelho para o ligante SALEN e
para o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI] e comparagdo com a literatura.

SALEN [Mn(SALEN)CI]
Referéncia®®  Obtido Referéncia®®  Obtido
1/A (cm™) 1/A (em™) Grupo /L (ecm™)  1/A (em™) Grupo
funcional funcional
3425 3436 v OH 3426 3394 v OH
3052, 3009, 3051, 3002, v CH 3084 ¢ 2922 3045, v CH
2931,2901 ¢ 2931, 2895 aromatico 2954 ¢ aromatico
2869 e 2867 2912
2610 2611 v CH 2611 2563 v CH alifatico
alifatico
- 1636, 1609, v C=C - 1625, v C=C
1572 ¢ aromatico 1597, aromatico
1494 1540 e
1450
- 1281 v CO fenol - 1289 v CO fenol
624 635 vMn-N
452 466 vMn-0
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As principais bandas de absor¢do na regido do infravermelho para o composto
de referéncia [Mn(SALEN)CI] foram atribuidas e comparadas com a literatura. O
espectro apresenta banda caracteristica de v OH, que pode ser resquicio do ligante
SALEN, ou do solvente utilizado na reacdo MeOH. As bandas caracteristicas de v CH
aromatico também aparecem na regido esperada, bem como vibragdes caracteristicas
das ligagdes Mn — N e Mn — O também sdo observadas em 635 e 466 cm’
respectivamente, em acordo com os valores relatados na literatura (624 e 452 cm™).
Ainda s3o observadas bandas caracteristicas de estiramento C=C aromatico e CO do
grupo fendlico presente na molécula, que nio estdo atribuidas na literatura.>®
O voltamograma ciclico para o composto de referéncia (Figura 33) foi obtido em
DMSO e velocidade de varredura de 50 mV.s'. O potencial do par redox

ferrocénio/ferroceno foi determinado tendo E1»=0,37 V.

Figura 33. Voltamograma ciclico para o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], obtido em
DMSO.
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O voltamograma ciclico para o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], apresenta
um processo catddico e outro anddico (letras A e B) em -0,44 e -0,27 V
respectivamente. O processo catddico A, refere-se a reagdo de redugdo do centro de
Mn'™ do composto para Mn"' (Mn™ + 1 &= = Mn"), ja o processo anddico B, refere-se a
reacdo de oxidagdo Mn"" & Mn'"' + 1 e". O AEp para esse processo ¢ de 0,170 V, sendo

um processo quasi-reversivel.”®
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6.3. ESTUDOS DE REATIVIDADE DOS COMPOSTOS DE COORDENACAO
(1)~(6) FRENTE AO RADICAL DPPH E AS EROs H,0,, O, E ‘OH POR
TECNICAS ESPECTROSCOPICAS E EPR E COMPARACAO COM O COMPOSTO
DE REFERENCIA [Mn(SALEN)CI]

Os compostos de coordenacdo (1) — (6) sintetizados e previamente caracterizados
tiveram sua atividade antioxidante estudada frente ao radical organico DPPH e frente as
diferentes EROs, H»O,, O;", para avaliar sua atividade mimética funcional as
metaloenzimas CAT e SOD respectivamente. Adicionalmente, os compostos mais
promissores (3) e (6), tiveram sua atividade antioxidante estudada também frente a
espécie altamente reativa ‘OH. Estes estudos foram realizados de forma qualitativa, no
caso das espécies H202 e O2™ e de forma quantitativa com as espécies DPPH e "OH,

através de métodos espectroscopicos e via EPR.

6.3.1 Avaliacio da atividade antioxidante dos compostos de coordenacio (1) — (6) e
do [Mn(SALEN)CI]] empregando-se o0 método colorimétrico 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante dos compostos de coordenacao (1) — (6), dos ligantes HL.1
e H2L2 e do composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], foi avaliada empregando-se o
método colorimétrico DPPH. Os resultados foram obtidos em valor de Radical
Scavenging Activity (RSA%), de acordo com equagdo 15 (pagina 11), para diferentes
concentragdes dos compostos, utilizando como comparativo o composto antioxidante
[Mn(SALEN)CI]. O ensaio empregando-se o radical DPPH foi realizado variando-se a
concentracdo do composto de coordenagdo, seus respectivos ligantes, sais metalicos e
do composto de referéncia, sendo empregadas as concentracdes: 5, 25, 50, 75 e 100 uM,
sendo cada um dos experimentos realizados em triplicata. As médias dos resultados
obtidos neste teste encontram-se na Tabela 13. A Figura 34 apresenta um grafico das
médias dos valores RSA%, para cada composto, bem como para o composto de

referéncia [Mn(SALEN)CI].
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Tabela 13. Valores de RSA% obtidos para os compostos (1) — (6), seus respectivos cloretos e
ligantes e para o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], em concentracdes de 5, 25, 50, 75 e
100 uM respectivamente.

Composto %RSA e Concentragoes (uLM) % RSA
5 25 50 75 100 (Média)
CuClL222H20 -15,6 -0,9 -11,1 -8,4 -23.4 -11,9
FeCl3*6H20 -16,3 -2,3 -12,6 -13,2 -13,1 -11,5
MnCl2+4H:0 -14,9 -0,9 -10,3 9,1 -9,4 -8,9
[Mn(SALEN)CI] 26,6 58,2 67,1 68,6 67,8 57,6
HL1 17,2 28,0 52,2 56,0 56,9 42,1
HaL2 16,6 46,7 69,4 56,9 69,7 51,8
6} 8,2 41,2 69,4 68,5 66,7 50,8
?2) 15,2 57,7 55,8 48,7 35,5 42,6
3) 27,8 62,6 69,4 68,5 66,7 59,0
4 15,1 45,5 40,9 48,0 53,8 40,6
Q) 19,4 56,7 60,7 58,8 57,4 50,6
6) 45,1 67,9 62,5 57,7 52,9 57,2

Figura 34. Médias de valores de RSA% (considerando as concentragdes empregadas no ensaio:
5, 25,50, 75 e 100 uM), para os compostos de coordenagdo (1) — (6), sais metalicos, ligantes e
o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI].
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Os resultados do estudo de sequestro de espécies radicalares, empregando-se o

método de DPPH, indica que, enquanto os sais de cloreto, utilizados na sintese dos
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compostos estudados apresentaram atividade oxidante, com valores de RSA% negativos
(representados em rosa no grafico), tanto os ligantes organicos quanto os compostos de
coordenagao (1) — (6), apresentaram atividade antioxidante, realizando a captura de
espécies radicalares, da mesma forma que o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI].
Os compostos que apresentaram maior indice de RSA% geral (representados no grafico
em azul escuro), foram os compostos contendo centro metalico de manganés (3)
(59,0%) e (6) (57,2%) e o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI] (57,6%). Sendo
que o (3) apresentou valor médio de RSA% maior que o controle [Mn(SALEN)CI] ¢ o
(6) apresentou valor muito proximo. Os compostos contendo centro de Cu'! (1) (50,8%)
e centro de Fe" (5) (50,6%) sdo os proximos com valores de RSA% aproximados ao do
controle, seguidos do (2) (42,6%) e (4) (40,6%) que apresentam os menores valores
(representados em azul claro no gréafico). O ligante HL.1 apresentou RSA% moderado
(42,1%) sendo maior apenas que o do composto (4). J& o ligante H2LL2 apresentou
RSA% alto, apenas menor que os compostos com melhores atividades: compostos (3) e
(6).

