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RESUMO

O estudo de sondas fluorescentes para DNA vem crescendo rapidamente devido a
diversas aplicacbes como deteccdo de doencas, monitoramento em tratamentos
médicos e desenvolvimento de quimioterapicos. Complexos metélicos contendo
grupamentos com aromaticidade e deslocalizacdo eletrbnica podem ser uma
alternativa para o desenvolvimento destas sondas, estando entdo inseridas em uma
area denominada Quimica Bioinorganica. Neste contexto, o presente estudo refere-
se ao desenvolvimento de um ligante bioinspirado contendo grupamentos piridinicos
e inddlicos e seus complexos de zinco(2+), como potenciais sondas fluorescentes
para acidos nucleicos. Tal ligante foi caracterizado por técnicas espectroscopicas
(espectroscopia no infravermelho, ressonancia magnética nuclear e espectroscopia
eletrbnica) e de massa (espectrometria de massa com ionizacdo por electrospray).
Ja4 os complexos, além das técnicas descritas acima, foram caracterizados via
condutividade molar, espectroscopia de fluorescéncia molecular e analise elementar.
Os espectros de infravermelho do ligante e dos complexos [Zn(L°°)Cl;]*2MeOH (1) e
[Zn(L®®),](ClO.), (2) foram comparados e as principais bandas atribuidas. A
presenca das bandas do ligante nos espectros dos complexos indica que apo6s a
complexacdo, ndo ocorreram mudancas em sua estrutura. Os padrbes de
distribuicdo isotOpica obtidos para os complexos através de espectrometria de
massas estdo de acordo com as respectivas composi¢cdes quimicas almejadas.
Estudos abrangentes de ressonancia magnética nuclear uni- e bidimensionais
juntamente com calculos de estrutura eletrbnica (DFT) tornaram possiveis a
proposicdo de um arranjo tridimensional para os complexos sintetizados onde o
centro metélico em 1 estd em um ambiente piramidal quadrado levemente distorcido,
enguanto que em 2 o ambiente de coordenac¢do do centro de zinco é octaédrico. Os
espectros eletronicos foram simulados via TD-DFT e a representacdo dos orbitais
moleculares de fronteira foram geradas. De acordo com os dados obtidos todas as
transicOes eletronicas observadas estdo centradas nos ligantes ndo apresentando
componentes que envolvam orbitais dos centros metalicos. Uma vez caracterizados
0S complexos, testes para se determinar a magnitude de interacdo destes com
amostras de DNA de salmao foram estudadas via espectroscopia eletrbnica, nos
quais constantes de ligacdo intrinseca (K,) foram calculadas sendo 2,47x10* e
3,88x10* M™ para 1 e 2, respectivamente. Apos sucessivas adicdes de aliquotas de
DNA os espectros de ambos 0s complexos apresentaram hipocromismo e um leve
batocromismo que caracterizam que a interacdo complexo/DNA se da por via
intercalativa no sulco maior. Os resultados de fluorescéncia molecular demonstraram
gue o complexo 2 possui maior fluorescéncia que 1 quando livre de DNA. Quando
estes sao tratados com aliquotas deste acido, sua fluorescéncia € aumentada, o que
os classificam como sondas detectoras de DNA. Entretanto ao ser comparados com
a sonda DAPI (fonte comercial) estes se mostraram de menor eficiéncia. Estudos de
competicdo envolvendo os complexos sintetizados e agentes ligadores de sulco
como verde de metila e netropsina foram efetuados e constatou-se que, de fato, os
complexos se ligam pelo sulco maior do DNA. Por fim, testes com variagéo de forca
ibnica (NaCl) foram realizados, indicando que a interacdo complexo/DNA é
fracamente afetada por questdes eletrostaticas.

Palavras-chave: Sondas Fluorescentes. DNA. Complexos metélicos. Bioinorgéanica.






ABSTRACT

The study of fluorescent probes for DNA has been growing rapidly due to diverse
applications such as disease detection, monitoring in medical treatments and
development of new chemotherapeutics. Metal complexes containing groups with
aromaticity and electronic delocalization may be an alternative for the development of
these probes, and belong to an area called Bioinorganic Chemistry. In this context,
the present study concerns the development of a bioinspired ligand containing
pyridine and indole groups and their zinc(2+) complexes as potential fluorescent
probes for nucleic acids. The ligand was characterized by spectroscopic techniques
(infrared, nuclear magnetic resonance and electronic spectroscopies) and mass
spectrometry (ESI-MS). In addition to the techniques described above, the
complexes were characterized by molar conductivity, molecular fluorescence
spectroscopy and elemental analysis. Infrared spectra of the ligand and the
complexes [Zn(L*®)Cl,]*2MeOH (1) and [Zn(L°);](ClO.), (2) were compared and
their major absorption bands were assigned. The presence of the ligand bands in the
spectra of the complexes indicates that after the complexation, there were no major
changes in its structure. The isotopic distribution patterns obtained for the complexes
by mass spectrometry are in agreement with their respective desired chemical
compositions. Comprehensive studies of uni- and bidimensional nuclear magnetic
resonance along with electronic structure calculations (DFT) have made possible the
proposition of a three-dimensional arrangement for the synthesized complexes where
the metal center in 1 is in a slightly distorted square pyramidal environment, whereas
in 2 the coordination environment of the zinc center is an octahedron. The electronic
spectra for 1 and 2 were simulated via TD-DFT and the representation of the frontier
molecular orbitals was generated. According to the data obtained, all the electronic
transitions observed are centered in the ligands with no components that involve the
metallic center orbitals. Once the complexes were characterized, tests to assess the
magnitude of their interaction with salmon DNA samples were studied by electronic
spectroscopy. Intrinsic binding constants (Ky) were calculated with values for 1 and 2
around 2.47x10* and 3.88x10* M, respectively. After successive additions of DNA
aliquots, the spectra of both complexes presented hypochromism and a mild
batochromism that characterize that the complex/DNA interaction occurs through
intercalation in the major groove. Molecular fluorescence results demonstrated that
complex 2 has higher fluorescence than 1 considering no DNA addition. When these
complexes are treated with aliquots of DNA, their fluorescence is increased, which
classify them as DNA-detecting probes. However, when compared to the DAPI probe
(commercial source), 1 and 2 were shown to be less efficient. Competition studies
involving the synthesized complexes and groove binding agents such as methyl
green and netropsin were performed and it was found that, in fact, the complexes
bind through the major groove of the DNA. Finally, tests with ionic strength variation
(with NaCl) were performed, indicating that the complex/DNA interaction is weakly
affected by electrostatic interactions.

Keywords: Fluorescent probes. DNA. Metal complexes. Bioinorganic Chemistry.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente o cancer esta entre as principais causas de morte de seres
humanos, com uma ocorréncia de 14 milhdes de novos casos no ano de 2012
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015). Esta doenca surge a partir de estados
neoplasicos sendo uma proliferacdo celular ndo controlada pelo corpo, com
tendéncia de autonomia e perpetuacdo. Estas neoplasias podem induzir
metastases, resisténcia a quimioterapia e mau prognéstico (STIVAROU,
PATSAVOUDI, 2015).

Como o acido desoxirribonucleico (DNA) esta no nucleo da célula e se replica
para propagar a informacao genética nele contida, buscar solucbes para impedir a
replicacdo o DNA de células mutadas pode ser uma alternativa de inibir processos
neoplasicos. Atualmente, a introducdo de compostos de coordenacdo em sistemas
biolégicos para fins terapéuticos ou de diagnéstico € um campo bastante
desenvolvido na area de quimica bioinorganica (BRODERICK; COUCOUVANIS,
2003). O zinco, metal relacionado com este projeto, € essencial a todas as formas
de vida conhecidas, estando presente em cerca de 300 enzimas/proteinas. Tal metal
pode atuar nestas biomoléculas tanto sob um prisma estrutural quanto funcional. De
todas as 06 classes enzimaticas propostas pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB) o zinco é a Unica espécie metalica presente em todas
(CRICHTON, 2012).

Complexos de zinco(2+) podem se ligar de maneira eficaz e seletiva a acidos
nucleicos. Estas moléculas chamam a atencao por serem fortemente fluorescentes
na faixa de baixa energia (regido visivel e infravermelho préximo). Estas duas
propriedades estdo sendo exploradas para detectar quantitativamente acidos
nucleicos em amostras biolégicas, tanto em modelos in vitro como in vivo (TERENZI
et al., 2015).

Se projetado de forma cautelosa, complexos metalicos podem entdo conter
duas caracteristicas de relevancia biotecnologica. Uma delas € a projegéo e sintese
de ligantes onde porcdes de sua estrutura interajam com o DNA, alterando suas
caracteristicas quimicas e/ou estruturais e impedindo sua replicagdo. A segunda
caracteristica é capacidade de apresentarem fluorescéncia, uma propriedade
fotofisica fundamental para acompanhar o comportamento e atividade de um

complexo de interesse no meio biologico, atuando entdo como uma sonda
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molecular. Uma sonda fluorescente é, portanto um fluoréforo que esta preparado
para responder (emitir fluorescéncia), a partir de um estimulo especifico, quando
ligado em uma determinada regido em uma espécie de interesse. Quando inserido
no meio biologico, estas sondas permitem detectar componentes desejados
incluindo células vivas proporcionando o diagnéstico de doencas e o
acompanhamento de tratamentos meédicos (UENO; NAGANO, 2011).

Neste trabalho optou-se pela utilizacdo de derivados de compostos inddlicos,
pois estes demonstraram uma atividade antitumoral significativa possuindo
propriedades inibitérias da atividade de clivagem de DNA mediada pelas
topoisomerases | e Il (RIOU, 1993). Outro ponto positivo do grupo bis(indolil)metano
€ sua alta fluorescéncia molecular, permitindo entdo que sejam utilizados como
sondas moleculares em sistemas vivos (MORTEZA et al., 2010).

Desta forma, neste trabalho propbe-se o0 planejamento, sintese e
caracterizacdo de um ligante e seus compostos de coordenacdo bioinspirados
inéditos contendo ions Zn(2+) e estudos de interacdo destes compostos com acidos
nucleicos por métodos espectrofotométricos (UV-Vis e fluorescéncia) para a

avaliagdo destes, como potenciais sondas fluorescentes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar um novo ligante mononucleante N-doador contendo o grupo
bis(indoli)metano e seus compostos de coordenacdo bioinspirados de zinco(2+)

como potenciais sondas fluorescentes para acidos nucleicos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Planejar, sintetizar e caracterizar o ligante 6,6-di(1H-indol-3-il)-N,N’-bis(piridin-

2-ilmetil)-hexan-1-amina (L<°

) por técnicas espectroscopicas e espectrometria
de massas;

v Sintetizar complexos metalicos contendo fons Zn?* e caracteriza-los por
técnicas espectroscopicas, massas e condutométricas;

v' Propor um arranjo estrutural dos complexos sintetizados por estudos de
ressonancia magnética nuclear e calculos de estrutura eletrénica;

v Atribuir as transicbes eletrbnicas relativas as bandas de absorgéo
encontradas considerando seus orbitais de fronteira via TD-DFT,;

v' Efetuar titulacbes espectrofotométricas para verificar a magnitude de
interacdo complexo/DNA (Kp) via espectroscopia eletrbnica na regido do UV-
visivel;

v' Avaliar as propriedades fotofisicas destes complexos via espectroscopia de
fluorescéncia molecular na presenca e auséncia de DNA buscando verificar

se tais compostos atuam como sondas fluorescentes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A Ciéncia Quimica compreende muitas descobertas, criacbes e
transformacdes. Ela consiste em um pilar fundamental para a conservacdo dos
alimentos, desenvolvimento de medicamentos, baterias e pilhas, energia,
combustiveis, roupas, auxilia nas analises das amostras colhidas pelos peritos em
uma cena de crime, além de proporcionar o desenvolvimento cientifico-tecnolégico
(ZUCCO, 2011). A Quimica Medicinal, por exemplo, possui uma frente de trabalho
consideravel que estuda compostos que consigam atuar como farmacos ao interagir
com o DNA, impedindo sua replicacdo e conseguindo assim, em muitos casos,
proporcionar o tratamento e eventual cura de pessoas com cancer. Dentro desta
frente, o desenvolvimento de complexos metalicos que apresentem propriedades
fluorescentes tem ganhado forte atencdo devido a sua ampla gama de aplicaces.
Em microbiologia, por exemplo, estes corantes fluorescentes abrem a possibilidade
de observar tecidos, organismos ou organelas com excepcional sensibilidade e
resolucdo (CZAPLINSKA; SPACZYNSKA; MUSIOL, 2018). Neste sentido, a
pesquisa e desenvolvimento de compostos quimicos que interajam com a estrutura
complexa do DNA e ainda possam ser monitoradas por fluorescéncia molecular tem
sido tema de intensa investigagdo em um campo da ciéncia conhecido como

guimica bioinorganica.

3.1 QUIMICA BIOINORGANICA

A quimica bioinorganica estuda as funcbes, o processamento, O
armazenamento e as aplicacdes de ions metélicos e seus complexos em sistemas
biol6gicos. Este campo estd em rapido crescimento e evolucdo devido a sua
importancia no desenvolvimento de produtos de interesse bioquimico e
farmacolégico (BRODERICK; COUCOUVANIS, 2003). Esta area de interface da
quimica ndo pode ser considerada recente, pois relatos sobre a presenca de metais
ligados a proteinas e enzimas sdo datados desde o século 19, tendo em vista
nomenclaturas diferentes utilizadas na época. A partir da década de 1970, percebe-
se um aumento do fluxo de desenvolvimento de pesquisas e trabalhos nesta area
envolvendo metais em sistemas bioldgicos, entre outros, sendo definido como nome

Quimica Bioinorgénica (BEINERT, 2002). A quimica bioinorganica engloba varias
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areas do conhecimento tais como quimica inorganica, biologia molecular e celular,
bioquimica, quimica medicinal, entre outras (BRODERICK; COUCOUVANIS, 2003).

Dentre varias subareas existentes em bioinorganica, as mais comuns sao:

» Estudo do ambiente de coordenacédo do ion metélico em metaloproteinas,
acidos nucléicos, carboidratos e membranas;

» Mecanismos das reacdes nos centros metalicos das enzimas;

A\

Construcao de analogos sintéticos para sitios ativos das metaloproteinas;

» Farmacos contendo metais para cura, prevencdo e/ou diagnostico de
doencas;

» Remocéo e transporte de ions metélicos e compostos metalicos de, e para

sistemas vivos €;

» Processos de biomineralizagao.

Os estudos de complexos metalicos com propriedades terapéuticas
expandiram-se fortemente apos os anos 60, quando se comprovou a atividade
antitumoral da cis-diaminodicloroplatina(ll) como agente quimioterapico. O sucesso
da cisplatina é particularmente evidente no tratamento de pacientes com cancer
testicular, onde as taxas de cura excedem 95%. Porém, a eficacia desse
guimioterapico é muitas vezes limitada pela sua elevada toxicidade e resisténcia
intrinseca ou adquirida por seu uso abusivo (DENORA et al., 2017).

Nas ultimas décadas, a pesquisa sobre alvos biolégicos e 0 mecanismo de
acdo de muitos metalofarmacos evoluiu passo a passo e esse conhecimento tem
sido usado para impulsionar a projecdo e sintese de farmacos com uma melhor
eficiéncia e seletividade, bem como tendo efeitos colaterais reduzidos (LENIS-
ROJAS et al., 2017). Pesquisas no desenvolvimento de sensores fluorescentes de
zinco vém sendo desenvolvidas uma vez que este desempenha um papel importante
nos eventos celulares incluindo catélise enzimatica, expressdo de genes, apoptose
celular e neurotransmissao (MIKATA; WAKAMATSU; YANO, 2005).

3.2 QUIMICA BIOINORGANICA DO ZINCO

Os ions metalicos desempenham muitas fungbes essenciais para a

sobrevivéncia dos seres humanos. A deficiéncia de alguns ions metalicos pode levar
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a doencas como retardo de crescimento decorrente de zinco dietético insuficiente,
por exemplo. O zinco € essencial para o crescimento e o desenvolvimento em todas
as formas de vida (BASU, 2015).

Segundo elemento mais abundante no corpo humano, este é essencial para a
vida, sendo que um adulto, em média, possui cerca de 03 (trés) gramas deste metal,
correspondendo a uma concentracdo média de cerca de 0,6 mmol.L™, a maioria dos
quais (cerca de 95%) esta presente no meio intracelular.

O zinco é encontrado em mais de 300 enzimas, onde pode desempenhar um
papel funcional (catalitico) e/ou estrutural. E o Unico metal que esta presente em
cada uma das seis classes fundamentais de enzimas reconhecidas pela Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB): Oxidoredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (BROWN, 2004). O zinco
biologicamente disponivel ndo esta contido apenas em enzimas. H4 um numero
cada vez maior de proteinas de ligacdo a acidos nucleicos com atomos de Zn**
essenciais, demonstrando o papel extensivo que este desempenha na regulacéo da
transcricdo e traducédo das informacdes genéticas (BASU, 2015).

Sob o prisma da quimica inorganica, o zinco é um metal da série 3d contendo
sua camada de valéncia completa. Ao contrario de outros ions desta série tais como
ferro e cobre, ele ndo mostra valéncia variavel o que pode indicar a preferéncia do
meio biolégico por seu emprego simplesmente por ndo apresentar o0 risco de
promover reagdes redox. Possui carga altamente concentrada em comparagdo com
0 seu raio idénico relativamente pequeno (0,65 A). Sua alta afinidade por elétrons
torna-o um forte 4cido de Lewis, semelhante ao cobre e ao niquel (CRICHTON,
2012).

Sua configuracao eletronica (d*°) indica que, ndo possui transicées eletronicas
do tipo d-d e seus complexos ndo estao sujeitos a efeitos de estabilizacdo de campo
ligante, de modo que Zn?* ndo possui restricdes de campo ligante em qualquer
geometria de coordenacdo. Porém podem apresentar outras espectroscopias de
absorcdo como transferéncia de carga entre metal e ligante. Desta forma, o nimero
de coordenacédo e a geometria dos compostos de zinco sdo ditados majoritariamente
pelo tamanho e carga dos ligantes. Isto significa que o zinco pode, em principio,
adotar geometria de coordenacdo altamente flexivel. No entanto, na maioria das
proteinas de zinco, h4 uma forte preferéncia pela coordenacdo tetraédrica,

frequentemente distorcida, o que aumenta a polarizacdo do centro metéalico e a
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acidez de moléculas de &gua coordenada a ele. Alguns casos de zinco em
ambientes pentacoordenados (geometria bipiramidal trigonal) distorcidos ja foram
relatados na literatura (CRICHTON, 2012). Uma vez que o0 zinco € de dureza
limitrofe, ele pode ligar-se em atomos de oxigénio, nitrogénio e de enxofre. As
enzimas de zinco também participam da clivagem das ligacdes de fosfodiéster
presentes no DNA e no RNA. Com isso, dependendo do complexo sintetizado
contendo esse metal, pode-se obter apenas uma fungcédo estrutural onde este atua
como direcionador do ligante para algum tipo de interacdo com o DNA ou funcéo
catalitica, onde atua na ligacdo direta com a estrutura destes acidos nucleicos
(CRICHTON, 2012).

