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RESUMO

Complexos metélicos tém ganhado notoriedade no meio cientifico. Complexos com metais de
transi¢cdo como o cobre tem apresentado resultados impressionantes devido suas significativas
propriedades farmacoldgicas para serem aplicados especialmente no tratamento do cancer. Esta
neoplasia € um problema de escala mundial, visto que é a patologia que mais tem causado
6bitos. Além disso, muitos agentes antitumorais estdo perdendo a eficicia devido a
complexidade dos tumores e a alta resisténcia do organismo humano a farmacos. Neste
contexto, esta pesquisa tem como objetivo a sintese e o crescimento do cristal terndrio de 1,10-
fenantrolina e 1-valina complexado com cobre (II), assim como o estudo das propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas tendo em vista a aplicagdo em atividade antitumoral. Para o
processo de cristalizacao utilizou-se o método da evaporacao lenta do solvente para a obtengao
do s6lido cristalino que cresceu em 15 dias. O cristal foi caracterizado pelas técnicas de difracao
de raios X (DRX) com o refinamento Rietveld, Espectroscopia na Regido do Ultravioleta
Visivel (UV-Vis), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR),
Espectroscopia Raman, Andlise Termogravimétrica (TG), Anélise Térmica Diferencial (DTA),
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Teste de Solubilidade e Avaliacdo da atividade
antitumoral in vitro. Conforme a andlise Optica UV-Vis, verificou-se que o pH ideal para a
cristalizacdo da amostra € 8.98. Através da DRX em temperatura ambiente (25 °C/ 298 K),
verificou-se que o monocristal apresenta estrutura triclinica com grupo espacial P1, contendo 2
moléculas por célula unitdria (Z=2) e os seguintes parametros de rede: a= 7,173 (4) A, b=
11,967 (9) A e c= 12,279 (1) A e os angulos a= 68,290 (8)°, B= 77,810 (8)° e y= 83,661 (7)°.
Os espectros de FT-IR e Raman evidenciaram a complexacgio do fon Cu** com as moléculas
organicas. Observou-se através das técnicas termoanaliticas que a transformacao de fase ocorre
entre 50°C a 70°C por intermédio da desidratacio do material. A DRX em funcdo da
temperatura (27°C a 232°C) comprovou que € irreversivel a transformacao de fase do material
da sua forma hidratada para a forma anidra. Utilizou-se o método Le Bail para refinamento de
estrutura possibilitando-se a determinacdo estrutural desta nova fase, com os seguintes
pardmetros de rede: a= 12,379(9) A, b= 11,513(8) A, c= 7,039(5) A, 0=93,678(1)°, B=
108,598(2)°,y=111,767(1)° °, e estrutura triclinica P1.0 perfil de solubilidade aquosa do cristal
terndrio mostrou-se ser adequado para materiais com propriedade antitumoral, atingindo 14,960
mg/ml em 240 min. Confirmou-se por meio de testes citotoxicos a atividade antitumoral do
complexo de 1,10-Fenantrolina e L-valina complexado ao cobre (II) utilizando a linhagem
celular tumoral PC-3, apresentando uma ICso= 2,7 pM superior ao do agente antineoplasicos
Docetaxel (ICs0= 4,38 pM).

Palavras-chave: Cobre. Cancer. Cristal. Atividade Antitumoral.
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ABSTRACT