A atividade RSA% dos compostos e ligantes ndo apresentou comportamento
linear com relagdo ao aumento da sua concentragao, resultado que também ¢ observado
para o composto de referéncia. Os compostos estudados apresentaram melhor atividade
de RSA% em diferentes concentragdes. Os compostos (1), (3) e (5), obtiveram melhor
indice de RSA% na concentragdo de 50uM (69,4%; 69,4% e 60,7% respectivamente).
Os compostos (2) e (6), apresentaram melhor indice de RSA% na concentragdao de
25uM (57,7% e 67,9% respectivamente) e para o composto (4), a concentragdo que se
obteve melhor resultado foi a de 100uM (53,8%). J4& o composto referéncia
[Mn(SALEN)CI], apresentou melhor indice de RSA% na concentracdo de 75uM
(68,6%). Vale ressaltar que o composto (3) apresentou atividade RSA% maior ou
equivalente a atividade observada para o [Mn(SALEN)CI] em todas as concentragdes
estudadas, indicando um alto indice de atividade antioxidante frente ao DPPH.

Com base nesses resultados conclui-se que os compostos atuam frente ao radical
DPPH, provavelmente via mecanismo dual: HT (transferéncia de hidrogénio ou
hydrogen transfer) e redox. Em etanol, sugere-se que o composto mais ativo (composto
(3)) atua via mecanismos HT e redox, justificando o elevado valor de % RSA. Os
maiores valores de % RSA estdo relacionados aos melhores acidos de Lewis (podem

desprotonar o solvente protico), ou aqueles compostos que possuem hidrogénios acidos



57

em suas estruturas. Para comprovar esta hipotese, as reacdes entre os compostos de

coordenacdo e o radical DPPH foram monitoradas por EPR.

6.3.2 Avalia¢ao da supressao do radical DPPH pelos compostos de coordenaciio via

EPR

A supressdo do sinal do radical DPPH, pelos compostos de coordenagdo em
investigacdo (compostos (1)-(6)) e composto de referéncia [Mn(SALEN)CI]), foi
monitorada por EPR, empregando-se solventes protico (etanol) e aprotico (acetonitrila).
Este estudo foi conduzido para elucidar se os compostos atuam de fato por mecanismo
dual, como exposto no item 6.3.1.

Os espectros obtidos para o radical DPPH apos 30 e 60 min de reagdo com os
compostos (1)-(6) e o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], em solvente prético

(etanol) e aproético (acetonitrila), sdo apresentados nas Figuras 35 e 36, respectivamente.

Figura 35. Espectros de EPR para o radical DPPH e reacdo com os compostos (1) — (6) e
[Mn(SALEN)CI] em etanol ap6s 30 min (a esquerda) e 60 min (a direita) de reagdo. Propor¢ao
empregada no estudo: 2:1 (composto de coordenacdo: DPPH).
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Figura 36. Espectros de EPR para o radical DPPH e reacdo com os compostos (1) — (6) ¢
[Mn(SALEN)CI] em acetonitrila apdés 30 min (& esquerda) e 60 min (2 direita) de reagdo.
Proporgao empregada no estudo: 2:1 (composto de coordenagdo: DPPH).
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As cinco linhas observadas no espectro de EPR sdo resultantes da interacao entre
os dois centros de N do radical DPPH (Figura 6, pagina 9), spin nuclear do '*N = 1.*? Os
dados de % de radical scavenging (%RSA) para cada composto, em cada um dos
solventes investigados, encontram-se na Tabela 14. Nesta tabela também sdo
apresentados os valores da altura pico a pico da linha central inicial (ho) e final (hx) do
radical DPPH, utilizados para o calculo do RSA%, através da equagdo 15 (pagina 11),

onde ho equivale a Apppn € hx equivale a A.

Tabela 14. Valores de hy (altura do pico central do radical DPPH, tempo zero, sem interacdo
com composto), hy (altura do pico central do radical DPPH, ap6s reacdo com os compostos de
coordenagdo: 30 ou 60 min) e % RSA para os compostos (1) — (6) e para o composto de
referéncia [Mn(SALEN)CI|. Os estudos foram conduzidos em etanol e acetonitrila. Proporgao
empregada no estudo: 2:1 (composto de coordenacdo: DPPH).

Composto em % RSA em diferentes solventes
estudo Etanol Acetonitrila

ho hx RSA% ho hx RSA%
1) 3,05 0,9064 70,28 0,3232 0,1774 45,11
2) 0,0266 99,13 0,311 3,77
3) 0 100 0,1022 68,38
“) 0,2799 90,82 0,08 75,24
Q) 0,4253 86,05 0,052 83,91
(6) 0 100 0,05 84,53

[Mn(SALEN)CI] 0,7402 75,73 0,2053 36,48
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Os valores de RSA% foram maiores em solvente protico (etanol) para todos os
compostos estudados, evidenciando o efeito do solvente na supressdo do sinal do radical
DPPH. Os compostos de manganés (3) e (6) apresentaram valores de RSA% de 100%,
com completo desaparecimento do sinal do radical, em etanol. Adicionalmente, todos os
compostos estudados, com exce¢do do composto de Cu'! (1), apresentaram atividade
melhor que o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], em etanol. A ordem de
capacidade de supressao do sinal do radical DPPH, para os compostos em investigacao,
em etanol foi (3) = (6) > (2) > (4) > (5) > [Mn(SALEN)CI] > (1).

Em solvente aprotico (acetonitrila), os compostos ainda apresentaram atividade
supressora, porém, os valores de RSA% foram menores. Novamente, a maioria dos
compostos apresentou atividade maior do que a do composto de referéncia, com

excecdo do composto binuclear de Fe'!l

(composto (2)). A ordem de capacidade de
supressao do radical DPPH para os compostos, em acetonitrila, foi (6) > (5) > (4) > (3)
> (1) > [Mn(SALEN)CI] > (2).