O zZn*" atua também como um cofator para muitas enzimas e proteinas
envolvidas no transporte de elétrons, reparo de DNA e expressao da proteina p53
(ZHANG et al., 2017). Verificando todas as propriedades do fon Zn*" e sua atuacéo
no meio bioldgico, desenvolver complexos bioinspirados contendo esse metal € de
significativa relevancia no cenario atual.

Tendo em vista a atuacdo de complexos metalicos com o DNA, compreender
a estrutura quimica do DNA e os modos em que complexos metalicos possam
interagir com esta biomolécula é essencial para que o desenvolvimento de novos

agentes quimioterapicos possa evoluir.
3.3 ACIDOS NUCLEICOS

Os &cidos nucleicos sdo biopolimeros presentes em organismos vivos que
podem possuir em sua composi¢ao ribonucleotideos como o acido ribonucleico
(RNA) ou desoxiribonucleotideos como o acido desoxirribonucleico (DNA). Tais
nucleotideos séo constituidos por trés componentes basicos: uma base nitrogenada
derivada da pirimidina ou purina, uma pentose e um fosfato inorganico (NELSON;
COX, 2010). A Figura 1 a seguir ilustra tal estrutura.
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Figura 1 - Estrutura basica de um nucleotideo.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018, com base em NELSON; COX, 2010.

O RNA e o DNA possuem estruturas quimicas muito semelhantes, ou seja,
sdo compostos por nucleotideos tricomponentes. Enquanto o DNA tem como bases
nitrogenadas purinicas a adenina (A) e guanina (G) e bases nitrogenadas
pirimidinicas citosina (C) e timina (T), o RNA apresenta uma substituicdo desta
altima por uracila (U). Outra diferenciacao importante € na pentose (aglcar) onde o
DNA possui uma desoxirribose e o RNA uma ribose, respectivamente (CRICHTON,
2012). A Figura 2 apresenta as estruturas do DNA e RNA com seus respectivos
nucleotideos. Analisando as diferencas entre as estruturas do DNA e RNA
apresentadas na Figura 2, é possivel observar que estas biomoléculas podem sofrer
hidrdlise lenta, ndo enzimatica, da ligagao fosfodiéster. Porém, devido aos grupos 2’-
hidroxila do RNA, ausentes no DNA, estes sdo hidrolisados rapidamente em meio
alcalino. Desta forma, o DNA além de sofrer hidrolise muito lentamente, ainda é
estabilizado devido as interacbes entre as bases nitrogenadas da dupla hélice
(NELSON;COX, 2010).
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Figura 2 - Estrutura quimica do (a) DNA e do (b) RNA identificando a diferenca entre
as bases nitrogenadas e da pentose.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018, com base em NELSON;COX, 2010.

A informacdo necesséria para o funcionamento da célula e, por conseguinte
todo o organismo esta primariamente depositado na molécula de DNA contida no
nacleo celular. Esta biomolécula torna possivel expressdo de proteinas e outras
moléculas regulatérias através do processo de transcricdo, onde o RNA ¢é
sintetizado, com base na sequéncia de bases do DNA (CAMPOS, 2010).
Considerando que o foco de estudo deste presente trabalho é o DNA segue-se
entdo no estudo de suas propriedades.

O DNA possui conformacdo de dupla hélice, onde duas fitas deste
biopolimero, em sentidos opostos, uma de 5— 3’ e outra de 3'— 5’, mantém-se
unidas por dois tipos de forgas: As ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases
complementares (mantém a dupla hélice) e as interacdes de empilhamento das

bases (m7-stacking) (mantém a estabilidade) (Figura 3) (NELSON; COX, 2010).
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Figura 3 - Demonstracdo das ligagcdes de hidrogénio e das interacbes de
empilhamento das bases nitrogenadas do DNA.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018, com base em NELSON;COX, 2010.

Em 1953 quando publicado pelo peridédico Nature um artigo referente a
descoberta por Francis Crick e Jim Watson sobre a estrutura dupla helicoidal do
DNA, este gerou um avanco significativo da biologia molecular moderna
(CRICHTON, 2012). Além disso, dados confirmaram que esta estrutura poderia se
replicar sendo que apo6s a separacao das duas fitas, cada uma destas poderia dar
origem uma fita complementar. A enzima helicase possui como funcéo desenrolar a
dupla hélice compacta do DNA para formar duas fitas simples podendo ser utilizadas
como modelos de replicacdo dessa biomolécula. Quando ocorre a separacdo das
fitas, as enzimas DNA-polimerase sintetizam moléculas de desoxiribonucleotideos,
os blocos de construcdo do DNA. A enzima se aproxima das fitas e a partir de sua
leitura sintetiza duas novas fitas filhas. Desta forma, a informacéo genética é entéo
transmitida (NELSON; COX, 2010).

Esta replicacdo do DNA ocorre durante o ciclo celular, onde células crescem e
se dividem dando origem a novas células geneticamente relacionadas. A transcricao
e a replicacdo do DNA sdo 0s processos centrais para a proliferacdo celular,
estando entdo diretamente relacionados aos processos decrescimento de tumores
(KNOLL; TURRO, 2015). Caso o material genético sofra algum tipo de dano,
ocasionando entdo possiveis mutacdes genéticas nas células, da-se origem a um
processo de replicacdo de forma desordenada. Sendo assim, € possivel que haja
entdo a geracdo de tumores que podem ou nao se espalhar pelo organismo
ocasionando, neste ultimo caso, o processo conhecido como metastase.

Como o DNA possui diversidade conformacional, grandes alteracdes

estruturais podem ocorrer qguando este interage com algumas classes de moléculas.
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Devido a deformagdo apdés a interacdo composto/DNA, ndo ha leitura das
informacdes desta biomolécula, sendo uma alternativas para impedir a replicacéo do
material genético defeituoso (KNOLL; TURRO, 2015).

Diversas enzimas que catalisam a replicacdo do DNA e RNA, ribozimas que
catalisam a transesterificacdo do RNA e ainda enzimas de clivagem ou transporte de
compostos fosforilados apresentam em seus sitios ativos ions metalicos, mostrando
a importancia da quimica bioinorganica nesses processos. A complexidade e a
dimensdo da molécula de DNA nos fornecem um estudo abrangente referente a
utilizacdo de complexos metalicos que consigam interagir com o DNA e impedir a
replicagio dessa biomolécula (GARCIA-RAMOS et al., 2013). Desta forma, ha
necessidade de entender os tipos de interacdo que podem ocorrer entre essa

biomolécula e complexos metalicos.

3.3.1 Modos de Interacdo entre o DNA e Complexos Metélicos

A molécula de DNA pode interagir com diversas moléculas dentro dos
sistemas vivos de maneira covalente nos grupos fosfatos ou bases nitrogenadas ou

de maneira intercalagéo e via atracao eletrostatica (KNOLL; TURRO, 2015).

3.3.1.1 Ligacédo Covalente

Compostos de coordenacdo podem apresentar preferéncia por algum modo
de ligacdo ou uma sequéncia de nucleotideos, dependendo de seu tamanho e o
arranjo estrutural especifico. Complexos metélicos e o DNA/RNA podem ligar-se
covalentemente entre si, sendo uma das formas de interacdo mais observadas até
os dias atuais. Como o DNA e o RNA sdao polianions, estes se ligam ao metal ou a
forma ativa do complexo caso esteja em sua forma catidnica (CAMARGO, 2013).
Um conhecido medicamento responsavel pela cura de mais de 95% do céancer
testicular além de atuar no tratamento de outras formas de cancer conhecido como
cisplatina € um tipico exemplo de composto que apresenta estas caracteristicas
(GARCIA-RAMOS et al., 2013).

Ao entrar na célula tumoral, a cisplatina {[Pt(NH3).Cl;]} sofre hidrolise para
formar a espécie{[Pt(NH3),CI(OH,)]"} e {[Pt(NHs)2(OH.),]**}. A baixa concentragéo
celular de ions cloreto facilita este processo de hidrélise, sendo estas duas ultimas

as formas mais ativas no atague aos alvos celulares (WANG; LIPPARD, 2005). O
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atomo de platina forma ligacdes covalentes com as posi¢cdes N7 de purinas para
proporcionar principalmente ligacdes 1,2- ou 1,3-intracadeia Guanina-Guanina (GG),
porém formando em pequenas quantidades outras formas de ligacdo covalente
como visto na Figura 4 (TUREL; KLJUN, 2011).

Figura 4 - Hidrélise da cisplatina e formacao das ligacdes entre a platina e as bases
guaninas do DNA.
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Fonte: KELLAND, 2007.

Com o ataqgue nucleofilico das bases nitrogenadas ao centro eletrofilico de
platina, a quelagdo DNA-complexo desencadeia uma distor¢do na estrutura deste
acido nucleico (Figura 5) impedindo o reconhecimento biomolecular, bloqueando
consequentemente, sua replicacdo (PIZARRO; SADLER, 2009).
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Figura 5 — Deformacéo na estrutura do DNA ocasionada pela ligacdo covalente da
cisplatina no N’ das bases Guaninas de mesma fita.

Fonte: TUREL; KLJUN, 2011.

Esse quimioterapico possui alta eficiéncia, porém como ja exposto
anteriormente, tem uma elevada toxicidade e gera efeitos colaterais extremos
(DENORA et al., 2017). Neste sentido, busca-se desenvolver novos quimioterapicos
gue minimizem esses efeitos, podendo se ligar de formas covalentes e/ou nao

covalentes com o DNA.

3.3.1.2 Interacao Eletrostatica

Tipicamente, pequenas moléculas interagem com o DNA através de um dos
sulcos (maior ou menor), pela espinha dorsal contendo os diésteres fosforicos ou
ainda pelas nucleobases. As associagfes intermoleculares reversiveis, como a
ligacdo eletrostatica, ocorrem devido a interagdo entre cétions com o esqueleto de
fosfato carregado negativamente na superficie exterior da hélice de DNA (GARCIA-
RAMOS et al.,, 2013). Muitos estudos buscam utilizar moléculas organicas para
interagir com o DNA. Uma forma de aumentar este grau de interagcdo pode ser
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obtida pela inser¢cdo de ions metélicos formando entdo compostos de coordenacéo
(Figura 6).

Figura 6 - Exemplo de complexo metalico de cobre interagindo eletrostaticamente
com os grupos fosfatos da estrutura do DNA.

Fonte: RUSSEL et al., 2015.

Conforme ilustrado por Russel e colaboradores (2015), com uma densidade
elevada de carga negativa, o DNA atrai o ions cobalto e, consequentemente, ocorre
a aproximacdo entre DNA e complexo, ocasionando as interacfes eletrostaticas
entre os atomos de oxigénio dos grupos fosfato e o centro metalico (RUSSEL et al.,
2015). Devido a esta interacdo ocorre mudanca estrutural do DNA, que se deforma a
fim de encontrar a conformacédo mais estavel.

Caso o complexo metalico possua em sua estrutura um grupo planar que
pode se comportar como um intercalador, outra forma de interacdo ocorre sendo
conhecida como mr-stacking (TUREL; KLJUN, 2011).

3.3.1.3 Interagéo do tipo m-stacking

Atualmente um dos modos de interacdo mais estudados de moléculas com o
DNA ¢é via intercalacdo. Tal processo ocorre pela insercdo de sistemas
poliaroméaticos estruturalmente planos ou com certo grau de planaridade entre os
pares de bases nitrogenadas. Esta interacdo € estabilizada pela sobreposi¢cdo das
nuvens eletronicas 1 do intercalador e as nuvens 1 das nucleobases vizinhas. Uma

forma bastante conveniente de acompanhar este processo se da por experimentos
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de titulacdo espectrofotométrica de um composto de interesse com DNA. Tal
processo é exemplificado na Figura 7 seguir:

Figura 7- Variacdo espectral do complexo cis-[Co(dpq)2(Ci2H2sNH,),]* apés
sucessivas adicdes de aliquotas de DNA (ctDNA) e linearizacdo obtida
para o célculo da constante de ligagcéo intrinseca complexo/DNA (Kp).
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Fonte: NAGARAJ et al., 2014.

O complexo ilustrado na Figura 7 apresenta um claro hipocromismo (36,5%),
ou seja, um decréscimo da absorvancia apés cada adicdo de DNA. Este efeito surge
devido a um modo de ligacéo intercalativo que envolve uma forte interacéo pelo
empilhamento entre a extensdo aromatica do ligante e os pares de bases
nitrogenadas presentes no DNA. A constante de ligacao intrinseca (Kp) foi calculada
(2,4x10° mol.L™Y), indicando forte interagao.

Além de possuir uma constante de ligacdo elevada com o DNA, a partir de
testes comparativos com brometo de etidio, um conhecido agente intercalante,
Nagaraj e colaboradores comprovaram que este complexo possui alta fluorescéncia,
podendo também ser monitorada sua atividade intercalativa em testes com DNA via

espectroscopia de fluorescéncia molecular (NAGARAJ et al., 2014).
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3.3.2 Principios de Fluorescéncia e Sondas Moleculares

A popularidade das sondas fluorescentes esta crescendo rapidamente devido
a diversas caracteristicas como simplicidade, alta sensibilidade, baixo limite de
deteccdo e capacidade de bioimagem (KOBAYASHI et al., 2010). Estas permitem
detectar componentes particulares de arranjos biomoleculares complexos, incluindo
células vivas. As sondas fluorescentes sado fluoréforos que estdo preparados para
responder a um estimulo especifico ou para localizar uma determinada regido em
uma espécie biolégica. Para ser considerada uma sonda fluorescente, um composto
deve possuir duas caracteristicas basicas: i. uma parte da estrutura biologicamente
ativa, responsavel pela ligacdo da sonda com uma determinada estrutura molecular
e ii. um grupo funcional fluorescente responsavel pela emissédo luminosa (SHULTS;
IMPERIALI, 2003).

Uma determinada substancia, ao absorver um foton, atinge um estado
eletrdnico excitado e, através de um processo fotoquimico, forma-se um produto no
estado eletrénico fundamental (BALZANI; SCANDOLA, 1996). Muitas moléculas
dissipam excesso de energia também em forma de radiacdo ao voltar do estado
eletrbnico excitado, sendo esse processo definido como fotoluminescéncia que
divide-se em fluorescéncia e fosforescéncia. Uma forma simples de organizar tais
fenbmenos foi proposta pelo fisico polonés Aleksander Jablonski conforme

apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Diagrama de Perrin Jablonski ilustrando os estados energéticos de uma
molécula, as transi¢cdes entre estes e os fendmenos de absorcao,
fluorescéncia e fosforescéncia.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018, com base em BALZANI; SCANDOLA, 1996.
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Na Figura 8 & possivel observar que o processo de fluorescéncia inicia-se
pela excitagcdo eletrénica de uma molécula no seu estado fundamental, singleto S,
pela absorcéo de radiacdo eletromagnética até o estado S;, levando em média 10™*°
segundos para tal (processo rapido). No caminho de volta diretamente ao estado
fundamental, envolvendo a emisséo de féton do estado singleto S;— Sp, sem mudar
a orientagdo de spin, o sistema em questdo emite radiacdo por fluorescéncia. Tal
fendmeno ocorre em uma faixa de 10° a 107 segundos. J& & fendmeno de
fosforescéncia envolve estados eletronicos de multiplicidades de spin diferentes.
Neste caso o elétron excitado ocupando o estado S; sofre um fenbmeno chamado
de cruzamento intersistema onde parte de sua energia é gasta para ocasionar uma
inversdo de spin eletrénico, dando origem ao estado tripleto T;. A partir deste
momento, quando o elétron retornar ao estado fundamental Sy, tem-se agora uma
transicéo eletrénica proibida pela regra de conservacao de spin, o que dificulta este
processo de retorno. Neste caso, a radiacéo emitida ocorre na ordem de 107 até 102
segundos (processo lento), caracterizando a fosforescéncia (DOVICHI et al., 1984).
Na Figura 8 tem-se entdo a conversdo interna que independente de que estado
superior excitado singleto tenha sido atingido no salto quéantico primario,
frequentemente existe uma transferéncia de energia rdpida, sem emissao de
energia, ao estado singleto excitado de mais baixa energia. Pode ocorrer também o
cruzamento intersistemas onde uma competicdo entre 0os estados de energia mais
baixos singleto e tripleto, e parte da energia é transferida ao estado tripleto, e parte
da energia é transferida ao estado tripleto através de um processo sem emisséo de
radiacdo. Na pratica, uma técnica observacional amplamente empregada é a
microscopia de fluorescéncia. Tal equipamento tem desempenhado um papel
importante no campo da biologia celular e da fisiologia.

Desta forma, compostos que possuem intensa fluorescéncia tém sido
estudados devido sua aplicacdo na medicina moderna na deteccdo e no tratamento
de doencas, possuindo fluoroforo detectaveis por espectroscopia/microscopia de
fluorescéncia molecular. Uma ampla gama de marcadores moleculares acessiveis
gue visam organelas especificas e emitem fluorescéncia sao partes integrantes da
caixa de ferramentas da moderna pesquisa biomédica (ZHITOMIRSKY; FARBER,;
ASSARAF, 2018).

Na area de quimica bioinorganica, ja citado em sec¢fes anteriores, busca-se

desenvolver complexos metalicos a fim de realizar estudos no meio biolégico. Estes



compostos sdo constituidos por um metal e um ligante organico. Os compostos
organicos possuem ampla absorcao de radiacdo em alguma extensdo do espectro
eletromagnético, entretanto grande parte destes absorve na regido do ultravioleta.
Dentre diversas moléculas, os hidrocarbonetos poliaromaticos ou heterociclicos, séo
considerados bons fluoréforos ou também chamados de corantes fluorescentes
(KOBAYASHI et al., 2010). Na literatura j4 sdo descritas algumas sondas organicas
sintetizadas para deteccdo de zinco (Figura 9), que ao se ligarem em certas

estruturas, emitem fluorescéncia.

Figura 9— Estrutura quimica da sonda fluorescente sem e na presenca de zinco e
seu espectro de fluorescéncia para estes compostos.

LA
= 7\ y 2\ [ \= Sonda
Q p 05 I}:p . ) ‘,,/\v T Sonda + zinco
“ /
OH y
- ’Cﬁ Zn2 e
asasalt ol

—

N 1.\ N0y 2 / \
“N N XN = d
N -
Sonda Sonda + Zn?*
400

comprimento de onda (nm)

Intensidade de Fluorescéncia
1
/

Fonte: Elaborada pela autora, 2018, com base em WEN; WANG; FAN, 2018.