Metal complexes have been notorious in the scientific community; complexes with transition
metals such as copper have shown impressive results due to their significant pharmacological
properties, especially in cancer treatment. This neoplasm has been a global problem since it has
been the pathology in most frequent causes of deaths; in addition, many antitumor agents are
losing their effectiveness due to the complexity of the tumors and the high resistance of the
human organism to drugs. In this context, this research aims to synthesize and study the
physicochemical and biological properties of the ternary crystal of 1.10-phenanthroline and 1-
valine complexed copper (II) aiming its application in antitumor activity. The crystalline solid
was synthesized by a slow evaporation solvent method for 15 days. The crystal was
characterized by X-ray diffraction (XRD) with Rietveld refinement, Visible Ultraviolet Region
(UV-Vis), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Raman Spectroscopy,
Thermogravimetric Analysis (TG), Differential Thermal Analysis (DTA), Differential
Scanning Calorimetry (DSC), solubility test and in vitro antitumor activity evaluation.
According to the UV-Vis optical analysis, the ideal pH for crystallization of the sample is 8.98.
Through XRD at room temperature (25° C / 298 K), the monocrystal has a triclinic structure
with a space group P1, containing 2 molecules per unit cell (Z = 2) and lattice parameters: a =
7.173 (4) A, b=11.967 (9) A and ¢ = 12.279 (1) A and the angles .= 68.290 (8) °, p = 77.810
(8) ° and y = 83.661 (7) °. FT-IR and Raman spectra reveal Cu?* ion complexation with the
organic molecules. The thermoanalytical techniques showed that the phase transformation
occurs between 50°C to 70°C through the dehydration of the material. The XRD as a function
of temperature (27°C to 232°C) proved that the phase transformation of the material from the
hydrated form to the anhydrous form is irreversible. The Le Bail method was used to refine the
structure, which enabled the structural determination of this new phase, the lattice parameters:
a=12379 (9) A, b=11,513 (8) A, c = 7,039 (5) A, = 93,678 (1) °, p = 108,598 (2) °, y =
111,767 (1) °°, and P1 triclinic structure. The solubility profile of the ternary crystal proved to
be suitable for materials with anti-tumor properties, reaching 14,960 mg/ml in 240 min. The
antitumor activity of the complex of 1.10-Phenanthroline and L-valine complexed Copper (II)
was confirmed by means of cytotoxic tests using the tumor cell line PC-3. It showed ICs0= 2.7
uM, better result compared to the Docetaxel antineoplastic agent (ICso = 4.38 uM).

Keywords: Copper. Cancer. Crystal. Antitumor activity.
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1. INTRODUCAO

Os metais e complexos metalicos t€ém sido muito estudados nas ultimas cinco décadas,
embora a quimica medicinal seja majoritariamente baseada em produtos naturais € compostos
organicos. Muitas pesquisas t€ém identificado que eles possuem um notdvel comportamento na
drea farmacoldgica e da quimica moderna como agentes de diagndsticos e quimioterdpicos [1—
7].

Um dos primeiros complexos metdlicos a serem utilizados na area oncoldgica foi a
cisplatina na década de 60. Este material teve excelentes resultados, tornando-se responsavel
pela cura de mais de 90% dos casos de cancer, como colo do utero, mama, cabeca, pescogo,
linfomas e melanoma [8,9]. Este potencial propiciou o interesse e novos estudos no tratamento
de cancer com o uso de compostos terndrios organometalicos [10—-12].

O cancer é uma doenca em que as células defeituosas se fragmentam e crescem
descontroladamente, destruindo os tecidos do corpo humano. Além disso, podem-se espalhar
pelo organismo por meio de metastase, em que os corpusculos crescem e invadem os sistemas
celulares. Este alastramento anormal é chamado de neoplasia, uma vez que as células
cancerigenas tendem a desenvolver tumores malignos, causando grandes danos a satude [9].
Apesar do crescente aumento de pesquisas e estudos, poucos tratamentos sao eficazes, visto
que os medicamentos usados como agentes neopldsicos utilizados para a apoptose celular
cancerigena afetam, também, as células sadias [10—14].

Por esta razao, ha muitos estudos sobre a molécula de dcido desoxirribonucleico (DNA)
com o objetivo de produzir novos materiais eficazes contra os tumores malignos. Entre essas
pesquisas, os fons metélicos t€ém apresentado forte interacdo com a estrutura do DNA pela sua
caracteristica de receber elétrons. Devido a isso, essa intera¢do pode contribuir para a formacao
de complexos da estrutura do DNA com o metal, possibilitando a neutralizacdo de possiveis
tumores decorrentes da descontrolada replicagdo celular. Com isso, muitos cientistas t€m
buscado desenvolver materiais atoxicos para o organismo a base de metais visando o uso em
atividade antitumoral [14-16].

Os complexos de cobre (II) possuem muitas propriedades importantes, pois além de
fazer ligacdes com a molécula de DNA, o material também apresenta propriedades
antitumorais, visto que indmeras enzimas, proteinas e aminoécidos presentes no organismo sao

dependentes deste metal. Além disto, o cobre é de extrema importancia por se tratar do terceiro
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metal em maior quantidade nos seres humanos, influenciando no funcionamento biolégico,
estrutural e funcional nos seres vivo [7,17,18].