A supressdao do sinal do radical DPPH em ambos os solventes indica que os
mesmos atuam tanto por transferéncia de hidrogénio, quanto via rea¢do redox. Sendo
que a maior atividade em solvente protico pode ser justificada por uma possivel
coordenacao do solvente etanol ao centro metalico dos compostos (atuam como acidos
de Lewis). A intera¢do entre o solvente protico e o centro metalico também explica a
menor atividade dos compostos de Cu' nesse solvente, j4 que os mesmos sdo acidos de
Lewis mais fracos, interagindo fracamente com o solvente. Em acetonitrila, os
compostos que apresentaram melhor atividade foram aqueles que possuem o oxigénio
do grupo élcool e fenol protonados, podendo atuar tanto por mecanismo HT quanto por

mecanismo redox, mesmo em solvente aprotico.*”*

6.3.3 Estudo atividade mimética funcional a CAT via espectroscopia eletronica dos

compostos de coordenacio (1) — (6) e do composto de referéncia [Mn(SALEN)CI]

A capacidade dos compostos de coordenacdo (1) — (6) de mimetizar a atividade
da metaloenzima CAT, dismutando o H2O2 em Oz e H,O através da reacdo 2H,02 2 O2
+ 2H>0 (Equagao 9, pagina 6) foi estudada pela técnica de espectroscopia eletronica na
regido do UV-vis e por Ressondncia Paramagnética Eletronica. Para o estudo por UV-

Vis, adicionou-se uma aliquota de H>O» a uma solu¢do de cada composto, realizando-se
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uma varredura de 12 em 12 segundos, por 5 min. O estudo via EPR foi realizado a 120
K, em tubos de 4 mm com adi¢ao de H2O; a solu¢do dos compostos em uma propor¢ao
composto:espécie reativa de 1:100, sendo as leituras realizadas a cada 30 min.

O espectro eletronico do composto (1) (Figura 37), apos adicao de H>O», mostra
mudanga na banda LMCT (DMSO = Cu') em 410 nm, onde em um primeiro momento
ha uma diminui¢ao na sua intensidade, voltando a crescer com o tempo. No tempo final
de 5 min, observa-se que a banda LMCT volta a sua intensidade original, estando mais
alargada. Nao houve alteragao na banda d — d do composto.

O espectro de EPR para este mesmo composto (1) (Figura 37) apresenta sinais
caracteristicos de compostos de Cu'', spin nuclear 3/2, resultando em um espectro de 4
linhas de acordo com a Equacao 14 (pagina 10). Com a presenca de sinais anisotropicos
decorrentes de alongamento no eixo z do centro metdlico, onde os valores de g||
(paralelo ao eixo de simetria) e gL (perpendicular ao eixo de simetria) diferem
significativamente.*> >® Apos adigdo de H>O» (cem vezes mais concentrado) a solugdo
do composto (1), as linhas caracteristicas do espectro de EPR original ndo desaparecem,
mesmo apo6s 2 h e 30 min de reagdo, ocorrendo apenas diminui¢do em suas
intensidades.

Estas mudancgas, tanto no espectro de EPR, quanto no espectro eletronico
(reducao da intensidade banda LMCT e mudanga da coloragdo da solugao de verde
claro para amarelo claro), podem ser atribuidas a interagdo direta entre o composto (1) e
o H>O», sendo esta, tempo dependente, resultando na formac¢dao de um novo complexo

de Cu'. Sugere-se que este processo seja catalitico.
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Figura 37. Espectro eletronico ¢ de EPR para o composto (1) e resultados da interagdo com
H>0,, monitorados por espectroscopia eletronica (a esquerda) e por EPR (a direita) em funcao
do tempo.
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O espectro eletronico para o composto binuclear de Fel (2) (Figura 38),
apresenta deslocamento hipsocromico da banda LMCT (fenolato = Fe') em 520 nm

para 480 nm, que pode ser atribuido a reducdo dos centros de Fe'

do composto para
Fell, reagdo que ocorre juntamente com a decomposicio do H,02 em H,0 e Oz O Fe!!
que é d°, passa a Fe'"' que ¢ d°, diminuindo sua deficiéncia de elétrons, o que faz com
que a energia necessaria para ocorrer a transferéncia de carga do ligante fenolato para o
centro metalico aumente, consequentemente a transferéncia ¢ observada em menor
comprimento de onda, maior energia. Essas mudancgas no perfil espectral do composto,
indicam interagdo direta do mesmo com o H202, de acordo com as equagdes propostas
16-18.

O espectro de EPR do composto (2) (Figura 38), apresenta sinal caracteristico de
Fe'!!, spin nuclear = 0, resultando em uma linha (Equacdo 14, pagina 10)** além de outro
sinal largo e menos resolvido na regido de 3000 a 3500 G, que ¢ comum em espectros
de EPR de compostos de ferro, atribuido a presenga de agregados de 6xido de ferro

I perde intensidade com o tempo ap6ds adigdo de

hidratados. O sinal caracteristico de Fe
H,0», indicando redugdo do mesmo para Fe!, estando em acordo com o que foi
observado no estudo via espectro eletronico. Observa-se também um novo sinal de
baixa intensidade a partir de 1 h de rea¢do, que pode estar relacionado ao surgimento de
um radical organico, como radical fenolato em solu¢do, estando concomitantemente

relacionado a reducdo do centro de Fe'' a Fe!' pelo H20,.® A solugiio do composto, ao
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interagir com H>O» apresenta formacgdo de bolhas, além de uma mudanga na sua

coloracdo, de um vermelho vinho para um vermelho alaranjado.

Equacgbes 16, 17 e 18. Proposta de interagao entre o composto (2) € o H2O,.

2Fe + 2¢” > 2Fel! (16)
0, > 02+ 2¢ (17)
2Fe'+ 02> 2 2Fe!' + 0, (18)

Figura 38. Espectro eletronico ¢ de EPR para o composto (2) e resultados da interagdo com
H,0,, monitorados por espectroscopia eletronica (a esquerda) e por EPR (a direita), em fungdo
do tempo.
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A intera¢do do composto de valéncia mista de Mn"! e Mn'" (3) com o H,0: é
observada pelo aparecimento de uma nova banda em 390 nm em seu espectro eletronico
(Figura 39), que pode ser atribuida a transferéncia de carga do 02> do peréxido para o

1

centro de Mn'"!, que se reduz a Mn'. Essa redugdo provoca o desaparecimento da banda

LMCT caracteristica do composto original em 335 nm, que ¢ atribuida a transferéncia

I

de carga fenolato - Mn"'. Adicionalmente, a banda em 500 nm, também atribuida a

I sofre uma diminui¢do na sua intensidade,

transferéncia de carga fenolato > Mn
desaparecendo completamente ao final da reagcdo (ap6s 30 min). A banda em 390 nm
diminui de intensidade com o tempo, devido ao consumo da espécie de H>O».