Devido a interacdo dos grupos piridinicos com o ion metalico Zn(2+), o efeito
de transferéncia de prétons intramolecular do estado excitado da sonda e as
interacbes metal-ligante restringe suas rotacdes, dificultando assim a liberacdo de
energia por vias nao-radiativas. Consequentemente, a intensidade da fluorescéncia
€ aumentada (WEN; WANG; FAN, 2018). Considerando as informacdes acima
mencionadas, criar uma sonda molecular contendo um metal e um ligante que
possuam aromaticidade e/ou sistemas conjugados podem apresentar maior

desempenho no que diz respeito a emisséao fluorescente.
3.4 COMPOSTOS BIOINSPIRADOS
Estudos buscam entender processos naturais e enzimaticos como a hidrolise

biomimética de acidos nucléicos tais como DNA e RNA, contribuindo assim para

ampliar suas aplicagbes na manipulagdo de genes, desenvolvimento de sondas
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moleculares com finalidades terapéuticas. Para isso, desenvolver compostos
modelos que tenham o mesmo papel que essas enzimas, proporcionam um estudo
mais detalhado sobre rotas cataliticas e verificacdo do potencial de compostos
sintetizados. Estas moléculas podem ser chamadas como modelos sintéticos
guando capazes de mimetizar uma espécie nativa em apenas certas propriedades,
mas sendo Uteis no entendimento dos seus centros ativos e capacidade de atuagéo
em processos semelhantes a essas espécies nativas (KATO et al., 2006).

Considerando o objetivo principal deste trabalho, cada por¢cdo dos compostos
sintetizados deve ser cuidadosamente escolhida para que estes possam ser
atingidos.

A unidade estrutural definida como bis(indolillmetano (BIM) (Figura 10a) esta
presente em varios produtos naturais isolados a partir de fontes terrestres e
aquaticas (MORTEZA et al., 2010). Esses compostos exibem uma ampla gama de
atividades bioldgicas, incluindo propriedades anticancerigenas para varias linhagens
de tumores. Compostos contendo BIMs de ocorréncia natural como, por exemplo,
vibrindol-A (Figura 10b) s&o (teis no tratamento de fibromialgia, fadiga cronica e
sindrome do intestino irritdvel. Estudos apontam ainda que BIMs sdo capazes de
inibir a proliferagdo de linhas de células de cancer de mama dependentes e
independentes de estrogénio (KARTHIK et al., 2004; PATHAK et al., 2012).

Figura 10 - Estrutura Quimica do (a) bis(indolil)metano e (b) Vibrindol-A.
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Fonte: PATHAK et al., 2012.

Outro fator relevante € que nos organismos Vivos, tem-se a presenca da
estrutura do indol no aminoacido triptofano (Figura 11). Tal fato pode facilitar o
reconhecimento dos compostos sintetizados frente aos &cidos nucleicos alvo nos
testes in vitro e in vivo. Estudos onde o triptofano é utilizado como sonda
fluorescente para detectar as alteragcdes conformacionais em proteinas apos a

ligacdo a glicose também s&o descritas na literatura (ZELENT et al., 2011). Com
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isso, pode-se deduzir que um composto de coordenacdo que utiliza este grupo

possa também ser utilizado como sonda molecular.

Figura 11 - Estrutura Quimica do aminoacido triptofano.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Compostos contendo grupos inddlicos como a nortopsentina-A (Figura 12)
foram estudados, sendo entdo verificado seu potencial na atuacdo como agente
intercalante de DNA, além de conseguir interromper a sintese do mesmo. Além de sua
alta fluorescéncia, este composto tem a capacidade de impedir que plasmideos de
certas bactérias consigam se replicar, cessando entdo o processo de proliferacdo
(ALVARADO et al., 2013).

Figura 12 - Estrutura quimica do nortopsentina-A contendo grupamentos inddlicos.
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Fonte: ALVARADO et al., 2013.

Analogos de BIMs inibem o crescimento de tumores de bexiga, rins, pulmao,
colo, entre outros (SASIDHAR; BIRADAR, 2013). Visando a forte influéncia sofrida
pelo meio biolégico intracelular por conta das mudangas estruturais e
conformacionais do DNA induzidas por ions metalicos, isto inspira pesquisadores a
investir esfor¢cos no desenvolvimento de projetos de pesquisa nesta area.

Desta forma, compostos polipiridinicos quelatos séo interessantes devido a
versatilidade de modos de coordenacéo apresentada quando centros metélicos se
ligam a estes (GAVRILOVA; BOSNICH, 2004). Estas estruturas podem ser utilizadas

como blocos de construgcdo que levam a estruturas mais complexas, incluindo
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sistemas com mais de uma cavidade para alojar centros metalicos (EL-HALIM;
MOHAMED, 2016). Um exemplo ja bem descrito na literatura é o ligante N-doador
bis(piridilmetil)amina (bpma) (Figura 13). A quimica deste composto é muito
conhecida, sendo sintetizado pela primeira vez por Romary, Bunds e Barger (1967,
p. 224), sendo hoje comprovada sua estabilidade e comportamento frente a diversos

fons metalicos.

Figura 13 - Estrutura quimica do bpma.
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Fonte: ROMARY; BUNDS; BARGER, 1967.

O bpma é um exemplo de ligante tridentado com duas piridinas quimicamente
idénticas. Este reage facilmente a temperatura ambiente com sais de metais de
transicdo produzindo sistemas em que o metal fica em um ambiente engaiolado
pelos ligantes (EL-HALIM; MOHAMED, 2016). Quando ligada ao metal Zn**, sua
constante de estabilidade logaritmica é 15,6 M a pH 7.2, sendo um quelante forte
(MEEUSEN; NOWAKOWSKI; PETERING, 2012).Na literatura sao descritos diversos
complexos onde na estrutura do ligante ha presenca do bpma. Um exemplo é o
ligante N,N,N’,N-tetraquis(2-piridilmetil)etilienodiamina (TPEN) apresentado na
Figura 14.

Figura 14 - Estrutura quimica do ligante TPEN.
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Fonte: ANDEREGG; WENK, 1967.

O TPEN que foi sintetizado por Anderegg e Wenk (1967, p. 2331) possui 0

grupamento bpma nos dois extremos, tratando-se entdo de um quelante de ions
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metélicos em sua forma desprotonada (neutra), conseguindo cruzar facilmente as
membranas celulares. Uma das aplicacdes do TPEN é ser adicionado as células
para quelar com o fon Zn?* l14bil ou fracamente ligado no meio, a fim de torna-los
funcionalmente deficientes em Zn?* com o propésito de entender as respostas das
células a deficiéncia deste metal (MEEUSEN; NOWAKOWSKI; PETERING, 2012).
Complexos de zinco contendo ligante TPEN ja foram descritos na literatura,
conforme ilustrado pelas estruturas cristalinas da Figura 15 (MIKATA;
WAKAMATSU; YANO, 2005; BLINDAUER et al., 2006).

Figura 15 — Estrutura cristalina do [Zn(TPEN)]-(ClO4)2-0.67CH3;0OH

c7

Fonte: MIKATA; WAKAMATSU; YANO, 2005

A literatura relata que o ligante TPEN possui certa fluorescéncia, porém nao
suficiente para ser utilizado como sondas fluorescentes. Porém estudos adicionando
grupos aromaticos nas piridinas aumentam a niveis muito elevados a fluorescéncia
dos compostos, sendo entdo conhecidos esses ligantes como o futuro no projeto de
sensores fluorescentes baseados em TPEN (MIKATA et al., 2008).

Verificando o potencial das estruturas piridinicas e BIMs, busca-se, neste
projeto, uni-los por meio de espacgador (cadeia alquilica), para dar origem a um novo
ligante bioinspirado ainda inédito na literatura e seus respectivos complexos de zinco

conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16 - Novo ligante bioinspirado e seus complexos de zinco, proposto neste
trabalho.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTACAO

41.1 Materiais

Os seguintes reagentes, materiais e solventes utilizados nas sinteses foram
adquiridos de fontes comerciais: 1,6-hexanodiol, acetato de etila, acetonitrila
(purificacdo via destilacdo liquida), acetonitrila deuterada, acido bromidrico 48%,
acido nitrico 65%, &gua destilada, bicarbonato de sédio, brometo de potéassio,
carbonato de potassio, celite 545, cloreto de zinco, clorocromato de piridinio,
cloroférmio deuterado, diclorometano, éter etilico, indol, iodeto de potassio, iodo,
hexano, hidréxido de sédio, metanol, perclorato de zinco hexahidratado, silica gel
40-63 pm (230-400 mesh), sulfato de magnésio anidro, tolueno. O composto
bis(piridilmetil)amina (bpma) foi sintetizado de acordo com método ja descrito na
literatura (NEVES et al., 1995).

4.1.2 Métodos e Instrumentacéao

4.1.2.1 Cromatografia em coluna (CC) e em camada delgada (CCD)

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando-se cromatofolhas de silica gel sobre laminas de aluminio. Como
eluente, utilizaram-se solucdes de hexano/acetato de etila em diferentes proporcoées.
Os reveladores utilizados foram: iodo e solucdo acida de vanilina. A purificacdo dos
compostos, quando necessaria, foi feita através de cromatografia em coluna,
utilizando-se silica gel 40-63 um (230-400 mesh) e, como eluente hexano e solucdes

de hexano/acetato de etila em diferentes propor¢des (4:1, 1:1).
4.1.2.2 Andlise Elementarde C,He N
As medidas para a determinacdo dos percentuais de carbono, hidrogénio e

nitrogénio com o objetivo de determinar a férmula minima e consequente férmula

molecular dos complexos sintetizados foram realizadas em um analisador elementar
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de CHNS - Perkin-ElImer 2400 CHNS/O Series Il, na Central de Andlises do
Departamento de Quimica — UFSC.

4.1.2.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro Bruker Vertex70, na regido de 4000 a 400 cm™, com resolucéo de
4,0 cm®, no departamento de Quimica da UFPR. As amostras sélidas foram

analisadas em pastilha de KBr (grau espectroscopico).

4.1.2.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A pureza e estrutura de compostos organicos (pro-ligantes e ligantes finais),
bem como dos complexos sintetizados foram submetidas a técnica de ressonancia
magnética nuclear uni e bidimensionais de hidrogénio (*H), carbono (**C) e
nitrogénio (*°N), quando conveniente. Tais andlises foram realizadas em um
espectrometro FT-NMR Bruker ASCEND400 no Laboratério de Analise Instrumental
— LAI, Departamento de Quimica — CCT/UDESC. Os deslocamentos quimicos foram
registrados em partes por milhdo (ppm), utilizando como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS, & = 0,00 ppm), além de cloroférmio ou acetonitrila deuterada

como solvente.

4.1.2.5 Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrémetro de Massa (CG-EM)

Os precursores utilizados na sintese do ligante L®® tiveram suas sinteses
acompanhadas via em um CG-EM Shimadzu QP2010-Plusno Laboratério de Analise
Instrumental — LAI, do Departamento de Quimica do CCT/UDESC com split 1:20,
sendo a temperatura do injetor 250 °C, rampa de aquecimento partindo de 60 °C
(1min) até 250 °C (5min) em uma taxa crescente de 10 ‘C mint. A fase mével
utilizada foi hélio 5.0 com fluxo de 1,0 mL min™. Tanto a fonte de fons quanto sua
interface foi mantida em 250 °C. Dados de espectrometria de massas foram

registrados entre 34-400 Da.



53

4.1.2.6 Espectrometria de massa com ionizagéo por “electrospray” (ESI-MS)

Tanto o ligante final, bem como seus complexos de zinco foram estudados via
espectrometria de massa com ionizagao via electrospray (ESI-MS). Os espectros
foram medidos no modo positivo em um equipamento amaZon lon Trap (Bruker
Daltonics) do Centro de Biologia Molecular Estrutural — CEBIME, da UFSC. As
analises realizadas partiram-se da dissolucdo dos compostos em acetonitrila grau
MS (ultrapura) em uma concentracdo de aproximadamente 500 ppb. A condicéo da
fonte de ions foi uma tenséo de spray i6nico de 4,5 kV. O nitrogénio foi usado como
gas nebulizador (20 psi) e gas de cortina (10 psi), onde as amostras foram
diretamente infundidas no espectrémetro de massas a uma vazdo de 180 uL h™. A
faixa de razdo massa/carga (m/z) foi de 150 a 2000 Da. A temperatura do capilar

serd mantida entre 180 e 200 °C e sua voltagem entre -400 e -500 V.

4.1.2.7 Condutometria

As analises de condutividade molar do complexo foram realizadas em um
condutivimetro MS Tecnopon modelo mCA150 no Laboratério de Analise
Instrumental — LAI, Departamento de Quimica — CCT/UDESC. Acetonitrila destilada
e seca em peneira molecular foi empregada como solvente, onde a concentracao
dos compostos analisados foi 1,0x10° mol.L™. As andlises foram realizadas apds a
calibracdo do equipamento com solucéo aquosa padrdo de KCI (0,01 mol.L™ - Ay =
1408 pS) a temperatura de 25,00 = 0,05 °C (LIDE, 2000).

4.1.2.8 Espectroscopia Eletronica

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho
proximo foram gerados para o ligante e para 0SS complexos em um
espectrofotometro SHIMADZU UV3600plus, no Laboratério de Andlise Instrumental
— LAI do Departamento de Quimica — CCT/UDESC. As analises foram realizadas
utilizando acetonitrila de grau espectroscopico e propor¢cdes de CH3;CN/HEPES em
cubetas de quartzo com capacidade para 4 mL e 1,00 cm de caminho 6tico. Os

valores de coeficiente de absorcao () séo dados em M™* cm™.
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4.1.2.9 Célculo de Estrutura Eletrénica (TD-DFT)

As otimizacOes de geometria dos complexos sintetizados foram realizadas no
vacuo, utilizando o software Orca 4.0.1 (NEESE, 2012) no nivel DFT usando o
funcional BP86 (BECKE, 1988; PEDEW, 1986). O conjunto de bases escolhido foi
Def2-TZVP para o &tomo de zinco e Def2-SVP para os outros &tomos (SCHAFER;
HORN; AHLRICHS,1992; SCHAFER; HUBER; AHLRICHS, 1994; WEIGEND;
AHLRICHS, 2005). Os célculos também incluiram correcéo de dispersdo de Grimme
com amortecimento D3BJ (GRIMME et al.2010; GRIMME; EHRLICH; GOERIGK,
2011) e resolucdo de identidade para a parte Coulombica, com a base auxiliar
correspondente (KOSSMANN; NEESE, 2010; ZHANG; YANG, 1998). As frequéncias
vibracionais para ambos os complexos ndo mostraram frequéncias imaginarias. Para
predicdo dos espectros de absorcéo, utilizou-se TD-DFT/TDA para se obter as
primeiras 50 excitacdes singleto-singleto, utilizando o mesmo protocolo de célculo,
diferindo apenas no funcional, que neste caso foi PBEO (PERDEW; BURKE;
ERNZERHOF, 1996; PERDEW; BURKE; ERNZERHOF, 1997). As representacdes
geomeétricas dos complexos foram obtidas utilizando o programa Chemcraft
(CHEMCRAFT).

4.1.2.10 Estudos de interacdo com o DNA via UV-Vis

Os estudos de interacéo entre os complexos e o DNA extraido do esperma de
salmdo (ssDNA) foram realizados atravées de um experimento de titulacdo
espectrofotométrica, onde a concentracéo inicial de 1 e 2 foi ajustada em 2,5x10
mol.L™ . A concentracdo de DNA variou entre 0 e 4,010 mol.L™ para os estudos do
complexo 1, 0 e 7,0x10° mol.L™ para os estudos com o complexo 2. A concentracao
de DNA por nucleotideo foi determinada considerando a absortividade molar ()
desta biomolécula em 260 nm como 6600 M™ cm™ (NAGARAJ et al., 2014). O meio
adotado foi acetonitrila/tampédo 50% v/v. Forca ibnica foi mantida constante com
NaCl 50 mmol.L™"; pH fixo em 7,0 através do tampé&o biolégico HEPES 50 mmol.L™.
A absorcéo do proprio DNA foi descontada pela adi¢cdo de quantidades iguais deste

na cubeta contendo os complexos e na cubeta contendo a solucéo de referéncia.
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4.1.2.11 Estudos de interacdo com o DNA via Fluorescéncia Molecular

Os testes de interacdo entre os complexos sintetizados e o DNA foram
conduzidos em um espectrofluorimetro Cary Eclipse da Agilent Technologies. Para
estes ensaios, os complexos 1 e 2 foram dissolvidos em acetonitrila/tampé&o 50% v/v
(pH 7,02 — HEPES) e ajustados as concentracbes entre 1,0 e 300 uM,
respectivamente. A estas solugbes, aliquotas de calf-thymus (CT) DNA foram
adicionadas e as variacoes espectrais foram analisadas. No sentido de investigar os
possiveis mecanismos de interacdo entre 1 e 2 e o CT-DNA solugdes com
concentracdo de 5 yM foram tratadas com CT-DNA (50 yM) e em seguida foram
adicionadas aliquotas de 50 e 100 pmol.L? de netropsina (VAN DYKE;
HERTZBERG; DERVAN, 1982) ou verde de metila (KIM; NORDEN, 1993) para cada
um dos complexos, respectivamente. Para avaliar possiveis interagdes eletrostaticas
entre os complexos e o DNA, estes foram submetidos as mesmas condi¢cdes do
experimento anterior (agentes ligadores de sulco) e entdo aliquotas de uma solucao
salina de NaCl (50 e 100 uM)foram adicionadas. Para todos 0s ensaios 0

comprimento de onda de excitagao foi 360 nm.
4.2 SINTESES DO LIGANTE

A seguir sdo apresentadas a sintese do ligante 6,6-di(1H-indol-3-il)-N,N-
bis(piridin-2-ilmetil)hexan-1-amina (L“°) e seus precursores (I-lll). O composto
bis(piridin-2-ilmetil)amina (bpma) foi sintetizado e caracterizado de acordo com o
método ja descrito na literatura (NEVES et al., 1995). Tanto os precursores quanto o
ligante final tiveram suas sinteses acompanhadas e/ou otimizadas via CCD e CG-
EM quando conveniente. Os produtos de interesse de cada etapa foram
caracterizados via espectroscopias IV e RMN de *H e 3C. O ligante final L*® foi

ainda caracterizando por ESI-MS.
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42.1 Sintese do 6-bromohexan-1-ol (1)

Tol
HO/HGS\OH voome e A

Br 6 OH
refluxo
0

O composto | foi sintetizado baseado no método descrito por Chong e
colaboradores (CHONG; HEUFT; RABBAT, 2000). Em um baldo de fundo redondo
de 100 mL, 2,363 g (20 mmol; 118,17 g mol™) de hexan-1,6-diol e 3,93 mL de HBr
48% (20 mmol; 80,91 g mol™; 1.49 g mL™) foram misturados em 50 mL de tolueno e
submetidos a refluxo sob agitacdo magnética por 2 horas e 45 minutos. Apds o
arrefecimento, a mistura foi transferida para um funil de separacdo com 20 mL de
acetato de etila e lavada trés vezes com 20 mL de uma solucédo aquosa saturada de
NaHCO3;. A fase organica foi seca sobre MgSO, anidro e o solvente foi
rotaevaporado sob pressdo reduzida obtendo um éleo amarelo claro. Rendimento:
94 % (3,404 g, 18,80 mmol; 181,07 g mol™).