Além disso, este fon metdlico quando complexado com diferentes ligantes pode
propriedades apoptéticas. Pois além de melhorar a atividade bioldgica dos ligantes, complexos
de cobre proporcionam melhoria nas propriedades antidcidas, inflamatdrias, antiviral,
antitumoral, entre outras [19-21].

O complexo de coordenagdo de fons metélicos com ligantes nitrogenados, como a 1,10-
fenantrolina, exibem propriedades farmacoldgicas. Este composto funciona como quelante para
o cobre e, com isso, pode promover processos antioxidantes e oxidativos [22]. Os complexos
metdlicos podem, também, interagir com proteinas e &4cidos nucleicos (DNA) quando
complexados com aminoécidos, ja que os residuos de arginina, cisteina, glicina, histidina, lisina
e prolina s@o os principais alvos dos metais de transi¢cdo em biomoléculas [23].

Cristais de 1,10-fenantrolina e I-valina complexados com Cobre (II) foi sintetizado pela
primeira vez por Le et al em 2005 [24]. Entretanto, o estudo teve como objetivo apenas a
determinagdo estrutural desses cristais. Devido ao interesse neste material para atividade
antitumoral e a escassez de estudos de suas propriedades reportados na literatura, este trabalho
visa sintetizar e caracterizar os cristais de 1,10-fenantrolina e I-valina complexados com Cobre
(I) com o objetivo de estudar suas propriedades estruturais, Opticas, térmicas, elétricas,
vibracionais e magnéticas, bem como avaliar possiveis aplicacdes antitumorais no PC-3.

Assim, os resultados a serem encontrados por meio desta pesquisa visam colaborar para
uma melhor compreensdo das possiveis interagdes dos compostos organometalicos com a
molécula de DNA, além de verificar por meio de suas propriedades sua possivel aplicacdo para
0 uso como antitumorais. Em decorréncia da inovacao do tema, o trabalho se torna ainda mais

relevante, podendo ser de grande impacto na drea oncoldgica e da ci€ncia de materiais.

16



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer

O cancer é um termo comumente utilizado para classificar as mais de 200 doencas na
qual ha proliferacdes celulares anormais e descontroladas. Este comportamento de crescimento
anormal denomina-se neoplasia e pode resultar na formagao de tumores malignos [25,26]

Os tumores podem ser benignos ou malignos, apesar de terem uma massa celular similar
aos tecidos corporais, eles divergem uns dos outros. Embora o tumor benigno possua
irregularidade no crescimento de células diferenciadas, essa patologia ndo causa altos riscos
para a vida humana, uma vez que as células sdo incapazes de realizar metéstase e a
multiplicacdo celular € vagarosa. Outra diferenca € que o nucleo celular permanece igual as das
células normais, ao contrario dos tumores malignos que possuem forma e tamanho irregular
[11,27,28].

De acordo com Organizacao mundial da Saide (OMS) cerca de 19,3 milhdes de novos
casos de cancer foram registrados no mundo em 2020, sendo que desses, mais de 9,96 milhdes
de pessoas vieram a Obito, estimam-se que em 2040 o ndimero de mortos em razdo dessa
neoplasia pode chegar a mais de 16,3 milhdes. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer
(INCA) afirmou que os casos de 6bitos no Brasil em 2018 foram mais de 220 mil mortes, como
pode-se observar nas Figuras 1 e 2 a mortalidade de acordo com o sexo, sendo que os canceres
de mama, prostata, traqueia, bronquio, pulmao, célon e reto como localiza¢do primdria com os
maiores indices. Ainda estimou-se que em 2020 o nimero de novos casos de neoplasias
ultrapasse os 600 mil no Brasil [25,29].