O espectro de EPR para esse mesmo composto (Figura 39), que de acordo com
sua estrutura de raios-X apresenta espécies de Mn'! ¢ Mn'! em sua estrutura, mostra

sinal caracteristico de Mn'" de baixa intensidade, spin nuclear = 5/2, resultando em 6

linhas de acordo com a Equacao 14 (pagina 10). A baixa resolucao dos sinais € comum
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para esta espécie, que necessita de um EPR de maior frequéncia para a obten¢do de uma
melhor resolugio.*? Sinais de Mn'! ndo sdo observados através desta técnica, devido ao
numero par de elétrons presentes em orbitais d desse cation. Apds adicdo de H>O» a
solugdo do composto, os sinais caracteristicos de Mn'' aumentam de intensidade e
continuam a crescer com o tempo. Essas mudancas, juntamente com o que foi
observado através do espectro eletronico, indicam a reducdo do centro de Mn'! e
aumento das espécies de Mn'" do composto de coordenacio (3) em solucdo, o que pode
ocorrer devido a reagdo de decomposi¢cdo do H>O> pelo composto, de acordo com as
reacdes 19 - 21. A coloragdo inicial da solu¢cdo ¢ marrom escura, quase preta, ao ser
adicionado H>O» ocorre a descoloracdo da mesma, resultando em uma solu¢do mais
clara.

Equacgdes 19, 20 e 21. Proposta de interagdo entre o composto (3) ¢ o H,O».

2Mn"™n™ + 2e > 4Mn!! (19)
07 > 02+ 2¢ (20)
2Mn"™Mn"™ + 0% = 4Mn"' + O, (21)

Figura 39. Espectro eletronico ¢ de EPR para o composto (3) e resultados da interagdo com
H,0», monitorados por espectroscopia eletronica (& esquerda) e por EPR (a direita), em fungao
do tempo.
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Para o composto (4), ndao foi observado interagdo com a espécie reativa H,O»,
sendo que ambos os espectros, eletronico e de EPR, ndo mostraram nenhuma mudanga
no seu perfil original apds a adi¢do de H202 a solugdo do composto (Figura 40). O

espectro de EPR confirmou a estrutura mononuclear de Cu'" do composto, através das 4
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linhas caracteristicas dessa espécie. A leve reducdo na intensidade das bandas em seu

espectro eletronico ¢ atribuida ao efeito de diluigdo.

Figura 40. Espectro eletronico e de EPR para o composto de coordenagdo (4) e resultados de
interacdo com H,O, monitorados por espectroscopia eletronica (& esquerda) e por EPR (a
direita), em funcdo do tempo.
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A interacdo do composto (5) com o H>O> foi comprovada pelo completo

111

desaparecimento da banda de transferéncia de carga fenolato = Fe™ em 450 nm do

espectro eletronico original (Figura 41). O espectro original de EPR para o composto

1T

(5) apresenta sinais caracteristicos de Fe™ que diminuem com o tempo apds a adi¢do de

uma solucdo de H>O» (Figura 41). Mesmo apds duas horas de reacdo, ainda ha sinais

residuais de Fe!l!

presentes no espectro de EPR, sendo que o sinal em 836 G e o ombro
em 1264 G desaparecem completamente, o que indica, juntamente com as mudangas no
espectro eletronico, que ocorrem mudancas na estrutura e no estado de oxidagdao do
centro metalico do complexo, devido a interagdo direta do mesmo com as espécies de
H>0> em solugido (Equagdes 22 - 24). O centro de Fe'! do composto, ao receber um
elétron da espécie reativa H,O», se reduz a Fe!l o que faz com que a transferéncia L =
M desapareca e o sinal caracteristico de Fe! diminua no espectro de EPR. Este é um
processo ndo catalitico, ndo havendo regeneragdo do composto ao final da reacdo. A
interagdo também pode ser observada através da mudanga de cor da solucdo do

composto, que muda de azul intenso (geralmente decorrente da transferéncia de carga

do fenolato para o metal), para laranja avermelhado.




65

Equacgdes 22, 23 e 24. Proposta de interagdo entre o composto (5) ¢ o H>O..

2Fe!l + 2¢” > 2Fe!! (22)
0, > 02+ 2¢ (23)
2Fe™ + 0> 2 2Fe! + O (24)

Figura 41. Espectro eletronico e de EPR para o composto de coordenagdo (5) e interacdo com
H,0, monitorados por espectroscopia eletronica (a esquerda) e por EPR (a direita), em fungéo
do tempo.
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Para o composto binuclear de valéncia mista Mn'"/Mn"' (6), observa-se um
aumento seguido de diminui¢do da intensidade da banda LMCT em 485 nm do seu
espectro eletronico (Figura 42), além de um aumento na banda em 335 nm, atribuida a
transferéncia de carga Cl = Mn'.. O espectro de EPR do composto apresenta seis linhas
que sdo caracteristicas de fons de Mn", condizente com seu centro metalico binuclear de
Mn'"/Mn" (Figura 42). O ion de Mn'" niio apresenta sinal. O resultado ¢ um espectro de
composto mononuclear de Mn', devido a dissociagio do composto em solugio,
formando espécies mononucleares de Mn'' e Mn'", Apés a adi¢io de H,O2 (100 vezes
mais concentrado), o perfil espectral ndo muda, mesmo apos 20 min de reacdo, o que se
observa ¢ uma mudanga na intensidade dos sinais, que aumenta com o tempo.
Adicionalmente, observa-se mudanga na cor da solucdao, de marrom avermelhado para
incolor, além da formagdo de bolhas. Essas mudangas, em conjunto com o que foi
observado no estudo da interacdo com H>O2 por UV-Vis, sugerem aumento das espécies

1

de Mn"' e diminui¢io das espécies de Mn'!! em solugdo. Com base nessas observacdes,

acredita-se que o peroxido de hidrogénio estd reagindo apenas com o centro de Mn'"! do
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composto, que por ndo possuir sinais no espectro de EPR, ndo pode ser observado.
Complementarmente o aumento da intensidade dos sinais de Mn"" pode indicar aumento
dessa espécie em solugdo, através da reducio do Mn! a Mn' de acordo com as

Equacdes 25 — 27.

Equacdes 25, 26 e 27. Proposta de interagao entre o composto (6) ¢ o H,O».

2Mn"Mn" + 2e” = 4Mn" (25)
0> >0+2¢ (26)
2Mn"™n" + 02> 2 4Mn" + O, (27)

Figura 42. Espectro eletronico ¢ de EPR para o composto (6) e resultados da interagdo com
H,0,, monitorados por espectroscopia eletronica (a esquerda) e por EPR (a direita), em fungdo

do tempo.
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5

Estes estudos também foram realizados utilizando-se o composto de Mn
amplamente estudado, [Mn(SALEN)CI], o qual, tal qual os compostos estudados no
presente trabalho, ¢ um composto de coordenacao que possui ligantes com grupos N,O-
doadores. Os resultados obtidos para este composto foram utilizados como pardmetro de
referéncia na avaliagdo da eficiéncia dos compostos de coordenacao (1) — (6).