4.2.2 Sintese do 6-bromohexanal (I1)

o+ poc S N

Br” 6 OH ta.
(In)

O composto Il foi sintetizado seguindo o método descrito por Trost e Lautens
(1987, p. 1475). Em um banho de gelo com um balédo de fundo redondo de 100 mL,
3,396 g (18,75 mmol; 181,07 g mol™) de 6-bromohexan-1-ol foi dissolvido em 30 mL
de diclorometano seguido por 6,035 g de clorocromato de piridinio (PCC) (28,12
mmol; 215,56 g mol™) adicionado lentamente & mistura sob agitacdo magnética. A
reacdo foi mantida em banho de gelo durante 15 minutos e, depois disso, a
temperatura ambiente durante 3 horas e 20 minutos. Adicionou-se entédo éter etilico
(200 mL) a suspenséo e depois filtrou-se a mistura em uma camada de Celite545. A
evaporacdo sob pressdo reduzida produziu um liquido verde claro. Rendimento:
72% (2,354 g, 13,15 mmol; 179,05 g mol™).



57

4.2.3 Sintese do 3,3’-(6-bromohexano-1,1-diil)bis(1-H-indol) (lII)

_CHON
CHO |2 t.a.
)

O composto Il foi sintetizado baseando-se no método descrito por Bandgar e
Shaikh (2003, p. 1959). Uma reacdo tipica deve ser sintetizada em uma escala de 1
mmol para obter melhores rendimentos. Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,179
g (1 mmol; 179,05 g mol™) de 6-bromohexanal em 1 mL de CHsCN seguido por
0,234 g de indol (2 mmol; 117,15 g mol™). Ap6s 1 minuto 0,051 g (0,2 mmol; 253,81
g mol™) de iodo molecular macerado foi adicionado & mistura e a reacdo foi mantida
a temperatura ambiente e sob agitacdo magnética durante 2 minutos. Esta mistura
foi entdo transferida para um funil de separacdo com 20 mL de acetato de etila e
lavada trés vezes com 20 mL de uma solucdo aquosa 15 % de Na,S,0;. A fase
organica foi seca sobre MgSO, anidro e o solvente foi rotaevaporado sob presséo
reduzida produzindo um 6leo avermelhado intenso. O produto bruto foi purificado via
cromatografia em coluna (acetato de etila: hexano = 1:4 e silica gel 40-63 um (230-
400 mesh) para proporcionar o produto puro de cor vermelho claro. Rendimento: 53
% (0,210 g, 0,530 mmol; 395,34 g mol™).

4.2.4 Sintese do 6,6-di(1H-indol-3-il)-N,N-bis(piridin-2-ilmetill)hexan-1-

amina(L®)

H
N
QP = e AT
bpma N
K,CO3 KI =N
5
Ve eV,

(L)

O ligante final foi sintetizado da seguinte forma: Em um baldo de fundo
redondo de 100 mL 2,095 g (5,30 mmol; 395,34 g mol™ de IlI, 1,760 g de iodeto de
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potassio (10,60 mmol; 166.00 g mol™), 1,465 g de carbonato de potassio (10,60
mmol; 138,21 g mol™), e 1,056 g de bpma (5,30 mmol; 199,25 g mol™), foi misturado
em 50 mL de acetonitrila e deixado em agitacdo magnética sob refluxo por 24 horas.
A acetonitrila foi removida por evaporacao rotativa e a mistura foi transferida para
um funil de separacédo com 20 mL de acetato de etila e lavada trés vezes com 20 mL
de uma solucdo aquosa saturada de NaHCO3. a fase organica foi seca com MgSO4
anidro e o solvente foi evaporado sob presséao reduzida produzindo uma espuma
castanho-claro que foi utilizada sem maiores purificagdes. Rendimento: 73 % (1,987
g, 3,89 mmol; 513,68 g mol™).

4.3 SINTESES DOS COMPLEXOS

421 Sintese do 6,6-di(1H-indol-3-il)-N,N-bis(piridin-2-ilmetill)hexan-1-
aminodiclorozinco(2+) — [Zn(L“°)Cl3] » 2 CH30OH (1)

7 = & e

HN N HN N
_ \ ZnCl, — N \
MeOH N

/ 40 oC / /Zn\_—Cl

HN O /N HN O /7N T

O complexo 1 foi sintetizado por adigdo gota a gota de uma solucéo do ligante
L“® em 20 mL de metanol (0,257 g; 0,5 mmol; 513,68 g mol™) em uma solucdo de
ZnCl, (0,0681 g; 0,5 mmol; 136,28 g mol™*) também dissolvido em metanol (15 mL).
Durante a adicdo do ligante, formou-se um soélido amarelo claro. Manteve-se a
mistura sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, durante 10 minutos e
depois se arrefeceu a -5 °C durante 1 hora para maximizar a precipitagdo. O
precipitado suspenso foi filtrado, lavado com metanol gelado e éter etilico e seco em
alto vacuo. Rendimento: 38 % (0,136 g; 0,190 mmol; 714,04 g mol™) baseado no

ligante.
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4.2.2 Sintese do perclorato de bis{6,6-di(1H-indol-3-il)-N,N-bis(piridin-2-
iimetill)hexan-1-amino}zinco(2+) — [Zn(L®®)2](Cl04), (2)

(ClO4)2
~ W
_ 8 25 Oy
) 7
N Zn(ClOy)2 . 6 H,O  HN_ N—\Zn/\N
—_——— =
2 MeOH \ g
N=

® 0 YWy O

O complexo 2 foi sintetizado por adigdo gota a gota de uma solucéo de ligante
L em 20 mL de metanol (0,514 g; 1,0 mmol; 513,68 g mol™) em Zn(ClOy), . 6H,0
(0,186 g; 0,5 mmol; 372,37 g mol™) dissolvido em metanol (15 mL) também. Durante
a adicao do ligante, formou-se um sélido amarelo claro. A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética, a 40 °C até o volume final ser reduzido para 20 mL e, em
seguida, resfriado a temperatura ambiente. O precipitado suspenso foi filtrado,
lavado com metanol frio e éter etilico e seco em alto vacuo. Rendimento: 85% (0,136

g; 0,190 mmol; 1291,63 g mol™) baseado no ligante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo serdo apresentadas as caracterizacdes e respectivas discussdes
relativas as sinteses do ligante e dos complexos, bem como os testes realizados

para verificar o potencial como sonda fluorescente para acidos nucleico.
51 CARACTERIZACAO DO LIGANTE

Para a obtencdo do ligante L° partiu-se de uma reacdo de halogenacdo sob
refluxo do respectivo hexan-1,6-diol com HBr em tolueno para gerar o produto I.
Quando | é submetido a uma oxidacdo com clorocromato de piridinio (PCC), em
diclorometano e temperatura ambiente, o produto Il foi prontamente obtido. O
composto Il foi sintetizado a partir de uma condensacdo de dois equivalentes de
indol com Il na presenca de iodo molecular em acetonitrila. Finalmente, o ligante
bioinspirado L foi preparado através de uma reacdo com bpma (NEVES et al.,
1995) sobre o produto Ill. A rota sintética com as reacdes estd resumidas na Figura
17.

Figura 17 - Rota sintética executada para o ligante L°°. Condicées: (i) HBr, tolueno,
refluxo; (i) PCC, CH,Cly, t.a.; (iii) Indol (2 eqgv.), |2, CH3CN, t.a.; (iv)
bpma, K,COg3, KI, CH3CN, refluxo.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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O composto L®°

€ soluvel em solventes organicos polares como cloroférmio,
diclorometano, metanol, acetonitrila, DMF e DMSO, mas insolliveis em solventes

ndo polares n-hexano, THF e éter dietilico.

5.1.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho foi essencial para a caracterizacao
preliminar dos proé-ligantes e do ligante sintetizado. Com esta analise foram
coletadas informacdes referentes as bandas formadas pelas vibracdes das ligacoes
guimicas existentes nos compostos sintetizados e devidamente atribuidas conforme
apresentada na Tabela 1 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).

Tabela 1 — Modos vibracionais e niimeros de onda (cm™) do L e seus precursores

(I-111).

| Il 1 LS
v (O-H) 3378 3410 - -
V (C-Haii) 2933 e2854 2929 e 2854  2923e2855 2928 e 2853
8 (CH; air) 1456 1454 1454 1459
5 (CH,-Br) 1261 1254 1237 -
Vv (C-Hanq) - 2730-2750 - -
v (C-Br) 1049 e 643 1073 e 642 1035 e 584 -
v (C=0) - 1732 - -
v (N-H) - - 3413 3415
Vv (C-Ha) - - 3053 3366-3096
v (C-0O) 1224 - - -
v (C=C) - - 1615 e 1414 1620 e 1433
v (C=N) - - 1585
5 (C=N) - - - 619
v (C-N) - - 1089 1095
5 (C-Harom) - - 743 738

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

No espectro vibracional de

IV do composto | (APENDICE A) ocorreu a
diminuicdo da largura e intensidade da banda caracteristica O-H, comparativamente
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ao seu material de partida (1,6-hexanodiol) (HAMMINGA, et al., 2004). Bandas do
estiramento da ligacdo C-Br foram observadas em 1049 e 643 cm™ e da deformacao
angular de CH.,-Br em 1261 cm, indicando a obtencdo do composto | (PAVIA et al.,
2010, p. 82).

Quando | sofre oxidacéo, houve o desaparecimento da banda em 1224 cm™
da ligagcdo C-O, no espectro de Il (APENDICE B), dando origem a estreita e intensa
banda em 1732 cm™ caracteristica da carbonila do aldeido presente em Il. Segundo
Pavia et al. (2010, p. 55) os estiramentos de C-H de aldeido, na maioria das vezes,
sdo mascarados pelas bandas de C-H alquilicas, dificultando essa observacao.
Porém pode-se analisar de forma qualitativa que a intensidade das bandas em 2929
e 2854 cm™ estavam muito maiores comparativamente ao composto |, podendo
supor que ha presenca da banda C-H do respectivo aldeido.

No espectro de IV do composto Il (APENDICE C), verificou-se a origem de
novas bandas nas regibes aromaticas e notou-se o desaparecimento da intensa
banda carbonilica em 1732 cm™ além da insercdo das bandas dos estiramentos e
deformacdes angulares fora do plano dos C-H aromaticos em 3053 e 743 cm™,
respectivamente. Em 3413, 1615 e 1414, e 1089 cm™ estéo presentes as bandas da
ligagdo N-H, C=C e C-N caracteristicas do grupo indol semelhantes aos descritos
em SILVEIRA et al. (2012, p. 2918).

O L foi gerado inserindo o grupo bpma (NEVES et al., 1995) em III, obtendo
0 espectro apresentado na Figura 18. Com a Figura 18 e o0s estiramentos
apresentados na Tabela 1, percebe-se que a intensidade das bandas referentes aos
aromaticos aumentaram. Verificou-se que ndo ha presenca das bandas que
representam a ligacdo C-Br, gerando um maior numero de bandas referentes aos
aromaticos. Isto € decorrente da insercdo do grupo bpma, que possui em sua

estrutura piridinas.
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Figura 18 - Espectro de infravermelho do ligante L® em pastilha de KBr.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Observou-se ainda o frequente par do estiramento das ligagcbes aromaticas
C=C (1620 e 1433 cm™) e duas novas bandas referentes ao estiramento e
dobramento da ligagcdo C=N (1585 e 619 cm™) das piridinas do bpma visto também
por El-Halim e Mohamed (2016, p. 93) para 0 mesmo composto. Na regido de 2994
a 2876 cm™ estdo presentes bandas referentes aos estiramentos C-H do esqueleto

metilénico proveniente da cadeia alquilica.
5.1.2 Espectroscopia Eletrénica (UV-Vis)

Com o objetivo de determinar cada regido de absorcdo dos grupos
cromoforos existentes no ligante final L°, um estudo quantitativo via espectroscopia
eletrbnica foi realizado onde, entre 210 e 350 nm, foram medidos as absor¢cdes de
L®®, do pré-ligante bpma e do composto Il (bis(indolil)metano com sua cadeia
espacadora — BIM®®), utilizando acetonitrila como solvente. A sobreposicao destes

trés espectros eletronicos esta apresentada na Figura 19.
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Figura 19 — Sobreposicéo dos espectros eletrénicos do bpma, composto Il (BIM®®)
e do L°® em solucdo de acetonitrila. Concentragdes: 2,5%10 mol.L™
(todos).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Claramente é possivel visualizar que o espectro eletrénico de L<°

€ composto
pelos espectros de suas moléculas precursoras (Figura 19). Considerando os altos
valores de coeficiente de absorcdo (g), todos estes processos podem ser
classificados como transferéncias de carga (ATKINS et al., 2010). Uma discussao
mais abrangente considerando a completa atribuicdo das transicdes eletrbnicas

responsaveis por estas absor¢des serdo feitas na secado 5.2.7 deste trabalho.
5.1.3 Espectroscopia de Massa com lonizagao por “Electrospray” (ESI-MS)

A espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS) é uma
técnica de ionizacdo suave que permite identificar a presenca dos ions moleculares
das substancias de interesse bem como, em algumas vezes, a presenca de
fragmentos destas. Na Figura 20 consta a imagem do espectro de massas em

acetonitrila ultrapura do ligante L°.
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Figura 20 - Espectro de ESI(+)-MS (modo positivo) para o ligante L*®> em acetonitrila

ultrapura e sua distribuicdo isotopica. Experimental (barras) e calculado

(linha).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

No espectro do ligante L*® de massa molar 513,68 g.mol™, ha presenca de um
conjunto de picos relevante com razdo m/z 514,29 Da, sendo este atribuido ao
cation aduto {[L°>*H*} referente ao ligante sintetizado e um préton proveniente da
solucdo. Inserido na Figura 20, tem-se o perfil de distribuicdo isotdépica com uma
sequéncia de picos onde constam a razdo m/z de 514,29 (M*, 100), 515,31 (41,51),
516,32 (7,25) (dados experimentais) e 0 respectivo espectro de massas calculado
linha) via software mMass (STROHALM et al.,, 2008; STROHALM et al., 2010).
Nenhum outro sinal relevante foi encontrado durante o processo de varredura de
massas, indicando que o composto obtido tem composi¢cdo quimica condizente com

a molécula de interesse.
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514 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

A espectroscopia de RMN de 'H e '3C foi uma técnica bastante Gtil para a
caracterizacdo dos compostos organicos sintetizados. Para os precursores do
ligante L foram realizadas apenas andlises unidimensionais a fim de verificar
pureza e os principais picos dos compostos esperados. Para o L®°, devido a
complexidade da molécula, foram necessarias a utilizacdo de técnicas
unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D) e, a partir dos deslocamentos quimicos
e a integracdo dos sinais observados nos espectros, foi possivel determinar o
namero de atomos de hidrogénio e carbono presentes no composto, assim como
suas inequivocas distin¢cdes e atribuicdes.

Os valores de deslocamento quimico (&, ppm), o numero de atomos de
hidrogénio correspondentes e as atribuicbes dos sinais obtidos (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2012) para o L°° e seus precursores (Figura 21), est&o listados
na Tabela 2. A atribuicdo de multiplicidade bem como os célculos referentes as
constantes de acoplamento (J) foram efetuados para o0s sinais com resolucao
adequada para tal.

Figura 21 - Estrutura quimica do ligante L*°
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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LC5

Tabela 2 — Espectro de RMN de 'H com as atribuicbes para o e seus
precursores.
Hidrogénios | Il i L
6/M/J(Hz) 6/M/J(Hz) 60/M/J(Hz) 0/M/J(Hz)

H-N 7,66/ s 9,06/ s
Hala. - 9,78/ s - -

H 3,42/ t/ 6,86 3,41/ 6,48 3,29/ t/ 6,88 2,42/ t/ 7,17
Hm 1,59/gn/ 7,08 1,88/qgn/6,82 1,75/qn/ 6,83 1,44/ qgn/ 6,88
Hn 1,53-1,35/ m 1,49/ m 1,48-1,33/ m 1,37-1,20/ m
Ho 1,53-1,35/m 1,617/ m 1,27-1,21/ m 1,37-1,20/ m
Hp 1,88/ gn/ 7,08 2,47/t 7,16 2,17/ g/ 7,31 2,14/ g/ 7,61
H; 3,65/t 6,41 - 4,42 It/ 7,19 4,36/ t/ 7,61
H - - 7,56/ d/ 8,74 7,45/ d/ 7,61
Hg - - 7,01/t/ 7,60 6,89/t/ 7,61
Hn - - 7,11/ 1/ 7,82 7,03/t 7,61
H; - - 7,22/ d/ 8,02 7,33/ d/ 7,61
He - - 7,17/ s 7,09/ s

H; - - - 3,69/ s
Hq - - - 7,49/ d/ 7,61
Hec - - - 7,63/t 7,61
Hp - - - 7,17-7,11/ m
Ha - - - 8,43/ d/ 4,03

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os espectros de RMN de *H (Figura 22) e **C (Figura 23) do ligante e seus
precursores foram realizados e sobrepostos para melhor visualizagdo das mudancas
ocorridas conforme realizadas as sinteses. No espectro de RMN de *H (Figura 22), o
composto | apresenta dois tripletos deslocados a campo baixo (maior deslocamento
guimico). No material de partida, hexan-1,6-diol, ha presenca de apenas um tripleto
em 3,62 ppm como visto em Spectral Database for Organic Compounds (SDBS)
referente aos hidrogénios vizinhos ao atomo de oxigénio dos grupos OH. Quando
este composto passa por uma reacdo de halogenagdo com &cido bromidrico, o
espectro de RMN do composto | apresenta um segundo tripleto em 3,42 ppm (2H, J

= 6,86 Hz), em campo mais alto (menor deslocamento quimico), indicando que um
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grupo metilénico estq agora ligado ao &tomo de bromo. O pico referente aos
hidrogénios do metileno que esta ligado ao oxigénio possui um deslocamento
quimico maior, pois este atomo eletronegativo possui efeitos de retirada de elétrons,
reduzindo a densidade eletrénica de valéncia ao redor dos protons ligados aquele
carbono, afirmando que estes hidrogénios estdo desblindados (PAVIA et al., 2010, p.
119). Este efeito foi observado novamente no espectro de RMN de **C na (Figura
23) deste mesmo composto, onde o carbono ligado diretamente ao oxigénio possui
um deslocamento quimico de 62,78 ppm enquanto que o carbono ligado ao bromo

esta localizado em 33,73 ppm.