Em decorréncia aos alarmantes nimeros em escala mundial, cientistas e oncologistas
tém procurado encontrar tratamentos mais eficazes para combater essa neoplastia, visto que os
existentes ndao sdo muito eficientes. H4 algumas técnicas e tratamentos que podem ajudar a
prolongar a vida do paciente caso seja detectada no estdgio inicial da doenga, como cirurgias,
quimioterapias, radioterapias e transplantes. Sendo que desses o mais utilizado € a
quimioterapia, que consiste no uso de firmacos que podem inibir, retardar ou reter o
crescimento das células cancerigenas que causam os tumores. Embora a quimioterapia tenha
esse efeito, ela ndo atinge apenas as células anormais, mas também lesionam as células sadias,
resultando em indmeros efeitos colaterais como: queda de cabelo, vOmitos, nduseas, dentre

outros [15,16,30,31].
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Figura 1- Taxa de mortalidade de 2018 dos principais tipos de cancer no Brasil (Homens)
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Figura 2- Taxa de mortalidade de 2018 dos principais tipos de cancer no Brasil (Mulheres)

O outro agravante no tratamento, € que o uso didrio dos fairmacos faz com que as células
cancerigenas criem resisténcia a esses medicamentos. Devido a isso, cresce ainda mais a
necessidade de se encontrar novas drogas mais eficazes e menos agressivas e toxicas ao

organismo, melhorando a qualidade de vida dos pacientes [3]
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2.2  Limitacoes da quimioterapia

A quimioterapia com o uso de agentes antineoplasicos citotoxicos ainda é uma estratégia
importante no tratamento de pacientes com tumores malignos. Grande parte das interacdes
farmacocinéticas de drogas envolvem o metabolismo e/ou transporte de drogas como base
mecanistica e para que ocorra uma boa interacdo entre essas enzimas € OS agentes
antineoplésicos. Além disso, ha diversas especificacdes que devem ser consideradas para a
aplicacdo os compostos citotoxicos [32].

Os quimioterdpicos podem ser administrados por via oral (na forma de comprimidos,
capsulas ou liquidos), intravenosa (injetados na corrente sanguinea), intramuscular (injetado no
musculo), subcutanea (sob a pele), intracraneal (injetado na espinha dorsal) ou uso tépico [25].
E importante ressaltar que os agentes quimioterdpicos devem ser atéxicos, mas essa
especificacdo ndo deve interferir ou reduzir na sua atividade apoptética. Com isso, € necessario
que haja um equilibrio entre a tenacidade das células cancerigenas e os fairmacos com menor
efeito colateral possivel nos pacientes [31].

Os medicamentos quimioterdpicos tém apresentado resultados eficazes ao combater as
células anormais, embora cause toxidade nas células sadias resultando em efeitos secundarios,
como alopecia (queda de cabelo), toxicidade gastrointestinal, reduc¢do na atividade da medula
Ossea, entre outros [32]. Um outro agravante da quimioterapia € a reducio dos seus resultados,
visto que com a frequéncia do uso dos medicamentos as células cancerigenas ficam mais
resistentes. A resisténcia pode ser inerente, onde ocorre o uso de farmacos especificos no
tratamento, ou obtida, na qual nenhum efeito ¢ apresentado na ingestdo do farmaco [33].

O mecanismo de resisténcia adquirida com o uso de farmacos na quimioterapia pode ser
classificado conforme da relacdao dose-resposta (DR) que tem quatro divisdes nos processos: 1-
Resisténcia Sensivel (RS), 2- Resisténcia Ativa (RA), 3- Resisténcia Passiva Saturdavel (RPS)
e 4- Resisténcia Passiva Nao Saturavel (RPNS) [2,34].

Além disso, alguns materiais causam a resisténcia das células cancerigenas durante o
tratamento, como os sistemas de reparacdo de DNA, fatores pré-apoptoticos, anti-apoptoticos,
bombas de efluxo de farmacos, entre outros. Ademais, o proprio organismo pode contribuir
para o ganho dessa resisténcia devido a alguns mecanismos que podem ocorrer individualmente
ou de forma simultanea na qual ocorrerd uma multirresisténcia, sendo esses o meio extracelular,

inibidores de apoptose, fluxo e direcionamento do sangue, etc [2,35,36]. Devido a isso, torna-
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se ainda mais evidente a necessidade de tratamentos mais eficazes e menos agressivos aos

pacientes [33].

2.3  Cancer de prostata

O aumento de neoplasias tem ocorrido anualmente. O cancer de préstata é o segundo
mais frequente (atrds apenas do cancer de pele ndo-melanoma), assim como o segundo que mais
causa mortes entre os homens no Brasil. Sendo que no ano de 2018, quase 16 mil pessoas
vieram a 6bito e estima-se que mais de 65 mil novos casos surgiram no ano de 2020 [25].