O espectro de EPR original do composto ndo apresenta sinal (Figura 43), o que

condiz com a estrutura desse complexo, que possui centro de Mn'!

, que ¢ silencioso no
EPR. Apds a reacdo com H20», observa-se o aparecimento de sinais caracteristicos de
espécies de Mn', sugerindo a reducdo do centro metalico. Essa interagdo pode ser
observada também no espectro eletronico (Figura 43), onde ocorre a diminui¢cdo na

intensidade da banda em A 400 nm, que ¢ atribuida & transferéncia de carga C1 = Mn'".
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Com a redugdo do centro metdlico a Mn', essa transferéncia deixa de ocorrer.
(Equagdes 28 — 30). A coloragdo da solu¢do muda de marrom escura para marrom bem

clara, quase incolor.

Equacgdes 28, 29, 30. Proposta de interacdo entre o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI] ¢
o H>0..

2Mn'"' + 2¢” > 2Mn" (28)
0> 0+2¢ (29)
2Mn™" + 0% 2 2Mn" + O (30)

Figura 43. Espectro eletronico e de EPR para o composto de referéncia [Mn(SALEN)CI] e
resultados da interagcdo com H,O,, monitorados por espectroscopia eletronica (a esquerda) e por
EPR (a direita), em fun¢do do tempo.
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6.3.4 Estudo da atividade mimética funcional a SOD dos compostos de
coordenacio (1) — (6) e do composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], monitorada

por espectroscopia eletronica

A capacidade dos compostos (1) ao (6) de mimetizar a atividade da
metaloenzima SOD, dismutando o anion radical O>” em H>O> e O», foi estudada pela
técnica de espectroscopia eletronica na regido do UV-vis, através da titulagdo de uma

solugdo de cada composto ((1) — (6)), em DMSO, com uma solucao de KO> também em
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DMSO, para obten¢do do anion radical superoxido (O2™) e por EPR através da adi¢ao
de diferentes concentragdes de uma solu¢do de KO> a solugdes contendo os compostos
de coordenagdo e monitorando-se a reagdo. Os espectros de EPR foram obtidos a 120K.
O spin nuclear do %0 ¢ 0, resultando em uma linha no espectro de EPR, de acordo com
a Equacao 14 (pagina 10). O espectro caracteristico para o O>™ apresenta uma linha gL e
uma linha g||, referente a interacio dos dois centros de 'O com simetria axial divergente
entre as linhas de g|| e g L. Os sinais sdo frequentemente de baixa resolu¢ao devido ao
alargamento das bandas.** %°0Os compostos de Cu'! (1) e (4), apresentam comportamento
similar ao reagir com o radical O>". Ambos os compostos apresentaram deslocamento
da banda d — d caracteristica para um A de maior energia, de 680 para 650 nm para o
composto (1) (Figura 44) e de 710 para 680 nm para o composto (4) (Figura 45).
Conforme a concentracdo de O>™ em solugdo foi aumentando, também foi observado o
aparecimento de uma banda em 430 nm, que no composto (1) cresce até a propor¢ao
2:1, decrescendo com adigdo de KO> apds esse ponto, formando dois pontos
isosbésticos em 414 ¢ 375 nm. Esta nova banda, pode ser atribuida a transferéncia de
carga L > M direta do O;" para o centro de Cu'’, tanto no composto (1), quanto no
composto (4).

Através dos espectros de EPR, € possivel observar a interagdo entre a solucao
dos compostos (1) (Figura 44) e (4) (Figura 45) em DMSO e a solugdo de KO, também
em DMSO, pelo desaparecimento gradual dos sinais anisotropicos tipicos de centros de
Cu', em consequéncia do aumento da concentragiio de espécies de O em solugdo.
Também se constata a formag¢do de um intermediario, com aparecimento de novos
sinais entre 3200 e 3300 G, nas proporgdes 1:8 e 1:10 para o composto (1) e 1:4 e 1:5
para o composto (2). Essas mudangas espectrais podem estar atreladas a formagao de
um composto binuclear de Cu'Cu!, com os centros metalicos ligados através de uma
coordenagio com a espécie O,>, formada a partir da interacdo do centro de Cu'' com o
0," observada nos espectros eletronicos. O deslocamento da banda d-d para uma regiao
de maior energia corrobora essa interpretagdo, estando relacionado com o aumento da
quantidade de ligantes de campo forte na esfera de coordenagdo do composto, com a
formacdo de uma ponte oxo entre os centros de Cu' , aumentando o Ao dos orbitais d do
centro de cobre. O sinal caracteristico do radical O>™ ¢ observado apenas com excesso
de KO, em solugao.

As equacdes propostas para a interagdo entre ambos os compostos (1) e (4) com

o radical O™ estdo representadas abaixo (Equacdes 31 — 34).
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Equacdes 31, 32, 33 e 34. Proposta de interagdo entre o composto (1) € 0 O,".

2Cu"+2 ¢ > 2Cu! (31)
20,7+ 2 ¢ > 20" (32)
20,7 2 20, +4¢ (33)
2Cu" + 20, > 2Cu' + 20, (34)

Figura 44. Espectro eletronico e de EPR para a reagdo entre o composto de coordenacdo (1) e
interacdo com diferentes propor¢des de O,” em DMSO, monitorados por espectroscopia
eletronica (a esquerda) e EPR (a direita).
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Figura 45. Espectros eletronico e de EPR para a reacdo entre o composto de coordenacdo (4) e
interagdo com diferentes proporgées de O, em DMSO, monitorados por espectroscopia
eletronica (a esquerda) e EPR (a direita).
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Na reagdo entre o composto (2) e o KO, a banda LMCT do espectro eletronico
atribuida a transferéncia de carga do fenolato para o centro de Fe'" do composto original
em 535 nm sofre deslocamento hipsocromico a medida que a concentragdo de O2™ em
solucao aumenta (Figura 46). Para 504, 440 e 415 nm nas propor¢des 1:1, 1:3 ¢ 1:10
respectivamente, além de haver uma diminui¢do na sua intensidade concomitantemente
com esse deslocamento. Adicionalmente, observa-se redu¢do na banda em 325 nm,
atribuida a transferéncia de carga LMCT do DMSO - Fe'll,

O espectro de EPR do composto (2) (Figura 46) apresenta sinal caracteristico de
Fe'! que desaparece a partir da propor¢io composto:KO> de 1:2. Na proporgio 1:1,

I

ainda ¢ possivel observar a presenca de ions Fe'" do composto em solucdo, sem haver a

presenca do sinal de O;". Essas mudangas, em conjunto com as mudancas observadas
no espectro eletrdnico para este composto, quando na presenga de KO>, mostram

1T

reducdo do centro de Fe'' do composto para Fe'l. A interacio pode ser considerada

imediata, frente ao radical superéxido, mas ndo catalitica, levando a inativagdo do

composto de partida de Fe'

. A solu¢do do muda de azul intenso (decorrente da
transferéncia fenolato = Fe') para laranja claro. A proposta de interacio desse
composto com o anion radical superdxido encontra-se nas Equagdes 35 — 38.