Figura 22 - Espectro de RMN de *H para I, II, 1ll e para o L®® de 400MHz (25 °C)
dissolvido em CDCls.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Figura 23 - Espectro de RMN de *C para I, II, Ill e para o L°® de 400MHz (25 °C)
dissolvido em CDCls.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Confirmando o processo de oxidacdo do &lcool primario ao seu respectivo
aldeido, o espectro de *H (Figura 22) do composto || mostra o desaparecimento do
tripleto (3,65 ppm, 2H, J = 6,41 Hz), metileno vizinho ao oxigénio. Entretanto, pode-
se visualizar (Tabela 2) o aparecimento de um tripleto dos hidrogénios vizinhos ao
grupo aldeido em 2.47 ppm (2H, J = 7,16 Hz) (PAVIA et al., 2010). Observou-se
também um simpleto em 9.78 (s, 1H) caracteristico do hidrogénio desblindado ligado
ao carbono da carbonila. No espectro de RMN de **C (Figura 23), devido a alta
desblindagem do carbono carbonilico, em 202,15 ppm tem-se o sinal de ressonancia
deste enquanto os carbonos da cadeia alquilica permanecem na faixa de 43-20 ppm
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).

O bisindolilmetano (lll) de cadeia alifatica foi entdo obtido pela condensacéo
do aldeido (llI) sintetizado previamente com dois equivalentes de indol (iii) na
presenca de iodo molecular, em acetonitrila, onde sinais na regido aromatica (7,66 -
6,84 ppm) em seu espectro de RMN de *H (Figura 22) puderam ser observados. O
simpleto referente ao hidrogénio do aldeido ndo estava mais presente no espectro e
um novo sinal foi visto em 7,66 ppm (s, 2H) do hidrogénio ligado ao nitrogénio do
grupo bis(indolilmetano, encontrado também por Kamal et al. (2009, p. 562) em

7,60 ppm para 3,3-bis(indolil)pentano foi detectado. Outro sinal bastante
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caracteristico para esta classe de compostos foi o surgimento do tripleto em 4,42
ppm (1H, J = 6,83 Hz) referente ao CH que conecta os dois grupamentos indélicos a
cadeia alquilica, também visto por Guo et al. (2009, p. 8851) com deslocamento
quimico em 4,40 ppm. No espectro de carbono (Figura 23) também foram
observadas mudancas, como o desaparecimento do sinal da carbonila referente ao
aldeido (l), dando origem a oito novos sinais na faixa de 140-110 ppm pertencentes
aos carbonos do grupamento bis(indolil)metano, resultados estes de acordo com
compostos ja descritos na literatura (KAMAL et al., 2009; GUO et al., 2009).

Quando realizada a Ultima etapa da sintese do ligante L, verificou-se que no
espectro de RMN de 'H na Figura 22 n&o estava presente o tripleto referente ao
metileno vizinho ao bromo. Porém um novo sinal apareceu em 3,69 ppm (s, 4H)
pertencente aos hidrogénios dos metilenos vizinhos as piridinas do bpma inserido,
sendo confirmado este dado pela literatura (EL-HAMIM; MOHAMED, 2016;
CARVALHO et al., 2006, p. 92). Observou-se o aparecimento de mais sinais na
regido aromética, destacando os sinais em 9,06 e 8,43 ppm (s, 2 H; d, J = 4,03 Hz;
2H). O primeiro sinal pode ser atribuido apenas utilizando os espectros de HSQC de
>N (APENDICE S), uma técnica de RMN em 2D, como sendo o hidrogénio ligado ao
nitrogénio do grupo bis(indolilmetano com deslocamento quimico maior que o
composto Il devido a conformacao deste ligante. O segundo sinal é visto também
por Raycroft et al. (2012, p. 10330) em 8,51 ppm que identifica como sendo o
hidrogénio vizinho ao atomo de nitrogénio da piridina do grupo bpma, tendo um
deslocamento quimico menor que o primeiro sinal, por ndo estar ligado diretamente
a este atomo eletronegativo. Para o espectro de RMN de **C (Figura 23) pode-se
observar que os deslocamentos quimicos dos carbonos vizinhos ao nitrogénio das
piridinas, 160 e 148 ppm, eram maiores que o0s demais carbonos do
bis(indolillmetano e bpma confirmados esses dados com a literatura (RAYCROFT et
al., 2012; CARVALHO et al., 2006; KAMAL et al., 2009).

5.2 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os complexos descritos no presente trabalho foram caracterizados por uma
grande variedade de métodos tais como andlise elementar de CHN, condutometria,
infravermelho, espectroscopia eletrbnica, ESI-MS, espectroscopia de RMN e

calculos de estrutura eletrbnica (DFT). Tais estudos foram essenciais para elucidar a
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composi¢do quimica e arranjo estrutural, os quais auxiliaram na compreensédo dos
estudos realizados na verificagdo do potencial destes compostos como sondas

fluorescentes para o DNA.

521 Analise Elementar de C, He N

Os complexos 1 e 2 foram caracterizados por analise elementarde C,He N e
apresentaram resultados concordantes com as composi¢des quimicas propostas. Na
Tabela 3 estdo apresentadas as férmulas moleculares, massa molar e as
porcentagens destes elementos (calculada/encontrada) para 0s respectivos

complexos.

Tabela 3 - Porcentagens de C, H e N para os complexos sintetizados via analise
elementar (calculada/encontrada).

Complexo 1 2
Férmula Molecular ZNnC34H35Ns5Clo ZNnCeggH7oN10Cl20g
Massa Molar (g.mol™) 649,96 1291,63
% C 60,55 / 60,85 63,23 /63,02
% H 6,07 / 5,56 5,43/5,61
% N 9,81/9,59 10,84/ 10,06

Composic¢ado Quimica
posigao Q [Zn(L®)Cl,] » 2 CH3OH [Zn(L%),](ClO4)2
Proposta

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os resultados obtidos apresentaram uma boa correlacdo entre os valores
calculados e tedricos, sendo que, a férmula molecular proposta para o complexo 1
acabou sofrendo um pequeno desvio da formula encontrada devido a presenca de

moléculas de solvente (metanol) adsorvidas pela amostra no momento da sintese.
5.2.2 Condutometria
Os complexos 1 e 2 foram analisados por meio de condutividade molar, onde

estes foram dissolvidos em acetonitrila destilada e seca sob peneira molecular, com
concentracdo de 1,0x10° M a 25 °C.
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O complexo 1 foi confirmado como um eletrdlito de raz&o 1:1 (Am = 128 pS)
(GEARY, 1971, p. 108) o que sugere a liberacdo de um anion cloreto para gerar a
espécie {[Zn(L°°)CI]'}. Esse comportamento j& estd descrito na literatura
(SCARPELLINI et al., 2003) para complexos semelhantes.

Para o complexo 2, a condutividade molar medida foi de 242 pyS. Segundo
Geary e colaboradores (GEARY, 1971, p. 108) este valor corresponde a uma razao
de eletrdlitos do tipo 2:1. Para ambos os complexos, as medi¢cdes de condutividade
molar e as espécies formadas em solucdo estdo em total concordancia com as
espécies observadas durante as andlises de espectrometria de massas (ESI-MS) e

da andlise elementar.

5.2.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A espectroscopia no IV é geralmente utilizada como uma analise preliminar,
uma vez que a formacdo dos mesmos pode ser acompanhada pela presenca das
bandas caracteristicas do ligante e apontando 0s mesmos nos compostos isolados.
Bandas adicionais, referentes ao contraion, ligantes exdgenos e moléculas de
solvente, bem como deslocamentos ou alargamentos, também podem ser
observadas (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012; NAKAMOTO, 1978). As
atribuicdes das bandas (Tabela 4) e os espectros de IV (Figura 24) do ligante L*® e
dos complexos 1 e 2 estdo descritas a seguir.

Os espectros de infravermelho de 1 e 2 sdo caracterizados principalmente

pelos modos vibracionais do ligante L

, com poucas variagdes. Para o complexo 1
(APENDICE [) observou-se uma banda larga em 3496-3146 cm™ referente a ligacdo
O-H, comprovando a existéncia de moléculas de metanol adsorvidas no complexo
conforme detectado pela analise elementar. No espectro do complexo 1 verificou-se
uma banda fina em 3653 cm™, que segundo Pavia et al. (2010, p. 47) afirma ser da
ligacgdo OH livre que, devido as ligacdes intermoleculares de hidrogénio,
enfraquecem a ligacdo O-H, deslocando assim a banda para uma frequéncia de

menor energia.
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Tabela 4 - Modos vibracionais e niimeros de onda (cm™) do L® e seus complexos 1
e 2.
Le 1 2
V (O-H)iivre - 3653 e 3496-3146 -
V (C-Haii) 2928 e 2853 2981-2886 2927 e 2851
0 (CH2 air) 1459 1454 1452
v (N-H) 3415 3496-3146 3399
vV (C-Ha) 3057 3056 3054
v (C=C) 1620 e 1433 1613 e 1379 1609 e 1481
v (C=N) 1585 1568 1566
0 (C=N) 619 608 624
v (C-N) 1095 1100 1019
v (CI-0) - - 1095
S (C-Harom) 738 737 746

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A regido entre 1613 e 1379 cm™ esta relacionada aos estiramentos das
ligacdes C=C / C=N dos anéis aromaticos piridinicos e dos grupamentos indolicos,
bem como a forte absorcdo em torno de 750 cm™ relacionada & deformacdo angular
fora do plano para os anéis aromaticos acima descritos. Tais bandas fornecem entéo

L® esta presente na composicdo quimicade 1 e 2,

boas evidéncias de que o ligante
respectivamente.
Uma vez que ndo ha uma significativa mudanca na regido do espectro onde

L é comparado com 1 e 2, é possivel entéo

absorvem as ligacdes N-H quando
inferir que os centros de zinco ndo séo coordenados aos grupos inddis (confirmados
por estudos de RMN adiante). O aumento da intensidade da absorcéo a 1095 cm™
em 2 (APENDICE N) sugere fortemente a presenca do contraion de perclorato (ClO,
), sobrepondo parte da banda caracteristica do estiramento da ligacdo C-N. Perfil

similar de IV foi observado na literatura (XAVIER; BORTOLUZZI; NEVES, 2012).
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Figura 24 — Comparativo dos espectros de IV (KBr, cm™) para o ligante L,
complexo 1 e 2.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Considerando as estruturas moleculares dos complexos 1 e 2 ja previamente
com suas energias minimizadas (vide secdo 5.2.5) foi possivel o calculo das
frequéncias vibracionais e entdo a construcdo dos espectros na regido do
infravermelho simulado para ambos os complexos (Figura 25). Como pode ser
observada, a correlagdo experimental/tedrica apresentou resultados concordantes
entre si, sendo que para o complexo 2, banda de absor¢do referente ao contraion
perclorato ndo aparece no espectro tedrico por este nao ter sido considerado parte
da estrutura do complexo durante o calculo.
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Figura 25 - Espectros de IV calculados e experimentais para os complexos 1
(esquerda) e 2 (direita).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

5.24 Espectroscopia de Massa com lonizacéo por Electrospray

A espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray apresenta-se
como uma técnica de analise aplicada com sucesso na caracterizacdo de complexos
em solucdo, ao produzir ions em fase gasosa diretamente da solu¢do contendo o
composto a ser analisado, obtendo-se assim informacfes qualitativas acerca das
espécies carregadas existentes em solucdo (HENDERSON; MCINDOE, 2005).

Os estudos de espectrometria de massa ESI foram realizados para 1 e 2 em
CH3CN ultrapura, considerando o modo de varredura positivo. Os perfis de
distribuicdo isotopica experimental/simulado (STROHALM, et al., 2008) foram
realizados para verificar a concordancia dos dados obtidos experimentalmente. Na
Figura 26 o espectro de ESI-MS para o complexo 1, juntamente com sua distribuicao

isotopica experimental e calculada.
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Figura 26 - Espectro de ESI(+)-MS para o complexo 1 em acetonitrila ultrapura e sua
distribuicao isotopica. Experimental (barras) e calculado (linha).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A principal caracteristica observada nos espectros de massa dos complexos
obtidos é a baixa fragmentacédo, caracteristica da técnica empregada (suave), a qual
permite a identificacdo do ion molecular e as espécies mais estaveis frente aos
processos de ionizacdo. Além disso, pela espectrometria de massa confirmou-se a
massa do ion de carga +1 e +2 de cada um dos complexos 1 e 2, respectivamente,
ja que para espécies com carga +1, a diferenca entre um pico e outro é sempre de
uma unidade e para compostos duplamente carregados esta diferenca é de meia
unidade de massa.

Para o complexo 1 de massa molar 649,96 g mol™ foi obtido um espectro
contendo apenas um conjunto de sinais relevantes, onde foi observado a razéo de
m/z de 612,25 Da como uma espécie monovalente. Este valor m/z pode ser
atribuido a porcgéo {[Zn(L°®)CII"} que, ao ser dissolvido em acetonitrila, um dos
ligantes cloro € liberado na solucdo. Tal dado concorda com a andlise
condutométrica. O espectro de ESI-MS para o complexo 2 esta apresentado na

Figura 27 com seus respectivos dados.
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Figura 27 - Espectro de ESI(+)-MS para o complexo 2 em acetonitrila ultrapura e sua
distribuicdo isotopica. Experimental (barras) e calculado (linha).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Quando o complexo 2 é submetido a analise de ESI-MS, dois aglomerados de
sinais relevantes sdo detectados em m/z 514,29 e 545,25 Da, respectivamente. O
primeiro pode ser atribuido ao ligante livre associado a um préton {[L°>* H']"} visto

também no espectro de ESI-MS do ligante L®°

(vide 5.1.3), enquanto o segundo
indica a presenca da espécie duplamente carregada {[Zn(L°®),]**} indicando que a

unidade estrutural de interesse foi entado obtida.

5.25 Célculos Estruturais via DFT

A difratometria de raios X é um método utilizado para resolver estruturas
cristalinas de complexos. Porém, apesar de diversas tentativas, ndo foi possivel a
obtencdo de monocristais dos complexos sintetizados. Neste sentido, uma
ferramenta estrategicamente importante foi empregada: Calculos de estrutura
eletronica via DFT a fim de buscar informacdes estruturais. As otimizacdes

geométricas dos complexos foram realizadas no vacuo, usando o pacote de
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software Orca 4.0.1 (NEESE, 2012) no nivel DFT usando o BP86 funcional (BECKE,
1988).

Apesar do complexo 1 ndo apresentar formas isoméricas, a composicao
quimica de 2 (razdo ligante/metal de 2:1) juntamente com as caracteristicas do
ligante bpma que permitem conformac¢des na forma meridional ou facial, onde o
arranjo facial poderia ter a configuracdo espacial em um alinhamento cis ou trans
considerando os grupos doadores ligados ao metal como visto na Figura 28. Todas

essas possibilidades foram levadas em conta e tiveram suas energias calculadas.

Figura 28 - Possiveis conformacdes estruturais para o complexo 2
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Fonte: KIM et al., 2011.

Os resultados obtidos nestes estudos geraram dados em que a estrutura
molecular trans-facial € em torno de 6,0 kcal mol™ mais estavel que a meridional.
Isso significa que, a 298 K, deve haver apenas 0,004% das espécies meridionais
formadas durante o processo de sintese. Este comportamento estd em total
concordancia com outros compostos similares ja descritos na literatura (GLERUP et
al., 1992; KIM et al., 2011). O arranjo molecular para 1 e 2 foi representado na
Figura 29 e na Figura 30, respectivamente. Comprimentos e angulos de ligacao

selecionados foram apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Comprimentos de ligacéo calculados (A) e angulos (°) para os complexos

le?2.
Complexo 1
Zn—-N1 2.154 Zn—-N2 2414 Zn—N3 2.163 Zn—Cl1 2.275
Zn—CI2 2.265 N1-zZn-Cl1 99.3 N1-zZn-CI2 97.2 N1-Zn—-N2 73.2
N2-zZn-CIl1 93.5 N2—Zn-ClI2 138.8 Cl1-zZn-CI2 127.7 N2-Zn—N3 72.8
Cl1-Zn—-N3 100.0 Cl2—Zn—-N3 96.7 N1-Zn—-N3 141.7 N2—-Zn-CI2 138.8
Complexo 2
Zn—-N1 2.285 Zn—-N2 2.237 Zn—-N3 2.155 Zn—-N1’ 2.151
Zn-N2’ 2.260 Zn-N3’ 2.245 N1-Zn—-N2 74.0 N1-Zn—-N3 90.9
N1-Zn-N2' 91.9 N1-Zn—-N3’ 89.3 N2—-Zn—-N3 78.7 N3—-Zn-N2’ 110.3
N2'-Zn-N3' 74.8 N3'-Zn—-N2 96.4 N2—Zn-N1’ 116.2 N3—-Zn-N1’ 87.6
N2'-Zn-N1'  78.6 N3'-Zn-N1"  93.1

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura 29 - Arranjo molecular para o complexo 1 via calculo de DFT.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Em 1, o centro de zinco € coordenado por um uma amina terciaria (N2), dois
atomos de nitrogénio piridinicos (N1 e N3) e dois anions cloreto (Cl1 e CI2),
resultando em um complexo pentacoordenado com um ambiente de coordenacao
N3Cl, em torno do centro metalico.

O ligante bioinspirado é ligado ao ion zinco por dois anéis de cinco membros,
com os seguintes angulos de ligacdo: 73,2° de N1-Zn—-N2 e 72,8° de N2—-Zn—N3. Ao
considerar-se o parametro de Addison {1=(B-a)/60=0.05)} o 4&tomo de zinco em 1

estd inserido em um ambiente de geometria piramidal quadrada levemente
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distorcida (ADDISON et al., 1984). As posi¢des basais sao ocupadas por N1, N2, N3
e CI2, enquanto a posicdo axial é ocupada pelo atomo CI1. A base da piramide
mostra os seguintes angulos: B = 141,7° de N1-Zn—N3 e a = 138,8° de N2-Zn-CI2.
O comprimento de ligacdo médio ao redor do centro de zinco em 1 (2,254 A) séo
similares aqueles observados em estruturas cristalinas correspondentes dos
complexos de zinco [Zn(bpma)Cl,] ja descritos (média 2,196 A) (FERNANDES et al.,
2014) e (média 2,205 A) (KIM et al., 2007).