A prostata € uma glandula exdcrina que compde o sistema reprodutor masculino,
localiza-se antes do reto e inferiormente a bexiga, circundando parte da uretra (Figura 3). Tendo

como fungdo a produ¢do de um fluido de pH alcalino que constitui parte do sémen, o liquido

prostatico que protege, nutre e ajuda na locomocgdo dos espermatozoides (SAMPAIO, 1999).

Figura 3- Localizag¢do anatomica da préstata na pelve

Fonte: [37]

As altas taxas de mortalidade sdo preocupantes, visto que essa neoplasia é considerada
uma doencga da terceira idade, uma vez que cerca de 75% dos casos no mundo ocorrem apds 0s
65 anos. Segundo a Sociedade Brasileira de Urologia, um em cada seis homens com idade
acima de 45 anos pode ter a doenca sem o conhecimento do diagnéstico [25,38].

A maior incidéncia dos casos de cancer de prdstata se concentra nas regides menos
desenvolvidas do pais. Entretanto, isso pode estar associado a menor densidade populacional e

a precariedade e/ou distanciamento dos servigos de saude disponivel para a populacdo. Mesmo
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assim, estima-se que as taxas brutas de incidéncia estimadas para 2020 no estado do Maranhao
tenha sido 52,57 casos a cada 100 mil habitantes, o que é preocupante, uma vez que a neoplasia
afeta especificamente o sexo masculino [25,39].

A identificacdo do cancer de prdstata no estdgio inicial é uma grande dificuldade, visto
que a maioria dos casos desenvolvem de forma assintomética e com evolucao silenciosa, visto
que se desenvolve na zona periférica da prostata. Entretanto, os homens com esta neoplasia
podem apresentar disfuncdo sexual antes do diagndstico e apds cada modalidade de tratamento,
além de apresentarem outros sintomas, como perda de peso, como obstru¢do uretral com
disuria, volume de secrecdo urindria noturno maior do que o diurno, uremia, entre outros
[40,41].

O diagnéstico precoce € realizado por meio de exames periddicos de dosagem do
antigeno prostatico especifico (PSA) e do exame fisico ou toque retal da préstata. Através destes
exames € possivel indicar a existéncia da doenca, necessitando de uma ultrassonografia
transretal (USTR), podendo também ser sugerida a realizacdo da bidpsia prostética transretal.
A periodicidade do exame PSA e do toque retal ainda € motivo de discuss@o, mas sugere-se que
os testes sejam feitos anualmente entre os 50 e 80 anos [42].

O tratamento indicado para o cancer de prostata € conforme o estdgio da doenca. Para
pacientes na fase inicial com baixo risco, o mais recomendado € a e prostatectomia (cirurgia
que remove a prostata) ou de radioterapia. A terapia hormonal € a mais indicada para os casos
de risco intermedidrio, entretanto, cirurgia e radioterapia podem ser utilizadas. Ja para os
pacientes de alto risco com neoplasia disseminada, os trés tratamentos podem ser aplicados,
hormonal, prostatectomia e radioterapia. Entretanto, em alguns casos pode-se associar a

quimioterapia com a hormonioterapia para melhores resultados do tratamento [43,44].

24  Aminoacidos

Os aminodcidos sdao compostos quimicos de natureza organica presentes nas atividades
bioldgicas fundamentais. S3o as unidades bésicas da composi¢do de uma proteina, tendo papel
estrutural, catabolizante, agente imunolégico, regulador de metabolismo, entre outras funcoes.
As proteinas sdao polimeros de compostos organicos simples e macromoléculas de alto peso
molecular, essenciais para os processos vitais das células [45].

Ademais, os aminodcidos ligam-se covalentemente para a formagdo de proteinas,

formando longas cadeias ndo ramificadas, apresentam em sua estrutura um grupo bdsico amino
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(--NH2) e um grupo 4cido carboxilico (--COOH) de outro, liberando uma molécula de dgua
durante a reagdo [21]. Estes grupos, ligados a um carbono central formam o aminodcido (Figura

4).