Equacgdes 35, 36, 37 e 38. Proposta de interagdo entre o composto (2) e 0 O™,

2Fel + 2¢” = 2Fe! (35)
205" +2e > 20.* (36)
20,7 D 20, +4¢ (37)
2Fe + 205" > 2Fe' + 20, (38)

Figura 46. Espectro eletronico e de EPR para a reacdo entre o composto de coordenagdo (2) e
interacdo com diferentes proporgdes de O, em DMSO, monitorados por espectroscopia
eletronica (a esquerda) e EPR (a direita).
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Para o composto (3), a interacdo com o O;" ¢ evidenciada através do completo
desaparecimento das bandas caracteristicas do espectro original em 545 e 335 nm,

ambas atribuidas a transferéncia de carga fenolato = Mn'!

, mostrando que had mudanga
no estado de oxidagio do centro metalico do composto (Mn'!!), com a provavel redugio
do mesmo para Mn', aumentando a quantidade dessa espécie em solugdo, que nio
apresenta bandas na regido do visivel, de acordo com equagodes 35 — 38 (Figura 47).

O composto (3) com espécies de Mn'' e Mn'", apresenta 6 linhas caracteristicas
de espécies de Mn'' em seu espectro original (Figura 47). Este sinal desaparece

completamente com a adi¢io de KO», indicando oxidagio a Mn'™"

. Apesar do centro de
Mn'"! ndo poder ser observado no espectro de EPR, a interacio do composto com o O™
¢ constatada pelo desaparecimento dos sinais de Mn"' e pelo fato de ndo haver sinal
caracteristico dessa espécie reativa no espectro na propor¢ao 1:1. Ao aumentar a
propor¢cao de O2” em solu¢dao (1:2), observa-se o aparecimento do sinal de O>",
indicando a saturacdo e inativacdo do composto (3) (Equagdes 39 — 42). A esfera de

coordenacdo contendo 6 ligantes, sem a presenga de ligantes labeis, dificulta a interacao

com o anion radical superoxido.

Equacdes 39, 40, 41 e 42. Proposta de interagdo entre o composto (3) e 0 O™,

Mn"Mn! + 1" = 2Mn" (39)
02"+ 1le > 0F (40)

07 > 02+ 2¢ 41)
Mn™n'™" + 0, > 2Mn" + O, (42)

Figura 47. Espectro eletronico e de EPR para a reagdo entre o composto de coordenacdo (3) e
interagdo com diferentes propor¢des de O, em DMSO, monitorados por espectroscopia
eletronica (a esquerda) e EPR (a direita).
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A intera¢do do composto (5) com o O>" provoca diminui¢do da banda em 550

- com

nm atribuida a transferéncia de carga LMCT do fenolato para o centro de Fe
surgimento de uma banda em 465 nm, que pode ser atribuida a transferéncia de carga M
- L, do Fe' para a piridina (Figura 48). Concomitantemente, observa-se diminui¢io da

" devido a perda desse ligante com a redugio

banda atribuida a transferéncia Cl - Fe
do Fe' para Fe!'. Observa-se também a formagdo de dois pontos isosbésticos em 500 e
410 nm. Essas mudanca sdo atribuidas a reacdo de redugdo do Fe' (d°) para Fe'.(d®)
(Equacgdes 43 - 46), com mudanga na coloragdo da solugdo de azul intenso para laranja.

O estudo via EPR para este composto (Figura 48), semelhante aos resultados que
foram obtidos para o composto (2), ambos com centros de Fe''', indica diminui¢io na
intensidade do sinal do composto de partida, com total desaparecimento do mesmo na
proporcao 1:2, quando ha excesso de O™ em solucdo. Nesta propor¢ao também aparece
o sinal caracteristico do superoxido.

Equacbes 43, 44, 45 e 46. Proposta de interacao entre o composto (5) e 0 O>™.

Fe'' + 1e > Fe! (43)
0"+ le > 0* (44)
0.7 > 02+ 2¢ (45)
Fel'+ 0" 2 Fe''+ 0, (46)

Figura 48. Espectro eletronico e de EPR para a reagdo entre o composto de coordenacdo (5) e
interagdo com diferentes proporgdes de O, em DMSO, monitorados por espectroscopia
eletronica (a esquerda) e EPR (a direita).
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Por fim, a titulagio com KO para o composto de Mn"Mn"" (6), mostra
diminuicdo da intensidade da banda LMCT caracteristica do composto em 475 nm,

atribuida a transferéncia de carga fenolato = Mn'"

, € aumento da absor¢do na regidao do
UV, 350 nm (Figura 49). O estudo realizado da interacdo do composto com o O>"
através do tempo, inicialmente mostra um aumento na intensidade dessa mesma banda.

Essas mudan¢as sugerem que no inicio da reacio, o centro de Mn'' do composto é

111 111

oxidado a Mn"", mantendo as bandas associadas ao seu centro de Mn™", o que justifica a

estabilidade do espectro nas primeiras adi¢des de KO; a solugdo e aumento da banda

associada a transferéncia fenolato > Mn'!

no estudo com concentragao fixa e variagao
de tempo. A oxidagdo do composto ¢ corroborada pelos estudos de EPR (Figura 49),
onde na propor¢ao 2:1, com excesso de composto, a intensidade dos sinais diminui, sem
aparecimento de sinal caracteristico de O>". Em uma propor¢ao 1:1, nao é observado

sinal nem do composto nem da espécie radicalar, o que indica oxidag¢do do centro de

I I

Mn" para Mn"™" que ndo apresenta sinal no EPR. Os centros de Mn'" formados podem
ainda ser reduzidos a Mn'! pela presenca de espécies de O,>" formadas pela redugio do
0;", interagao confirmada pelo estudo da interagdo do composto (6) com o H>O»
(Figura 49) e desaparecimento das bandas do espectro eletronico associadas ao centro
de Mn'",