Figura 30 - Arranjo molecular para o complexo 2 calculado via DFT.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Para o complexo 2, considerando o isdBmero geométrico trans-facial, a esfera
de coordenacdo ao redor do &tomo de zinco € pseudo-octaédrica, como
apresentado na Figura 30. O centro de zinco esta inserido em um ambiente Ne-
doador via aminas terciarias (N2/N2) e quatro atomos de nitrogénio piridinicos
(N1/N1' e N3/N3', respectivamente). Os atomos N1/N1' e N3/N3' dos grupos piridina
sao coordenados pelo Zn em uma configuracao trans um do outro, respectivamente,
enguanto a amina terciaria N2 esta em uma configuracdo trans a amina terciaria N2'

L®. As distancias médias da ligacdo Zn-Namina (2,250 A)

também do outro ligante
estdo na mesma faixa das distancias da ligagdo Zn—Np, (N1/N1'-Zn, 2,218 e
N3/N3’-Zn, 2,200 A). Estas caracteristicas estdo em total concordancia com
algumas estruturas cristalinas ja relatadas na literatura (BANDGAR; SHAIKH, 2003;

KIM et al., 2011).
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5.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Considerando os modelos de arranjos estruturais fornecidos pelos calculos de
estrutura eletrénica via DFT para 1 e 2 (sob vacuo) e sua boa correlagdo com
estruturas cristalinas similares ja relatadas, foram estudados os comportamentos
desses complexos em solucdo usando técnicas de RMN para verificar se o arranjo
da molécula proposta inicialmente é mantido. Todas as atribuicdes dos sinais de *
e 3C foram feitas com base em técnicas homo e heteronucleares de RMN 2D para
L, 1 e 2. As correlacBes apropriadas foram observadas para os prétons piridinicos
utilizando o espectro de 'H-'H COSY (APENDICE J e O) enquanto que 0S
experimentos H-*C HSQC (APENDICE K e P) e HMBC (APENDICE L e Q)
permitiram a atribuicdo inequivoca de prétons metilénicos diastereotépicos para 0s
respectivos grupos piridinicos bem como para a cadeia metilénica. A Figura 31
apresenta as estruturas quimicas do complexo 1 e 2 com as identificacdes dos
hidrogénios e as atribuicfes (Tabela 6) sdo consistentes com o padrédo de contatos
interprotdnicos do mapa *H-'H-NOESY (APENDICE M e R).

Figura 31 - Figuras dos complexos 1 e 2 com as atribuicbes dos hidrogénios e
carbonos.

Zn\N

k*e K** \
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018
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Tabela 6 - Espectro de RMN de *H com as atribuicdes para o L e complexos 1 e 2.

Hidrogénios L 1 2
5IM/J(H2) 5/ M3 (H2) 5/M/J(H2)
H-N 9,06/ s 9,05/ s 9,09/s
Hp 2,42/ t/ 7,17 2,48-2,41/ m 1,90-1,69/ m
Ho 1,44/ gn/ 6,88 1,33-1,20/ m 1,23-1,10/ m
Hn 1,37-1,20/ m 1,19-1,03/ m 0,97-0,77/ m
Hm 1,37-1,20/ m 1,19-1,03/ m 1,04/ gn/ 7,38
Hp 2.14/ g/ 7,61 2,05/ g/ 7,39 2,04/ g/ 7,50
H; 4,36/ t/ 7,61 4,31/t 7,34 4,31/t 7,41
Hs 7,45/ d/ 7,61 7,42/t 7,24 7,45/ d/ 7,85
Hg 6,89/t/ 7,61 6,91/t/ 7,34 6,91/1/ 7,41
Hn 7,03/t/ 7,61 7,09-7,03 7,09-7,00/ m
H; 7,33/d/ 7,61 7,35/ d/ 8,17 7,36/ d/ 8,03
He 7,09/ s 7,09-7,03/ m 7,09-7,00/ m
Hy 3,69/ s 4,15/ s 4,09-3,95/ m
Hi* - 3,85/d/ 16,09
Hy** - - 3,53/d/ 16,09
Hqg 7,49/ d/ 7,61 7,56-7,51/ m 7,55/ d/ 7,85
Hy' - - 7,25/ d/ 7,85
Hc 7,63/t 7,61 7,98-7,93/ m 8,14/ 1/ 7,59
H - - 7,74-7,64/ m
Hp 7,17-7,11/ m 7,42/t 7,24 7,74-7,64/ m
Hy - - 7,09-7,00/ m
Ha 8,43/ d/ 4,03 9,00/ d/ 4,93 8,56/ d/ 4,89
Ha - - 7,16-7,08/ m

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Considerando a regido aromatica para todos os espectros (Figura 33), €
possivel observar que o proéton NH presente no grupo indol € desblindado devido ser
ligado a um atomo eletronegativo e estar em um sistema aromatico, tendo

deslocamentos quimicos acima de 9,00 ppm, observado no espectro de *H-'°N
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HSQC (Figura 32). Os perfis dos espectros sédo consistentes com a presenca de

grupos piridinicos e inddlicos.

Figura 32 - Espectro de *H-"°H HSQC do complexo 2 em CDsCN.

N (indol)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Quando os espectros de 1 e 2 sdo comparados com o L, os prétons Ha
(vicinal a Npy) séo deslocados indicando a presenca do centro diamagnético de
zinco. Outra caracteristica é a perda de equivaléncia magnética de duas piridinas do

mesmo ligante, no complexo 2, onde estas possuem sistemas de spin diferentes
(Figura 33).
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Figura 33 - Espectro de RMN de *H para L©® (abaixo) e para os complexos 1 (meio)

e 2 (topo) de 400MHz (25 °C) dissolvido em CD3zCN.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Esse comportamento pode ser atribuido a diferenciacdo das posi¢coes axiais

(piridinas contendo atomos N1 e N1') das posi¢cdes equatoriais (d&tomos N3 e N3'

atomos) como mostrado na Figura 30. Este mesmo fendmeno € descrito por

Akermark e colaboradores (2004). O sistema de spin de piridina particularmente

blindado (H3' - Hy') € provavelmente um resultado da anisotropia magnética originada

pelo anel aromatico do grupo indol pertencente ao segundo ligante coordenado ao

atomo de zinco em uma posicdo perpendicular a ele. Esta aproximacao espacial

pode ser vista na Figura 30. Tal fato € corroborado pela presenca de cruzamento de

sinais destes grupos no espectro *H-'H-NOESY (APENDICE R). Quando analisado

o espectro de RMN de carbono para o complexo 2 (Figura 34) verifica-se também a

perda de equivaléncia magnética dos carbonos de duas piridinas do mesmo ligante,

aparecendo novos sinais para a piridina mais blindada (C;' — Cs).
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Figura 34 - Espectros de RMN de '3C da regido aromatica para L°® (abaixo) e
complexos 1 (meio) e 2 (topo) a 400 MHz (25 °C) dissolvidos em
CDsCN. Os sinais “X” estdo relacionados ao acetato de etila,
acetonitrila e &gua como solventes residuais.
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Fonte : Elaborada pela autora, 2018.

Na regido de campo superior (Figura 35), o préton CH entre os dois grupos
indol (H;) ndo apresentou grandes varia¢des tanto para o ligante livre quanto para
ambos os complexos estudados, sugerindo que eles estéao suficientemente longe do
centro metélico. Os grupos metilénicos isolados ligados as piridinas para o L*° e 1,
apresentaram equivaléncia magnética (Hyx) onde para 1, o sinal de ressonancia é
deslocado mais para campo baixo (4,13 ppm) quando comparada com o ligante livre
(3,70 ppm). E importante destacar que o dupleto em 3,28 ppm (J = 5,5 Hz)
correspondente ao metanol preso no sélido microcristalino j4 detectado pela andlise
elementar (FULMER, et. al., 2010).
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Figura 35 - Espectros de RMN de *H para L®® (abaixo) e complexos 1 (meio) e 2
(topo) a 400 MHz (25 °C) dissolvidos em CD3CN. Os sinais “X e *” estdo
relacionados ao acetato de etila, acetonitrila e agua como solventes

residuais.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

No complexo 2, novamente as posi¢cdes axiais e equatoriais S0 agora
magneticamente diferenciadas. Quatro protons (Hx) de duas piridinas equatoriais séo
guase equivalentes (multipleto, 4,09-3,95 ppm). Para o axial, os prétons CH,
geminais estdo em um ambiente quimico completamente diferente (Hy* e Hg**,
Figura 35) sob uma constante de acoplamento cada um de J = 16,09 Hz, enquanto
um desses prétons € fracamente acoplado a um hidrogénio Hy (J13 = 16,23 Hz).
Sobrepondo os espectros de RMN de *C do L®®, 1 e 2 pode-se notar claramente
gue os carbonos dos CH, geminais as piridinas na posi¢ao axial se diferem das

equatorias, gerando sinais C14 € C14 como visto na Figura 36.
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Figura 36 - Espectros de RMN de *3C para L*® (abaixo) e complexos 1 (meio) e 2
(topo) a 400 MHz (25 °C) dissolvidos em CDsCN. Os sinais “X e *” estdo
relacionados ao acetato de etila, acetonitrila e agua como solventes

residuais.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Considerando os protons dos grupos CH, da cadeia alquilica (H, até Hp), o
ligante L°® e 1 apresentaram um perfil muito semelhante, com um pequeno
deslocamento para Hp, em 1, que € ligeiramente protegido quando comparado com o
ligante. Para hidrogénios entre 1,6 e 1,2 ppm (H, a H,) devido a semelhanca
magnética entre eles e a razoavel distancia do centro de zinco, foi observada uma
fraca diferenciacéo.

Para o complexo 2, prétons H, (vicinais a por¢cdo amina terciaria) séo
significativamente blindados (1,8 ppm) quando comparados com L e 1 (2,40 ppm),
bem como uma diferenca notavel no desdobramento dos picos. Esse
comportamento pode indicar que os protons H, ndo sdo mais magneticamente
equivalentes (desdobramento de linha) que também afeta os prétons Hp, (vicinais a
H)), agora subdivididos em dois sinais (1,56-1,40 e 1,23-1,10 ppm, Hn € Hp),
respectivamente. Essas interacdes espaciais entre H;, Hn e Hx (CH, vicinal as
piridinas) foram confirmadas por experimentos de *H-'H-NOESY (APENDICE H, M e
R). Finalmente, para 2, os prétons H, e H, puderam ser magneticamente

diferenciados em 1,04 e 0,87 ppm, respectivamente. Para auxiliar na atribuicdo dos
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sinais de hidrogénios da cadeia alifatica foi o experimento de ‘H-'H-COSY (Figura

37) que informa o acoplamento dos hidrogénios vizinhos.

Figura 37 - Espectro de *H-'H COSY na regido de campo alto do complexo 2 a 400
MHz (25 °C) dissolvidos em CDsCN.

4 3 2 F2 [ppm]

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Experimentos de RMN de *H variando a temperatura entre 298 e 238 K, foram

realizados para o complexo 2, a fim de explorar as principais diferencas

LC5

apresentadas nele quando comparado com o complexo 1 e (comportamento

similar), respectivamente (Figuras 38 e 39).
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Figura 38 — Espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDs;CN) para o complexo 2
ilustrando o efeito da temperatura para a regido dos hidrogénios
aromaticos.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Na regido aromatica (9,50 a 6,50 ppm) as piridinas axiais particularmente
blindadas (prétons Hy' a Hy’') mostraram uma forte dependéncia de temperatura na
faixa estudada. Como pode ser observado na Figura 38, quanto menor a
temperatura, melhor é a resolucédo do espectro para as linhas de ressonancia em
guestdo. Esta caracteristica estd de acordo com a ideia de uma proximidade
espacial perpendicular entre estes grupos axiais de piridina e os anéis aromaticos
inddlicos. Uma vez que a temperatura € menor, ocorre diminuicdo nas rotacdes
livres na estrutura e todos 0os ambientes quimicos sensiveis ao espaco apresentam
uma maior diferenciacdo magnética. Este comportamento esta de acordo com um
complexo ja descrito por Akermark e colaboradores (2004).

Para a regiao alifatica (4,60 a 0,60 ppm), de um modo geral, todas as linhas
de ressonancia mudaram para um campo mais alto (protons H; a H,) a medida que a
temperatura diminui (Figura 39). Particularmente para prétons Hy, (grupos CH; entre
a amina terciaria e as piridinas equatoriais) uma forte dependéncia de temperatura
pode ser observada onde sua multiplicidade muda de um multipleto (m, 4H) para

dois dupletos (confirmando que uma vez que a temperatura diminui, 0S movimentos
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moleculares diminuem e o0s ambientes quimicos aumentam a diferenciacéo

magnética.

Figura 39 — Espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDsCN) para o complexo 2
ilustrando o efeito da temperatura para a regido dos hidrogénios
alifaticos.

Hk l

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

5.2.7 Espectroscopia Eletronica UV-Vis

Para metais com configuracéo d*°, como é o caso dos fons Zn%*, ndo se deve
esperar a ocorréncia de bandas de absorc¢éo referentes a transi¢cdes do tipo d-d, ja
gue os orbitais d deste centro metalico estdo totalmente preenchidos. Entretanto
estes compostos podem apresentar transicdes eletronicas descritas como processos
de transferéncia de carga (TC), as quais sdo permitidas por simetria e caracterizadas
por altos valores de coeficiente de absorcéo (€) (ATKINS et al., 2010).

Os espectros eletronicos dos complexos sintetizados (Figura 40) foram
investigados na regido entre 200 e 400 nm, utilizando-se CH3CN ou CH3CN/HEPES
50% v/v (em condigcédo de teste de interacdo com DNA) como solventes. Os dados
espectrais obtidos estdo dispostos na Tabela 7. Os graficos foram feitos em funcéo
dos valores de suas absortividades molares (¢ / M™* cm™) para facilitar a comparacao

entre 0S mesmos.
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Sob um aspecto qualitativo é possivel comparar os espectros eletrénicos de 1
e 2 ao do ligante L®® (secdo 5.1.2), os quais apresentam profunda semelhanca
guando dissolvidos em um mesmo solvente (acetonitrila). Todas as bandas
observadas referentes as transicoes eletronicas possuem valores de coeficiente de
absorcdo elevado (maiores de 1000 M™* cm™), caracterizando preliminarmente tais
processos como TC (ATKINS et al., 2010).

Figura 40 - Espectros eletronicos dos complexos 1 (acima) e 2 (abaixo) em solugbes
de (a) acetonitrila e (b) acetonitrila/HEPES 50% v/v, pH=7,02.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Outro indicativo importante é a presenca do fenbmeno de solvatocromismo
guando tais complexos sao submetidos a outro sistema de solvente (CH3CN/HEPES
50% v/v), por exemplo. Enquanto o complexo 1 sofre um forte hipsocromismo onde
todas suas absorcdes sao deslocadas para regides de maior energia, 0 complexo 2
apresenta pequenas variagbes energéticas, entretanto um pronunciado
hipocromismo pode ser observado. Estas diferencas podem estar associadas ao fato
de que em 1, os ligantes cloro cedem lugar aos ligantes aquo e entdo tanto a
geometria quanto o numero de coordenacédo sao alterados, o que explicaria estas
significativas alteragcbes. JA& em 2 a esfera e geometria de coordenacéo

possivelmente € mantida.

Tabela 7 - Dados de espectroscopia eletrénica para os complexos 1 e 2 no estado

liquido.
Amax (nM) /€ (Mt cm™)
Complexo CH5CN / HEPES 50% V/V*,
CHsCN
pH=7,02
224 (36465); 263 (9685); 209 (36478); 239 (9938); 263
1 268 (9609); 282(8926); 290 (9875); 278 (6638)%; 302
(8332) (1213)°
224 (38792); 264 (14781); 229 (39993); 262 (20306); 268
2 268 (14642); 281 (12556); (20192); 282 (17524); 290

290 (11164) (15944)

*Para condicBes de teste de interacdo com DNA vide secdo 5.2.8 — espectroscopia eletrbnica.

4Ombro (valor aproximado)

No sentido de buscar mais informacbes sobre a estrutura eletronica dos
complexos sintetizados, bem como algumas propriedades de seus estados
excitados, técnicas de célculo de estrutura eletronica foram empregadas. Para tal, foi
utilizada a abordagem DFT dependente do tempo (TD-DFT), baseada na estrutura
otimizada utilizando o funcional PBEO a fim de simular os efeitos de solvente, neste
caso, acetonitrila (PERDEW; BURKE; ERNZERHOF, 1996; PERDEW; BURKE;
ERNZERHOF, 1997).
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Os valores dos méaximos de absorcdo, forca do oscilador (f) e as
configuracbes para as principais transicbes para o estado excitado do complexo
estdo apresentados na Tabela 8. As transicOes eletrbnicas foram atribuidas a partir
das representacdes graficas das funcdes de onda obtidas no calculo. O parametro f
€ um numero adimensional, que expressa a probabilidade de uma transicdo
eletrénica ocorrer e € proporcional ao coeficiente de absor¢cdo (LAURENT; ADAMO;
JACQUEMIN, 2014). Os orbitais de fronteira para os complexos 1 e 2 séo

apresentados na Figura 41.

Tabela 8 - Dados calculados para os espectros de absor¢éo de 1 e 2 via TD-DFT.

Energia
Estado eV nm f Atribuicao
[Zn(L®>)Cly] - 1
S 3,42 361 0,1546 e
S0 4,41 280 0,1236 e
Si3 4,64 266 0,1041 e
Sa 5,35 231 0,0852 Tei/rterL
Ssg 4,89 252 0,0335 e
Su3 4,88 242 0,0870 e
Su7 5,93 209 0,9349 e
[Zn(L™)a]* - 2
S 2,97 417 0,0200 Tci
S, 3,15 393 0,1544 Tci
Sis 2,34 349 0,0367 Tci
Sn 2,74 326 0,0636 TCcIL
Sa6 4,79 307 0,0669 TCcIL
Sss 2,30 286 0,0128 Tew/iterL
Sua 2,82 278 0,0989 Tew/iter

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Para o complexo 1, as transi¢cdes eletronicas em 361 e 280 nm dizem respeito
a processos de transferéncia de carga intraligante (*TCIL) que partem dos orbitais
pm inddlicos (HOMO/HOMO-1) para os orbitais pm™ dos anéis piridinicos
(LUMO/LUMO+1), respectivamente. As absorgbes em 266 e 252 nm também
indicam *TCILs entre os orbitais ptr — pT™* internos aos grupos indélicos. Em 231 nm
tem-se uma transicao eletrénica que ocorre de um orbital que tem contribuicdo dos
ligantes cloro (CI) e dos anéis piridinicos (p1r) para os orbitais pt™ piridinicos
(*TCIL/*TCLL). Por fim, as Gltimas duas absorcdes em 242 e 209 nm dizem respeito

a transices 'TCIL de orbitais pir — pT* internas aos grupos indélicos.
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No complexo 2, as transi¢cOes eletrbnicas de menor energia, entre 417 e 307
nm sdo majoritariamente intraligante (*TCIL) partindo de orbitais pr (inddlicos) —
ptr* (piridinicos), (HOMO/HOMO-1 — LUMO/LUMO+1), como também observado no
complexo 1. Em contrapartida, as absorcées em 286 e 278 nm apresentam um
carater pm — pm*, mas agora entre ligantes diferentes, geralmente dos anéis
inddlicos (ptr) para as piridinas do outro ligante (pt*). Durante o processamento
destes calculos, ndo foram observadas contribuicdes dos orbitais atdmicos do centro
metalico (zinco). As transicdes eletrdnicas intraligante envolvendo os grupamentos
piridinicos (QIAN et. al., 2011) e inddlicos (LEE; CRAIG; COLBRAN, 2009) sao
compativeis com dados apresentados para compostos ja descritos na literatura.