R

Figura 4- Grupo funcional dos aminoécidos

O grupo R da cadeia varia de acordo com a acidez, forma, reatividade quimica, carga,
tamanho. E o que determina a caracteristica de determinado aminodcido, por meio dele que
diferencia um aminoécido dos restantes. A férmula geral de um aminodacido é: R — CH — NH»
— COOH. Sendo que a férmula mais simples é a da glicina: seu radical é um atomo de
hidrogénio. Seguida pela alanina na qual o grupo CHj3 substitui o 4tomo H. A terceira € a valina
que possui um grupamento R ramificado (CH-CH»-CH3), possuindo o total de cinco dtomos de
carbono na féormula [46].

Os aminodcidos formam uma estrutura cristalina quando se agregam devido a perda do
atomo de hidrogénio no grupo carboxilico em que o hidrogénio € transferido para o grupo
amino, isto ocasiona em um composto com carater de fon bipolar ou estado zwitteridnico. Além
disso, podem encontrar-se em solu¢@o na forma anidnica ou catidnica devido o pH, ou seja, o
pH em equilibrio pode ocasionar na existéncia de trés formas diferentes de aminodcidos [45—
47].

Existem em torno de 200 aminoécidos na natureza, entretanto, o organismo humano s6

consegue metabolizar 21, destes, 8 sdo essenciais (leucina, isoleucina, valina, triptofano,
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metionina, fenilalanina, treonina, lisina e histidina) e 11 ndo essenciais (alanina, arginina,
asparagina, aspartato, cisteina, glicina, glutamina, glutamato, prolina, serina, tirosina) [47].

A L-valina foi descoberta em 1856 por Von Gorup-Besanez e sintetizada em 1878 por
Shimidt e Sachiaben. A sua estrutura quimica da valina foi descrita por Emil Fischer, que
também foi responsdvel pela descoberta da forma racémica do aminoacido [48], a Figura 5
ilustra sua férmula estrutural. Além disso, a L-valina ¢ um aminodcido apolar, hidrofébico e
essencial (ou seja, ndo pode ser produzido pelo organismo humano). As principais fontes para
sua obten¢do encontram-se nas carnes, ovos, leite e derivados. Dentre suas func¢des bioldgicas
muito importantes, pode-se destacar a contribui¢do na regeneracdo de tecidos a produgdo de

tonus musculares.

Figura 5- Formula estrutural da L-valina

2.5  Crescimento de Cristais em Solucoes Aquosas

Os complexos de coordenagdo formados por moléculas organicas apresentam uma vasta
aplicacdo devido a sua potencialidade na farmacologia. As propriedades em um sistema
cristalino de determinado material apresentam-se mais eficazes quando encontram-se em

arranjos periddicos, repetidos, mostrando uma ordem de longo alcance, assim, forma um sé6lido
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com padrdo tridimensional ordenado e que ligam com atomos vizinhos em uma estrutura
cristalina. Sendo que estes sao denominados de s6lidos cristalinos e os padrdes de repeti¢do sdao
as células unitdrias, quando essa extensao se localiza em toda a amostra, esse material € definido
como monocristal [49-52].

Embora possam ser sintetizados em laboratério, os monocristais também podem ser
encontrados na natureza, como o diamante, forma alotrépica do carbono. Para sintetizar os
monocristais é necessario de um amplo conhecimento na escolha do solvente, o pH ideal,
ambiente de crescimento controlado, e outras caracteristicas especificas que devem ser seguidas
[53,54].

O crescimento de cristais a partir de uma solugdo acontece em duas etapas: inicialmente
ocorre a apos a formacao de um nucleo cristalino formando uma fase estdvel, dentro da solucdo
supersaturada instavel, denominada “fase mae”; na segunda fase ocorre o crescimento do
nucleo, na qual os aglomerados crescerdo ordenadamente em trés dimensdes formando uma
rede cristalina sélida estdvel [20,55]. A Figura 6 apresenta este segmento. O tempo de
crescimento na sintese de cristais dependera da técnica utilizada, podendo variar de minutos a

meses [51].

Nucleacao

7N

Primaria Secundaria

S . (Induzida por cristais)

Homogénea  Heterogénea

(Processo espontineo) (Impurezas)

Figura 6- Segmentos do processo de nucleagdo para cristais

Adaptado da Referéncia [55].