O sinal do anion superoxido s6 ¢ observado quando hd um excesso de O2™ em
solugdo, em uma proporc¢ao de 1:10. Quando hé excesso de composto em comparacao a
espécie radicalar O, em uma propor¢ao 20:1, € possivel ser observada a formacao de
um composto Mn"-(u-O)-Mn', através do aparecimento das 16 linhas caracteristicas
desse composto de alta valéncia, no espectro de EPR, indicando dessa forma a oxidagao
dos centros de Mn"™Mn™ a Mn"Mn!V. Essas linhas sio resultantes de um
emparelhamento com grande troca antiferromagnética e baixa anisotropia entre os
centros de Mn'"' e Mn'V. O operador total de spin (n), dado por ST = S1 + S2, é igual 3
(S1 =2 e S2 = 3/2), resultando em 16 linhas (Equacdo 14, pagina 10).®! A solucdo do
composto que era marrom avermelhado se tornou quase incolor, indicando ainda
redugdo dos centros de manganés a Mn'!, porém, ndo é possivel observar a regeneragio

das espécies de Mn'" no espectro de EPR. A proposta de rea¢iio para este composto com

0 O encontra-se nas equacoes 47 — 51.
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Equacbes 47, 48, 49, 50 e 51. Proposta completa da interagao entre o composto (6) com o O™,

Mn'Mn"" 2> Mn""Mn'V + 2¢° 47)
0"+ le > 0™ (48)

0> > 02+ 2¢ (49)
Mn"™™Mn" + 3 e* > 2Mn" (50)
Mn™n™ + 0,~ > 2Mn" + O, (51)

Figura 49. Espectro eletronico e de EPR para a reacdo entre o composto de coordenagdo (6) e
interagdo com diferentes proporgdes de O, em DMSO, monitorados por espectroscopia
eletronica (a esquerda) e EPR (a direita).
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O composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], ndo apresenta sinal no seu espectro
original de EPR. O sinal do radical diminui conforme a propor¢ao de composto aumenta
em relacdo ao radical (Figura 50). O espectro eletronico indica a reducdo do centro

metalico a Mn'", porém essas espécies ndo sdo observadas no espectro de EPR, o que
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pode indicar uma reacdo catalitica e de alta cinética, com rapida regenera¢ao do centro

de Mn'", que nfio possui sinal no EPR. (Equag¢des 52 — 55).

Figura 50. Espectro eletronico e de EPR para a reagdo entre o composto de referéncia
[Mn(SALEN)] e interagdo com diferentes propor¢des de O,” em DMSO, monitorados por
espectroscopia eletronica (2 esquerda) e EPR (a direita).
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Equacdes 52, 53, 54, 55. Proposta para a interacdo entre o composto de referéncia
[Mn(SALEN)CI] e O>".

Mn"' + le = Mn" (52)
Oy + 1 > 02> (53)
07 > 02+ 2¢ (54)

Mn""' + O, > Mn' + O, (55)

O estudo da interacdo dos compostos com o O>" também foi realizado em
funcdo do tempo, com varreduras de 12 em 12 s até 5 min, utilizando-se técnica
semelhante a utilizada com o H20,. Os espectros eletronicos obtidos neste experimento
apresentaram mudangas espectrais similares aquelas obtidas na titulagdo com KOo.
Sendo que as mudancas mais significativas ocorreram no tempo zero, indicando que a

reacdo com o O™ ¢ imediata (Figura 51)




Figura 51. Espectros eletronicos para os compostos (1) — (6), resultantes da interagdo
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destes

com uma aliquota tnica de 100 uL. de KO, (2mM), em fung¢do do tempo, em DMSO.
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6.3.5 Estudo da supressdo do sinal do radical ‘OH promovida pelos compostos de

coordenacio (1)-(6) e monitorado por espectroscopia eletronica

A capacidade dos compostos de coordenacdo (1) — (6) de capturar o radical ‘OH

também foi avaliada através da técnica de espectroscopia eletronica na regido do UV-

Vis (Figura 52). Uma solugdo de sulfato ferroso amoniacal ([Fe(NHa4)2(SO4)]*6H,0)



77

com H>O» foi utilizada para formacao do radical OH’ (Equagdo 3, pagina 4) e adicionada
a uma solucdo dos compostos de coordenagdo. A leitura foi realizada de 12 em 12 s até

5 min.

Figura 52. Espectros eletronicos dos compostos (1) — (6) e resultados da interagdo com o

radical "OH (gerado por reagio de fenton) em tampao PBS em fun¢do do tempo.
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Em geral, foram observadas poucas mudancas no espectro eletronico original do

composto no estudo da interacdo com o radical ‘OH, ndo havendo a possibilidade de
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confirmagdo de que a reagdo estaria ocorrendo com o “OH ou com excesso de H>O, em
solugdo. Por esse motivo, além da instabilidade do radical "OH gerado pela reagdo de
Fenton em solugdo, espectroscopia eletronica pode nao ser o melhor método para estudo
da reatividade dos compostos de coordenagdo com essa espécie reativa. Dessa forma, os
dois compostos que apresentaram melhor atividade (3) e (6) foram selecionados para

prosseguir com este estudo através da técnica de EPR, utilizando spin trap DMPO.

6.3.6 Estudo da capacidade de supressao do sinal do radical ‘OH promovida pelos

compostos de coordenaciao (3) e (6) e monitorada por EPR

Os compostos mais promissores (3) e (6) foram avaliados do ponto de vista da
capacidade de supressdo do sinal do radical ‘OH, empregando-se a técnica de EPR. Os
resultados foram comparados com os resultados obtidos para o composto de referéncia
[Mn(SALEN)CI]. A supressao do radical hidroxil (%RSA) foi calculada através da
Equacdo 15 (pagina 11). Um grafico da concentragdo dos compostos versus a %RSA
calculada foi obtido e a regressao logaritmica foi realizada (Figura 53), para calculo da
ICso, para cada composto. A ICso ¢ definida como a concentracdo de composto

1.2 Os dados obtidos nesse

necessaria para inibir 50%, nesse caso, do sinal do radica
experimento encontram-se nas Tabelas 15 e 16 e os espectros de EPR resultantes da
interacdo entre o radical hidroxil e os compostos de coordenacdo, estdo expostos na
Figura 54.

Tabela 15. Dados de %RSA do radical "OH, obtidos para os compostos (3), (6) e para o
composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], obtidos por EPR em meio aquoso, onde ho=9,642.

Composto (3) Composto (6) Composto de
referéncia
[Mn(SALEN)CI]
Conc. hx %RSA  Conc. hx %RSA  Conc.  hy %RSA
(uM) (uM) (uM)

1 8,539 3,722387 1 7,024 25,75838 10 498 47,36286
10 6,004 37,78048 10 4,789 49,38167 100 43  54,55026
25 3,197 60,15829 50 2,967 68,63968 200 4,256 55,01533
50 2,596 70,5601 80 1,456 84,61051 500 4,034 57,3618

75 1,836 84,65472 100  0,9669 89,78015 750 3,913 58,64074
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Tabela 16. Dados obtidos através do estudo da interagdo entre o radical ‘OH com os compostos
3), (6) e [Mn(SALEN)CI], pela técnica de EPR.