Figura 41 - Recorte do diagrama de orbitais moleculares para os complexos 1 e 2 e
representacao grafica dos principais orbitais moleculares envolvidos no
processo de absorc¢ao.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

As comparacoes das curvas de absorcdo Gaussiana ajustadas (experimentais
e tedricas, Figura 42) mostraram-se coerentes para o complexo 1, entretanto no

complexo 2, uma maior discrepancia pode ser observada. Tal fato pode estar
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relacionado ao funcional selecionado para simular os efeitos de solvente (PBEO)
que, para efeitos de economia de céalculo, ndo levam em consideracdo o efeito de

solvente no estado de transicdo da molécula estudada.

Figura 42 - Sobreposicdo da curva de absor¢éo calculada com o espectro eletronico
obtido experimentalmente para os complexos 1 e 2. As barras azuis
representam a forca do oscilador (f) para as transicdes eletrbnicas
descritas na Tabela 8.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

5.2.8 Interacdo com DNA via Espectroscopia Eletrénica

Estudos de interagdo dos complexos metdlicos sintetizados e acidos nucleicos
sdo comumente realizados atraveés de titulagbes espectrofotométricas na regido do
ultravioleta-visivel do espectro eletromagnético (MISHRA et al.,, 2014, p. 459). Este
estudo tem por objetivo verificar se 0 composto de interesse interage com o DNA de
maneira intercalativa ou por ligacdo em seus sulcos (MAHADEVAN;
PALANIANDAVAR, 1998).

A variacédo espectral dos complexos 1 e 2 frente as sucessivas adi¢cdes de
DNA de esperma de salméo (ssDNA) foi acompanhada na faixa de 220 a 350 nm
(Figuras 43a e 44a), fixando a concentracdo dos complexos em 2,5x10™ mol.L™. A
concentracdo de DNA variou entre 0 e 4,0x10™ mol.L™ nos estudos de 1 e 0 e
7,0x10™ mol.L™ para os estudos com o complexo 2. Na Tabela 9 estdo apresentados
os valores de comprimento de onde maximo (Amsx) onde foram extraidos os dados
de absorvancia maxima para cada composto, variagbes no comprimento de onda

(batocromismo) e na absorvancia (hipocromismo) e os valores de Ky, calculados.
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Figura 43 - a) Variacao espectral do complexo 1 apos sucessivas adi¢coes de ssDNA.
Condicées: CH3CN/HEPES 50% v/v; pH 7,02, | = 50 mmol.L™ (NaCl); 25
°C. b) Regressao linear [DNA]/(ea — €r) X [DNA]. Amax: 227 nm.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Observa-se nas Figuras 43a e 44a que, a medida em que se adicionam
aliquotas de ssDNA, ndo ha uma alteragao pronunciada no valor do Anax uma vez

que o batocromismo observado foi 1,8 e 1,1 nm para os complexos 1 e 2,
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respectivamente. Desta forma, pode-se presumir que a interacdo entre o0s
complexos estudados e o0 ssDNA se dé& por ligacdo ao sulco maior deste. Resultados
similares foram descritos para complexos reportados por Souza et al., 2010.

Para ambos os complexos, € observado um forte hipocromismo nas bandas
de absorgéo destes a cada adicdo de ssDNA. Ao final do experimento o complexo 1
apresentou um hipocromismo de 42% (Amax = 227 nm) enquanto no complexo 2 foi
de 47% (Amax = 230 nm). Complexos metalicos que se ligam ao DNA através de
intercalagdo geralmente resultam em hipocromismo devido ao modo intercalativo
envolvendo interacdo de empilhnamento entre o cromdéforo aromatico e os pares de
base do DNA. A intensidade do hipocromismo é comumente consistente com a
afinidade da interacdo de intercalacdo (LIU, 2002; NIKOLIS; METHENITIS;
PNEUMATIKAKIS, 2003). Neste sentido € licito afirmar que ambos os complexos
interagem com o DNA tanto por ligagdo ao sulco maior do DNA quanto por vias
intercalativas entre suas bases nitrogenadas.

Apos o tratamento dos dados coletados de absorvancia nos respectivos
comprimentos de onda maximos (Amax) de 1 e 2 foi possivel calcular a constante de
ligacdo intrinseca (Kb) entre estes e o DNA através da Equacéo 1 (PYLE et al.,1989;
MISHRA et al., 2014; DIXIT et al., 2011) (Figura 43b e 44b):

[DNA] _  [DNA] 1
(ea—€F) (eB—¢€F) Kp(eB—¢€F)

Equacéo 1

Onde ¢, € e g, corresponde, respectivamente a absortividade molar para o
composto estudado em cada adicdo de DNA, para o composto livre e para o

composto totalmente ligado ao DNA.
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Figura 44 - a) Variacao espectral do complexo 2 apos sucessivas adi¢coes de ssDNA.
Condicées: CH3CN/HEPES 50% v/v; pH 7,02, | = 50 mmol.L™ (NaCl); 25
°C. b) Regressao linear [DNAJ/(a — €r) X [DNA]. Amax: 230 nm, r°= 0,986.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Considerando o complexo 1, apenas um equivalente de L esta presente e
interagindo com a estrutura do DNA a partir tanto dos grupamentos piridinicos
quanto inddlicos, uma vez que a variacdo espectral esta presente nas bandas
relativas a ambos os croméforos. Porém, quando seu valor de Ky (2,47x10* M™) é
comparado ao do composto 2 (3,88x10* M) verifica-se que ocorreu um aumento de
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57% em sua magnitude, indicando uma maior interacdo de 2 com o ssDNA. Tal fato
€ condizente com as diferencas de composi¢do quimica de cada um dos compostos,
gue 2 possui o dobro de grupamentos piridinicos e indolicos presentes em sua
estrutura.

Ao compararmos os valores de K, com outros compostos ja descritos na
literatura, € possivel destacar que sdo comparaveis a complexos zinco descritos por
Manikandamathavan e colaborares (MANIKANDAMATHAVAN et al., 2014) com
valores de 3,71x10* M e 2,31x10* e Mandegani e colaboradores (MANDEGANI et
al., 2016) com complexos de zinco contendo ligantes bipiridinas com valores de
2,61x10* M . Porém, ndo possui 0 mesmo potencial que o brometo de etidio que
em seus estudos comprovam constantes de ligacdo de 1,4x10° M (WARING, 1965)
e 7x10" M* (LEPECQ; PAOLETTI, 1967). Uma vez comprovado que ambos 0s
complexos podem interagir com o DNA, partiu-se entdo para os estudos de

fluorescéncia molecular.
5.2.9 Interacdo com DNA via Fluorescéncia Molecular

No sentido de verificar se 0os complexos sintetizados podem atuar como
sondas detectoras de DNA, além de analisar de uma maneira mais sistematica os
modos de interacdo destes com o DNA, estudos de fluorescéncia molecular foram
realizados.

Em um teste preliminar, solu¢gbes feitas em acetonitrila/tampao 50% v/v
(condicdes de teste de interagdo com DNA, vide secédo 4.1.2.11) de concentracao
300 uM para os complexos 1 e 2 foram excitadas em 360 nm e seus espectros de
fluorescéncia medidos (Figura 45).

Para ambos os complexos uma emissado em 720 nm pode ser observada com
intensidade de fluorescéncia abaixo de 100 unidades para ambos apesar de,
visualmente, perceber-se que o complexo 2 apresenta maior fluorescéncia que 1
ainda na auséncia de ctDNA (espectro em linha preta). Tal fato pode estar
relacionado com a maior quantidade de grupamentos cromoforos que absorvem
radiacéo no complexo 2 (duas unidades de L°°) se comparado ao complexo 1 (uma
unidade de L. Quando aliquotas de ctDNA sdo adicionadas em ambos os

complexos, é possivel observar um significativo aumento de intensidade de
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fluorescéncia chegando a préximo de 300 unidades para 1 e 400 unidades (25%
maior) para 2 quando a razdo complexo/DNA r = 220.

Esse mesmo comportamento de aumento de fluorescéncia em complexos que
possuem em sua estrutura grupos inddlicos ja foi relatado por diversos autores,
como uma explicagdo para modelos de interagdes do tipo intercalagéo ou conexdes
de sulco, sendo possivel a utilizagdo como sondas fluorescentes de DNA (ANEJA et
al., 2018; KOCAN et al, 2017; KUBISTA; AAKERMAN; NORDEN, 1987;
KAPUSCINSKI, 1995). O fato dos complexos aumentarem a sua fluorescéncia ao
entrar em contato com o DNA pode ser comparado ao brometo de etidio livre em
solugdo ndo gera valores de emissao significantes, mas com a adicdo de ctDNA
ocorre ganho na intensidade de emissdo devido a interacdo entre as espécies
(WARING, 1965; LEPECQ; PAOLETTI, 1967).

Figura 45 - Espectros de fluorescéncia dos complexos 1 (acima) e 2 (abaixo) com a
adicdo de aliquotas de ctDNA, onde r = [complexo]/[ctDNA]. Condic¢des:
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Levando em conta a maior capacidade de emissdao do complexo 2 quando na
presenca de ctDNA, todos os testes subsequentes foram realizados apenas para

este composto 2.
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Considerando que sondas moleculares tem como uma de suas principais
caracteristicas apresentar boa intensidade de fluorescéncia mesmo em
concentracfes relativamente baixas, testes de emissdo de 2 a concentragcdes mais
baixas (1,0 e 5,0 yM) foram realizadas. A titulo de comparacdo, a Figura 46
apresenta ainda testes de fluorescéncia com o corante comercial DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) (KAPUSCINSKI, 1995).

Figura 46 - Espectros de fluorescéncia do complexo 2 a 1,0 uM (acima), 5,0 uM
(meio) e para o corante fluorescente comercial DAPI (abaixo) com
sucessivas adicdes de CctDNA, onde r = [complexo]/[CT-DNA].
Condic¢des: CH3CN/HEPES 50% v/v (pH 7,0), A excitacao = 360 nm.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Em concentragédo de 1,0 yM, o complexo 2 apresenta emissdo menor que 5
unidades arbitrarias (Figura 46, acima) enquanto em concentragéo de 5,0 uM sua
emissdo sobe para cerca de 10 unidades arbitrarias (Figura 46, meio), ambos 0s
testes na auséncia de ctDNA. A 1,0 uM, a sonda DAPI praticamente ndo emite
fluorescéncia (Figura 46, abaixo). Quando a relagdo complexo/ctDNA (r) é de 0,05,
por exemplo, a emissao de 2 a 1,0 yM praticamente ndo sofre alteragdo enquanto o
teste a 5,0 uM fica em 65 unidades arbitrarias (um aumento de 6,50 vezes). Neste
sentido, o complexo 2 possui uma baixa sensibilidade a presenca de ctDNA a 1,0
MM porém esta é sensivelmente aumentada a 5,0 yM. Ao compararmos a utilizagao
do complexo 2 (1,0 uM e r = 0,02) que permanece com emissdes praticamente
inalteradas se comparada ao complexo livre de ctDNA (~ 5 unidades de emisséo), o
corante DAPI nas mesmas condicbes pode atingir cerca de 350 unidades de
emissao, sendo entdo significativamente mais potente.

Levando em conta que os complexos 1 e 2 ndo parecem interagir tao
fortemente com o DNA por vias intercalativas (valores de Kb ~ 10* M%), o complexo
2, com melhor capacidade de emisséao, foi submetido a experimentos que buscaram
avaliar sua capacidade de interagir com o0s compostos verde de metila (VM) e
netropsina (net), bloqueadores dos sulcos maior e menor do DNA, respectivamente
(Figura 47). Quando o complexo 2 esta em baixa concentragdo (5,0 uM) sua
emissao € baixa (curva em preto), e, quando 50 yM de ctDNA sdo adicionados a
solucdo, uma significativa fluorescéncia (> 100 unidades) pode ser detectada (curva
azul). Entretanto com aliquotas totalizando 50 e 100 yM de verde de metila (VM)
adicionadas a solucdo, a emissao é claramente reduzida (Figura 47, acima). Neste
sentido é licito afirmar que o complexo 2 e o verde de metila estdo competindo pelo
mesmo sitio de ligacdo no ctDNA, o sulco maior (KIM, NORDEN, 1993).

Em seguida um experimento semelhante foi realizado com o agente ligador
de sulco menor netropsina (VAN DYKE; HERTZBERG; DERVAN, 1982). Quando
aliquotas de netropsina (net) sdo adicionadas a solugédo, a emisséo € praticamente
constante (levemente aumentada) (Figura 47, abaixo). Sendo assim é possivel notar
gue o composto e a netropsina de fato ndo competem pelo mesmo sitio de ligacao
no ctDNA, o que corrobora os dados obtidos para o experimento com o verde de

metila.
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Figura 47 — Espectros de fluorescéncia do complexo 2 (5,0 uM) com a adigao de 50
MM de ctDNA e posterior adi¢do de 50 e 100 uM de verde de metila (VM,
acima) e netropsina (net, abaixo). Condic6es: CH3CN/HEPES 50% v/v

(pH 7,0).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Para avaliar se um possivel modo de interagcdo através de atracao
eletrostatica estaria presente entre o complexo 2 e o ctDNA, aliquotas de uma
solucdo de NaCl foram adicionadas a solucéo contendo 2 (5,0 uM) e ctDNA (50 uM).
As concentracdes finais de NaCl ficam entdo na casa de 50 e 100 mM. Conforme
ilustrado na Figura 48, é possivel notar que, apesar do aumento da forca i6nica da
solucéo estudada, o espectro de fluorescéncia molecular de 2 é pouco influenciado
pela adicdo de cloreto de sodio. Tal fato demonstra baixa influéncia das interacdes
eletrostaticas entre o complexo estudado e o ctDNA, pois praticamente ndo ha
competicdo deste e dos ions sodio pelo esqueleto contendo os diésteres fosforicos

anidnicos do DNA.
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Figura 48 — Espectros de fluorescéncia do complexo 2 (5,0 uM) com a adicéo de 50
MM de ctDNA e posterior adicdo de 50 e 100 mM de NaCl. Condicdes:
CH3CN/HEPES 50% v/v (pH 7,0).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Com base em todos os estudos apresentados, pode-se concluir que ambos
0os complexos podem atuar como sondas fluorescentes sendo o complexo 2 mais
sensivel que 1 nas condicbes testadas. Conforme demostrado, 2 apresenta uma
preferéncia de ligacdo pelo sulco maior do CctDNA, dados estes também
conformados via titulagcdo espectrofotométrica, além de efeitos negligenciaveis de

interacOes do tipo eletrostaticas.
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6 CONCLUSOES

Foram sintetizados e caracterizados por técnicas espectroscopicas e de
massas o ligante bioinspirado L*® e seus precursores com bons rendimentos e alto
grau de pureza adequados entdo a sintese dos compostos de coordenacao
descritos neste trabalho.

Técnicas de ressonancia magnética nuclear uni- e bidimensionais foram
essenciais para a determinacdo inequivoca de todos os atomos de hidrogénio e
carbono presentes nestes compostos.

Partindo-se do ligante L©°
[Zn(L®®)CL,]*2CH;0H (1) e [Zn(L®®),](CIO4), (2). Estes compostos foram

preliminarmente caracterizados por andlise elementar de C, H, e N, medidas de

, foram sintetizados dois novos complexos:

condutividade elétrica; espectroscopia na regido do infravermelho e espectrometria
de massas (ESI-MS).

Os dados de condutividade molar confirmaram as razbes de eletrolitos
esperadas para 0s compostos sintetizados. As analises de infravermelho

confirmaram a presenca do ligante L©°

na composicao quimica dos complexos, bem
como a proeminente presenca do anion perclorato no complexo 2. Esses resultados
estdo em total concordancia com as espécies observadas durante as analises de
massas onde a correlacao tedrica (calculada) e experimental (encontrada) nos perfis
de distribuicao isotdpica puderam ser tracadas para 1 e 2, respectivamente.

Estudos utilizando célculos de estrutura eletrdnica via DFT forneceram um
possivel arranjo estrutural dos atomos componentes destas moléculas no vacuo.
Enquanto no complexo 1 o centro de zinco(2+) esta inserido em um ambiente
pentacoordenado N3Cl,-doador com geometria piramidal quadrada distorcida, o
complexo 2 teve como isdbmero geométrico de menor energia o arranjo trans-facial
dos ligantes. A esfera de coordenacdo apresenta apenas atomos de nitrogénio e o
centro metalico esta inserido em um ambiente octaédrico distorcido. Os dados
estruturais calculados tiveram seus resultados corroborados quando comparados
com estruturas cristalinas ja descritas na literatura para compostos semelhantes.

Buscando estender estes resultados teoricos para a quimica em solucéo,
estudos aprofundados de ressonancia magnética nuclear uni- e bidimensionais
foram realizados para ambos os complexos. Enquanto o complexo 1 apresentou um

perfil espectral mais simétrico e bastante parecido com o préprio ligante L livre
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(salvo alguns deslocamentos de sinais). O complexo 2 apresentou dois sistemas de
spin isolados para os hidrogénios piridinicos atribuido as posi¢cdes geométricas
axiais e equatoriais ocupadas por estas. Grande diferenciacdo dos hidrogénios
metilénicos tanto vizinhos as piridinas quanto da cadeia alifatica também pode ser
observada. Os mapas de espectroscopia de correlacdo (COSY) e de efeito nuclear
de Overhauser (NOESY) confirmam o0s contatos vicinais e espaciais,
respectivamente além de concordar com a proposta estrutural fornecida via DFT.
Céalculo de estrutura eletronica via TD-DFT foram realizados e apresentaram
uma boa correlacdo com os espectros eletronicos obtidos experimentalmente. Com
base nestes estudos as transicdes eletrdnicas observadas puderam ser atribuidas a
partir das representacfes graficas das funcdes de onda obtidas no calculo e os
orbitais de fronteira para os complexos 1 e 2 foram calculados. Ambos os complexos
apresentam majoritariamente processos de TCIL e TCLL, sendo que em 1 os
processos TCLL envolvem contribuices dos ligantes cloro enquanto em 2 de um

ligante L®®

para outro. Nao foram observadas contribuicBes dos orbitais atbmicos do
centro metélico de zinco(2+) para ambos.