Durante o crescimento de cristais por evaporagdo lenta do solvente, as moléculas e/ou
os fons alcancam o estado de supersaturacao em razao do solvente ser de facil volatizacdo. Isso
ocorre devido a pressdo de vapor do solvente ser mais elevada que a do soluto. Além disso, o
sistema serd inteiramente afetado pelos fatores termodindmicos ocasionando o aparecimento de

uma nova fase sélida (cristalina) que terd uma energia mais estdvel que a fase inicial [20,55].
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Pode-se observar na Figura 7 o comportamento de uma substincia em trés regides
tipicas que sdo encontradas em solucido aquosa para o crescimento de cristais. Sendo que a
regido o ¢ delimitada pela curva de supersaturacdo, sendo mais propensa a nucleagao do cristal.
A érea P, a zona metaestdvel, situada entre a regido de supersaturacdo e instauracdo. Nesta
regido sé serd possivel o crescimento do cristal através da adi¢do de semente. J& na regido y nao

existird pontos para ocorrer a nucleagdo, pois a solugdo estd na forma estavel [55].
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Figura 7- Curva de solubilidade de uma substancia hipotética

Fonte: Proprio autor.

Com base no grafico hipotético da Figura 7, o ponto A estd na regido de insaturacdo, ou
seja, ndo contribui para a formagao dos primeiros nicleos; o ponto B estd na curva de saturacao,
com isso, ndo favorece o processo de cristalizacdo por causa da estabilidade da solucdo; ja o
ponto C apresenta condi¢des mais favoraveis a formagao de nucleos sobre a semente adicionada
por estar na zona metaestavel; por fim, o ponto D € extremamente instdvel e isso favorece a

nucleacdo e a formacao do cristal.

2.6  Uso de complexos cristalinos como antitumoral

A quimica inorginica medicinal € realizada ha cerca de 5000 anos. Desde 3000 aC o
cobre ja era utilizado para esterilizar a dgua pelos egipcios, além disso, por volta de 1500 aC,
eles ja faziam uso de varios remédios com ferro. Sendo que nesta mesma época, o zinco foi
descoberto como um bom cicatrizante de feridas. Ademais, cerca de 3500 anos atras, China e

Arébia usavam o ouro em uma variedade de medicamentos mesmo sem ter suas atividades
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medicinais conhecidas. J4 na Europa na época renascentista, o cloreto de mercurio era utilizado
como diurético. Entretanto, apenas nos udltimos 100 anos que os compostos inorganicos
passaram a se desenvolver de forma racional na atividade medicinal, iniciando com o uso do
dicianoaurato de potdssio K [Au (CN):] no inicio dos anos 90 para o tratamento da tuberculose,
além do uso de sais de ouro com atividade antibacteriana e compostos de antimOnio para a
leishmaniose [56,57].

A utilizacao de complexos metdlicos no tratamento de doencas se intensificou durante
a primeira guerra mundial, visto que o uso do gis mostarda (1,1 tio-bis-2-cloroetano) foi
detectado como citotoxico, resultando um marco para o inicio da quimioterapia e,
posteriormente, para a sintetizacdo do composto terndrio cisdiaminodicloroplatina II (cis-
platina) e seus derivados [47,56].

Na década de 60, Rosenberg e Van Camp confirmaram as propriedades antitumorais do
complexo cis-platina. Apds esta descoberta, intimeros estudos foram realizados com os
complexos metdlicos para verificar seus beneficios, para verificar sua interacdo com o DNA,
boa variabilidade estrutural, alta solubilidade e propriedades de redox [7,57].

Um dos metais estudados pelos pesquisadores para a aplicagdo antitumoral é o Cobre.
Este ¢ um dos poucos metais que s@o encontrados puros na natureza e a sua aplicacdo esta
relacionada com a capacidade de interconversdo do Cu'* (estado reduzido) entre seus estados
de oxidagdio Cu** e Cu’*, no entanto existem poucos exemplos deste. Além disso, o cobre é o
terceiro metal em maior quantidade no organismo humano, atrds apenas do ferro e do zinco,
contribuindo na composic¢do e atividade tanto de enzimas e proteinas, sendo assim, essencial
para o funcionamento do organismo. Ademais, as formas Cu'* e Cu?* sio fortemente ligadas a
moléculas bioldgicas [58] apresentando ac¢des associadas ao transporte de elétrons, ativacdo do
oxigénio, metabolismo energético, respiracdo e sintese de DNA nas células [26].