Composto Regressao logaritimica
Equagao R? ICs0 (LM)
3) y = 18,296In(x) + 1,0582 0,9846 14,51
(6) y = 13,738In(x) + 22,725 0,9789 7,23
[Mn(SALEN)Cl] y=2,6118In(x) + 41,195 0,9959 29,11

Figura 53. Regressdo logaritma da concentragdo versus RSA% dos compostos (3) (azul), (6)
(rosa) e composto de referéncia [Mn(SALEN)CI] (roxo). A concentragdo para o composto de
referéncia [Mn(SALEN)CI] foi dividida por 10 para ficar na mesma faixa de concentragdo dos
compostos de coordenagao estudados.
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Figura 54. Espectros de EPR resultantes da interagdo entre os compostos de coordenacao (3),
(6) e composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], com o radical "OH, em fun¢ao da concentracao
do composto de coordenagdo. O radical hidroxil foi obtido através da reagdo de fenton e
estabilizado com adi¢do de “spin trap” DMPO, mantendo-se a propor¢do DMPO:H,0,:Fe*" de
100:1:0,1, de acordo com metodologia descrita por Scalzo e colaboradores.*” A concentragdo
dos compostos de coordenagdo foi variada de acordo com a Tabela 15. Sinal do aduto radicalar
DMPO-OH em agua (linhas pretas), sinal do aduto radicalar DMPO-OH apés interacdo com a
ultima concentragdo adicionado do composto (3) (75 uM, linha azul), sinal do aduto radicalar
DMPO-OH apds interacdo com a ultima concentracdo adicionado do composto (6) (100 pM
linha rosa), sinal do aduto radicalar DMPO-OH ap6s interagdo com a tultima concentragao
adicionado do composto de referéncia [Mn(SALEN)CI] (750 uM, linha roxa).
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O espectro de EPR para o aduto radicalar formado entre o spin trap DMPO e o
radical "OH (DMPO-OH) (Figura 55) apresenta quatro linhas caracteristicas (reacdao de
hidroxilagdo do DMPO). O nitrogénio (spin nuclear = 1) e o hidrogénio B (spin nuclear
= 1), da molécula formada (DMPO-OH), possuem o mesmo desdobramento, havendo
uma sobreposi¢dao das linhas centrais do espectro de EPR, resultando em um sinal de

intensidade 1:2:2:1.9
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Figura 55. Estrutura molecular do spin trap DMPO e aduto radicalar DMPO-OH,
respectivamente.®®

Me Me
Me N/ Me N OH
! ;
DMPO DMPO-OH

O composto (6) apresentou menor valor de ICso frente ao radical ‘OH, com valor
de 7,97 uM, seguido do composto (3), que apresentou valor de 14,51 uM. Ambos os
compostos apresentaram valores de ICso menores do que o composto de referéncia
[Mn(SALEN)CI] (ICso 24,65 uM).Estes compostos mostraram ser efetivos na captura
desse radical, com valores promissores quando comparados aqueles encontrados na
literatura, que sdo escassos, principalmente considerando-se compostos inorganicos. A
maioria dos estudos encontrados na literatura ¢ realizada empregando-se antioxidantes

organicos naturais, os quais apresentam valores de ICso na faixa de M ou mM, 36264
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7. CONCLUSAO

Foram sintetizados e caracterizados seis compostos de coordenagdo, sendo cinco
destes ja relatados na literatura. Um composto de coordenacdo inédito foi obtido
(composto (3)), o qual teve sua estrutura de raios-X elucidada. Todos os compostos
tiveram sua atividade antioxidante investigadas frente a diferentes espécies reativas
(DPPH, H>0,, 02" e "OH) e foram comparados com o composto de coordenagdo de
referéncia, o qual exibe propriedades antioxidantes amplamente relatadas na literatura
[Mn(SALEN)CI]. As diferentes técnicas empregadas mostraram que todos os
compostos reagem diretamente com as espécies oxidantes, com exce¢do do composto de
Cu' (4), para o qual nio se observou interacio com a espécie reativa H>O,, portanto,
conclui-se que este composto ndo possui atividade mimética funcional a CAT.

Quanto aos demais compostos, todos apresentam atividade mimética a CAT e a
SOD, além de também serem capazes de capturar o radical DPPH", tanto por
mecanismo de transferéncia de hidrogénio quanto por mecanismo redox, sendo que suas
atividades s@o melhores em solvente protico.

Considerando-se os resultados obtidos, os compostos que apresentaram melhor
atividade antioxidante geral foram os compostos com centros metalicos de manganés
(3) e (6), apresentando atividade melhor ou equivalente ao composto de referéncia
[Mn(SALEN)CI], sendo que o composto inédito (3), foi o mais promissor,
considerando-se outros fatores, como rendimento por exemplo. Estes compostos
apresentaram atividade de captura do radical hidroxil promissora, com ICso na faixa de
uM. Os valores estdao entre os mais baixos encontrados na literatura.

Assim, estes resultados motivam estudos antioxidantes futuros, empregando-se
sistemas mais complexos, como matrizes bioldgicas (mitocondrias de figado de rato,
tecido neural), levedura S. cerevisiae, invertebrado Galleria mellonella, submetidos a

condi¢do de estresse oxidativo severo e posterior tratamento com estes compostos.
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8. PERSPECTIVAS PARA ESTUDOS FUTUROS

Os compostos estudados apresentaram atividades antioxidantes promissoras quando
comparados ao composto de referéncia [Mn(SALEN)CI], principalmente os compostos
de manganés (3) e (6). Dessa forma, o proximo passo seria a investigagao da atividade
antioxidante em matrizes biologicas, como mitocondrias e tecidos neurais de
camundongo, que sdo dois dos principais alvos das EROs no organismo. Na sequéncia,
realizar estudos in vivo, frente a levedura S. cerevisiae e ao invertebrado Galleria
mellonella. O estudo frente ao invertebrado, com a série de compostos contendo o
ligante H2L.2 esta em fase final, sendo realizado na Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), em colaboracdo com o Prof. Marcos Dias Pereira, do Departamento de
Bioquimica. Adicionalmente, a inser¢do de moléculas com atividade antioxidante
comprovada a esfera de coordenagdo do metal, como o acido gélico (flavonoide com
propriedades antioxidantes), também poderd ser investigada, a fim de potencializar a
atividade antioxidante desses compostos, através de efeito sinérgico, devido a
combina¢do dos compostos que ja exibem propriedades antioxidantes de forma isolada.
Também pode-se obter o sinergismo agregando compostos que atuem por diferentes

mecanismos: HT ou redox.
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