Testes de interacdo de ambos o0s complexos frente ao DNA via
espectroscopia eletrbnica indicam um processo intercalativo especificamente no
sulco maior desta biomolécula (baixo batocromismo). O valor de Ky para 2 foi 57%
maior que em 1, porém na faixa de 10* M, considerado razoavel se comparado a
outros agentes descritos na literatura.

A partir dos dados obtidos nos testes de fluorescéncia, constatou-se que
ambos os complexos podem ser considerados sondas fluorescentes para deteccéo
de DNA sendo o complexo 2 mais sensivel que 1, porém com resultados ainda
modestos frente a sondas ja disponiveis comercialmente.

Os testes de competicao utilizando agentes ligadores de sulcos como o verde
de metila e netropsina corroboram a informacdo que os complexos sintetizados
ligam-se ao DNA via sulco maior. Testes de variagdo de forca idnica (NaCl) indicam
que interacOes eletrostaticas entre complexo/DNA ndo sdo significantes uma vez
gue nao alteraram significativamente as emissfes de fluorescéncia das sondas

sintetizadas.
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APENDICE A — Dados de IV, RMN de *H e **C para 6-bromohexan-1-ol (I)
/\/\/\/Br
HO

Figura Al - Espectro de infravermelho do ligante L“® em pastilha de KBr. LV. v (cm™,
KBr): 3378, 2933, 1456, 1261, 1224, 1049, 643.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura A2 - Espectro de RMN de 'H para I. RMN 'H (400MHz / CDCl; / TMS) &

|

(ppm): 1.53-1.35 (m, 4H); 1.59 (gn, 2H, J= 7.085 Hz); 1.59 (m, 4H);

1.88 (gn, 2H, J= 7.08 Hz); 3.42 (t, 2H, J=6.86 Hz ); 3.65 (t, 2H, J=6.41
Hz);

T
[

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Figura A3 - Espectro de RMN de *3C para I. RMN **C (100 MHz / CDCl3 / TMS) &
(ppm): 24.95; 27.95; 32.53; 32.73; 33.79; 62.78.
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APENDICE B — Dados de IV, RMN de *H e **C para 6-bromohexanal (I1).

O
MBr
H

Figura B1 - Espectro de IV para Il em pastilha de KBr. L.V. v (cm™, KBr): 3410, 2929,
2854, 1732, 1454, 1254, 1073, 642.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura B2 - Espectro de RMN de 'H para Il. RMN *H (400MHz / CDCl; / TMS) &
(ppm): 1.49 (m, 2H); 1.67 (gn, 2H, J= 7.84 Hz ); 1.88 (gn, 2H, J= 6.82
Hz); 2.47 (t, 2H, J= 7.16 Hz); 3.41 (t, 2H, J= 6.48 Hz); 9.78 (s, 1H).

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.



122

Figura B3 - Espectro de RMN de **C para Il. RMN **C (100 MHz / CDCl; / TMS) &
(ppm): 21.22; 27.70; 32.48; 33.38; 43.69; 202.15.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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APENDICE C — Dados de IV, RMN de *H e **C para 3,3-(6-bromohexano-1,1-
diil)bis(1-H-indol) (I

()

HN _

Z
HN O
Figura C1 - Espectro de IV para Il em pastilha de KBr. LV. v (cm™, KBr ): 3413,
3053, 2923, 2855, 1615, 1454, 1414, 1237, 1089, 1035, 743, 584.

Br
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Fonte: Elabora pela autora, 2018.
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Figura C2 - Espectro de RMN de 'H para Ill. RMN 'H (400MHz / CDCls / TMS) &
(ppm): 1.27-1.21 (m, 2H); 1.48-1.33 (m, 4H); 1.75 (quint, 2H, J= 6.83
Hz); 2.17 (q, 2H, J= 7.31 Hz); 3.29 (t, 2H, J= 6.88 Hz); 4.42 (t, 1H, J=
7.19 Hz); 6.84 (d, 2H, J= 7,60 Hz); 7.01 (t, 2H, J= 7.60 Hz); 7.11 (t, 2H,
J= 7,82 Hz); 7.17 (s, 2H); 7.22 (d, 2H, J= 8.02 Hz); 7.56 (d, 2H, J= 8,74
Hz); 7.66 (s, 2H);

T
o [ppm]

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura C3 - Espectro de RMN de *3C para Ill. RMN *3C (100 MHz / CDCl3 / TMS) &
(ppm): 27.48; 28.35; 32.83; 34.03; 34.13; 35.74; 111.22; 119.12; 119.67;
120.32; 121.52; 121.82; 127.18; 136.48.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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APENDICE D — Dados de IV, RMN de *H e **C para 6,6-di(1H-indol-3-il)-N,N-
bis(piridin-2-ilmetill)hexan-1-amina (L)

Figura D1 - Espectro de IV para L® em pastilha de KBr. LV. v (cm™, KBr): 3415,
3366-3096, 2928, 2853, 1620, 1585, 1459, 1095, 738, 619.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Figura D2 - Espectro de RMN de *H para L®°. RMN *H (400MHz / CDCls / TMS) &

(ppm): 1.37-1.20 (Hn € Ho, m, 4H); 1.44 (Hn, gn, J = 6.88 Hz; 2H); 2.14
(Hp, 0, J = 7.61 Hz; 2H); 2.42 (H, t, J = 7.17 Hz; 2H); 3.69 (Hx, s, 4H);
4.36 (H;, t, J = 7.61 Hz; 1H); 6.89 (Hg, t, J = 7.61 Hz; 2H); 7.03 (Hn, t, J =
7.61 Hz; 2H); 7.09 (He, s, 2H); 7.17-7.11 (Hyp, m, 2H); 7.33 (H;, d, J = 7.61
Hz; 2H); 7.45 (Hf, d, J = 7.61 Hz; 2H); 7.49 (Hq, d, J = 7.61 Hz; 2H); 7.63
(Hc, t, J =7.61 Hz, 2H); 8.43 (Ha, d, J = 4.03 Hz; 2H); 9.06 (N-H, s, 2 H);

T T T T
85 8.0 75 70 ppm]

JNKJNJLM_ J \ﬂb % ”\x_/\-fm/tn‘tﬂ\/f

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

ppm]

Figura D3 - Espectro de RMN de **C para L“°. RMN *3C (100 MHz / CDCl3 / TMS) &

(ppm): 26,51 (Ci6 e 17); 27,45 (Cas); 33,42 (Coo); 34,77 (C1g); 53,72 (Cys);
60,04 (Crs); 110.96 (Cuo): 118,02 (Cs): 118,86 (Cs); 119,40 (C1o): 120,81
(Co): 121,30 (C1s); 121,55 (C,): 122,48 (C.); 126,66 (Ci1); 135,93 (Ca):
136,41 (Cg): 148,37 (Cy): 160,00 (Cs).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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APENDICE E — Espectro de *H-'H COSY do L®®

Figura E1 - Ampliacdo do espectro de 'H-'H COSY do L“® em CDiCN

correlacionando a regido aroméatica do RMN de *H (vertical) com
aromatica do RMN de *H (horizontal).
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Figura E2 - Ampliacdo do espectro de 'H-'H COSY do L®® em CDs;CN
correlacionando a regido alifatica do RMN de *H (vertical) com
alifatica do RMN de *H (horizontal).
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APENDICE F — Espectro de *H-*C HSQC do L®°

Figura F1 - Ampliacdo do espectro de 'H-*C HSQC do L°® em CDsCN
correlacionando a regido alifatica do RMN de *3C (vertical) com
alifatica do RMN de *H (horizontal).
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Figura F2- Ampliacdo do espectro de 'H-*C HSQC do L“® em CDs;CN
correlacionando a regido aroméatica do RMN de *3C (vertical) com
aromatica do RMN de *H (horizontal).
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APENDICE G - Espectro de *H-"*C HMBC do L

Figura G1 - Ampliacdo do espectro de 'H-'C HMBC do L®® em CDs;CN
correlacionando a regido aroméatica do RMN de *3C (vertical) com
aromatica do RMN de *H (horizontal).
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Figura G2 - Ampliacdo do espectro de 'H-*C HMBC do L®® em CD:CN
correlacionando a regido aroméatica do RMN de *3C (vertical) com
alifatica do RMN de *H (horizontal).
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Figura G3 - Ampliacdo do espectro de 'H-'C HMBC do L®® em CDs;CN
correlacionando a regido alifatica do RMN de *H (vertical) com
aromatica do RMN de **C (horizontal).
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Figura G4 - Ampliacdo do espectro de 'H-*C HMBC do L®® em CD:CN
correlacionando a regido alifatica do RMN de 'H (vertical) com
alifatica do RMN de *C (horizontal).
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APENDICE H — Espectro de *H-'H NOESY do L
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Figura H1 - Ampliacdo do espectro de 'H-'H NOESY do L®® em CD:CN
correlacionando a regido aromatica do espectro de RMN de *H
(vertical) com aromatica do RMN de *H (horizontal).
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Figura H2 - Ampliacdo do espectro de *H-'H NOESY do L“® em CDs;CN
correlacionando a regido alifatica do RMN de *H (vertical) com
alifatica do RMN de *H (horizontal).
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Figura H3 - Ampliacdo do espectro de 'H-'H NOESY do L®® em CD:CN
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com aromatica do RMN de *H (horizontal).
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APENDICE | — Dados de IV, RMN de *H e *3C para 6,6-di(1H-indol-3-il)-N,N-
bis(piridin-2-ilmetill)hexan-1-aminodiclorozinco(2+) (1)

139

Figura I1 - Espectro de IV para 1 em pastilha de KBr. L.V. v (cm™, KBr): 3653, 3496-
3146, 3056, 2981, 2886, 1613, 1568, 1454, 1379, 1100, 737, 608.
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Figura 12 - Espectro de RMN de 'H para 1. RMN *H (400MHz / CDCl; / TMS) &
(ppm): 1.19-1.03 (Hy e Ho, m, 4H); 1.33-1.20 (Hm, m, 2H); 2.05 (Hp, g, J =
7.39 Hz, 2H); 2.48-2.41 (H,, m, 2H); 4.15 (Hy, s, 4H); 4.31 (H;, t, J = 7.34,
1H); 6.91 (Hg, t, J = 7.34 Hz, 2H); 7.09-7.03 (He € Hy, m, 4H); 7.35 (H;, d,
J =8.17 Hz, 2H); 7.42 (Hp e Hy, t, J = 7.24 Hz, 4H); 7.56-7.51 (Hg, m, 2H);
7.98-7.93 (Hc, m, 2H); 9.00 (Ha, d, J = 4.93 Hz, 2H); 9.05 (s, N-H, 2H);
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura 13 - Espectro de RMN de 'H para 1. RMN *C (100 MHz / CDCl3 / TMS) &
(ppm): 24.59 (Cue); 27.61 (C17); 28.40 (Cig); 34.56 (Czo); 35.56 (Cig);
54,51 (C1s); 58.07 (Cra); 112.21 (Cio); 119.33 (Cg); 120.11 (C;); 120.44
(C12); 122.14 (Co); 122.65 (C13); 124.61 (C,); 125.27 (Ca); 127.88 (Cuy);
137.69 (Cs); 141.06 (Cs); 149.21 (C;); 155.57 (Cs);
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.



APENDICE J — Espectro de *H-'H COSY do complexo 1

1

41

Figura J1 - Ampliacdo do espectro de 'H-'H COSY do complexo 1 em CDs;CN
correlacionando a regido aromatica do espectro de RMN de 'H
(vertical) com aromatica do RMN de *H (horizontal).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Figura J2 - Ampliacdo do espectro de ‘H-'H COSY do complexo 1 em CDsCN
correlacionando a regiao alifatica (vertical) e alifatica (horizontal).
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APENDICE K — Espectro de *H-*C HSQC do complexo 1

Figura K1- Ampliacdo do espectro de *H-*C HSQC do complexo 1 em CDsCN
correlacionando a regido aroméatica do RMN de **C (vertical) e aromética
do RMN de *H (horizontal).
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Figura K2 - Ampliacdo do espectro de H-'*C HSQC do complexo 1 em CD3CN
correlacionando a regido alifatica do RMN de **C (vertical) e alifatica do

RMN de *H (horizontal).
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APENDICE L — Espectro de *H-*C HMBC do complexo 1

Figura L1 - Ampliacdo do espectro de 'H-*C HMBC do complexo 1 em CDsCN
correlacionando a regigo alifatica do RMN de *3C (vertical) com o0 RMN
de *H (horizontal).
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Figura L2 - Ampliacdo do espectro de 'H-*C HMBC do complexo 1 em CDsCN
correlacionando a regido aromatica do RMN de *3C (vertical) com o

espectro de RMN de *H (horizontal).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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APENDICE M — Espectro de *H-'"H NOESY do complexo 1

Figura M1 - Ampliacdo do espectro de 'H-'H NOESY do complexo 1 em CDsCN
correlacionando o espectro do RMN de 'H (vertical) com a regiéo
aromatica do RMN de *H (horizontal).
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Figura M2 - Ampliacdo do espectro de *H-'H NOESY do complexo 1 em CDsCN
correlacionando a regido alifatica do RMN de *H (vertical) com alifatica
do RMN de *H (horizontal).
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APENDICE N — Dados de IV, RMN de *H e »*C para perclorato de bis{6,6-di(1H-
indol-3-il)-N,N-bis(piridin-2-ilmetill)hexan-1-amino}zinco(2+) — [Zn(L®),](ClO.)2 (2)

Figura N1 - Espectro de IV para 2 em pastilha de KBr. LV. v (cm™, KBr): 3399, 3054,
2927, 2851, 1609, 1566, 1481, 1452, 1095, 1019, 746, 624.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Figura N2 - Espectro de RMN de 'H para 2. RMN 'H (400MHz / CDCl; / TMS) &
(ppm): 0,97-0,77 (H,, m, 4H); 1,04 (Ho, quint, J = 7.38 Hz, 4H); 1.23-
1.10 (Hms, m, 2H); 1.56-1.40 (Hm+, m, 2H); 1,90-1,69 (H;, m, 4H); 2.04
(Hp, g, J = 7.50 Hz, 4H); 3,85 (H+, d, J = 16,09 Hz, 2H), 3,53 (Hy~, d, J
= 16,09 Hz, 2H); 4.09-3.95 (Hy, m, 4H); 4.31 (H;, t, J = 7.41 Hz, 2H);
6.91 (Hg, t, J = 7.41, 4H); 7.09-7.00 (Hn, m, 4H); 7.09-7.00 (Hy, m, 2H);
7.16-7.08 (He, m, 4H); 7,16-7.08 (Hy, m, 2H); 7.25 (Hg, d, J = 7.85 Hz,
2H); 7.36 (H;, d, J = 8.03 Hz, 4H); 7.45 (H;, d, J = 7.85 Hz, 4H); 7.55
(Hg, d, J = 7.85 Hz, 2H); 7.74-7.64 (Hy, m, 2H); 7.74-7.64 (Hp, m, 2H);
8.14 (H, t, J = 7.59 Hz, 2H); 8.56 (Ha, d, J = 4.89 Hz, 2H); 9.09 (s, N-H,
4H);
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura N3 - Espectro de RMN de 1H para 2. RMN **C (100 MHz / CDCls / TMS) &
(ppm): 21,31 (Cue); 26,30 (Ca7); 27,01 (Cis); 33,46 (Czo); 34,63 (Cio);
54,12 (Cis); 54,63 (C14); 56,39 (Cus); 111,05 (C1o); 118,11 (Cs); 118,84
(C7); 119,16 (C12); 121,0 (Co); 121,46 (Ci3); 124,49 (Cy); 125,04 (Cy);
125,27 (C4); 125,71 (C4); 126,63 (C11); 136,48 (Ce); 140,40 (C3); 141,32
(Ca); 147,33 (Cy); 148,16 (Cy); 154,77 (Cs); 155,86 (Cs);
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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APENDICE O — Espectro de *H-'H COSY do complexo 2

Figura O1 - Ampliacdo do espectro de 'H-'H COSY do complexo 2 em CDsCN
correlacionando a regido aromatica (vertical) e aromatica (horizontal).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Figura O2 - Ampliacdo do espectro de *H-'H COSY do complexo 2 em CDsCN
correlacionando a regi&o alifatica do RMN de *H (vertical) e alifatica do
RMN de *H (horizontal).
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Figura O3 - Ampliacdo do espectro de 'H-'H COSY do complexo 2 em CDsCN
correlacionando a regido alifatica do RMN de *H (vertical) e alifatica do
RMN de *H (horizontal).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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APENDICE P — Espectro de *H-**C HSQC do complexo 2

Figura P1 - Ampliacdo do espectro de 'H-'*C HSQC do complexo 2 em CDsCN
correlacionando a regido aromatica do RMN de *3C (vertical) e
aromatica do RMN de *H (horizontal).
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Figura P2 - Ampliacdo do espectro de 'H-*C HSQC do complexo 2 em CDs;CN
correlacionando a regido alifatica do RMN de *3C (vertical) e alifatica do

RMN de *H (horizontal).

F1 [ppm]

9

10

20

F2 [ppm]

2.0

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.



157

APENDICE Q — Espectro de *H-*C HMBC do complexo 2

Figura Q1 - Ampliacdo do espectro de *H-'*C HMBC do complexo 2 em CDsCN
correlacionando a regido aromatica do RMN de *C (vertical) com
aromatico do RMN de *H (horizontal).
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Figura Q2 - Ampliacdo do espectro de ‘H-*C HMBC do complexo 2 em CDsCN
correlacionando o espectro de **C (vertical) com o espectro de RMN de
'H (horizontal).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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APENDICE R — Espectro de *H-'"H NOESY do complexo 2

Figura R1 - Ampliagdo do espectro de *H-'H NOESY do complexo 2 em CDsCN
correlacionando o a regido meédia (vertical) com a regido meédia
(horizontal) do espectro.
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Figura R2 - Ampliacdo do espectro de *H-'H NOESY do complexo 2 em CDsCN
correlacionando o a regido alifatica (vertical) com alifatica (horizontal).

F1[ppm]

15

R e
2.0

PR

2.5

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.



161

Figura R3 - Ampliacdo do espectro de *H-'H NOESY do complexo 2 em CDs;CN
correlacionando a regido aromética (vertical) com aromatica
(horizontal).
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Figura R4 - Ampliacdo do espectro de *H-'H NOESY do complexo 2 em CDsCN
correlacionando a regido alifatica (vertical) com mediana(horizontal).
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Figura R5 - Ampliacdo do espectro de *H-'H NOESY do complexo 2 em CDs;CN
correlacionando a regido aromatica (vertical) com aromatica mediana
(horizontal).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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APENDICE S — Espectro de *H->N HSQC

Figura S1 - Ampliacdo do espectro de *H-'H NOESY do complexo 2 em CDsCN
correlacionando a regido aromatica (vertical) com aromatica mediana

(horizontal).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.