Além da importancia biolégica, o Cu?* tem a capacidade de formar complexos. Estudos
mostram que este pode apresentar diferentes conformacdes estruturais, além de gerar
reatividades referente a formacdo de espécies reativas de oxigénio, impulsionando o estresse
oxidativo nas células e danos oxidativos em diferentes biomoléculas (DNA, proteinas e
acucares). [59]. Atualmente, estes compostos representam uma alternativa promissora aos
compostos de platina como droga antitumoral, vista que estes podem causar a morte de células

cancerigenas e, devido o cobre ser um elemento essencial, existem mecanismos naturais para a

26



sua absorc¢do, distribui¢do e eliminag@o ja conhecidos, o que ndo ocorre com a platina [60].
Como, por exemplo, os complexos de cobre com o ligante 1,10-fenantrolina.

A 1,10-fenantrolina é um composto heterociclico policondensado da classe dos agentes
quelantes pertencente a familia dos ligantes a,0’-diiminas. Sua forca como ligante pela
perspectiva eletronica ocorre devido sua habilidade como aceptor pi de elétrons que ¢é
responsavel pela forca da ligagdo com o metal, contribuindo entropicamente para a formacao
dos complexos. Muitos complexos de cobre sdo relatados na literatura capazes de clivar o DNA,
como por exemplo os compostos [Cu(o-phen):]*, [Cu(dmphen)(gly)(NO3)(H20)] e
[Cu(nphen)(gly)(H20)], que apresentam-se ser alternativas promissoras para aplicacdes em
antitumorais [61,62].

Nesta trabalho, o cristal terndrio [Cu(H20)(L-val)(phen)]Cl H2O serd avaliado quanto

as suas propriedades antitumorais.

2.7  Técnicas de Caracterizacao
2.7.1 Difracao de Raios X (DRX)

Até o inicio do século XX a periodicidade da rede cristalina era desconhecida. O
primeiro a demonstra-la foi Max Von Laue em 1912 por meio dos raios X, utilizando em seu
experimento um cristal de sulfato de cobre hidratado, observou-se uma elevada resolucdo e
precisdo através da técnica de Difracdo de Raios X (DRX). A difragdo é um fendmeno
ondulatério que acontece quando uma ou mais ondas passam por orificios, fendas, assim como
pequenos obstaculos, em que as dimensdes sdo de mesma ordem de grandeza do comprimento
de onda da radiacdo eletromagnética incidente [49,54,63].

Os comprimentos de onda dos raios-X estdo entre a radiagdo y e ultravioleta, variando
entre ~0,1 a ~100 A, entretanto, alguns comprimentos de onda sdo alterados entre ~0,5 a ~2,5
Aem alguns estudos cristalograficos, devido a menores distancias interatdmicas observadas em
cristais organicos e inorganicos. Os laboratdrios de raios-X tém a capacidade de produzir
facilmente esses comprimentos de onda nos tubos pela facilidade de serem acomodados em
todos os ambientes, além de possuirem menor custo em comparacdo a fonte de luz sincrotron
[63]. As cavidades do tubo de raios-X possuem dois eletrodos lacrados nas extremidades de
uma ampola de vidro a vacuo. Onde o citodo € geralmente formado uma liga de tungsténio que
quando € aquecido libera elétrons, em decorréncia do efeito termidnico. Ja o &nodo é composto

por uma placa metélica que € atingida pelos elétrons da liga de tungsténio [54,63,64].

27



A diferenca de potencial ocasionara a aceleracdo dos elétrons, gerando uma colisdo dos
elétrons com o anodo entre os dois eletrodos. A colisdo dos elétrons com o alvo faz com que
gere vacancias nos elétrons das camadas mais internas do anddo. Ocasionando no decaimento
dos 16 elétrons das camadas mais externas para ocupar as lacunas, formando raios-X.
Entretanto, pouca radiacdo serd convertida em raios X, visto que cerca de 99% da energia
cinética € convertida em calor [64].

A estrutura ordenada de um cristal evidencia a natureza ondulatéria dos raios X. Neste
contexto, William Henry Bragg e seu filho William Laurence Bragg estudaram o fendmeno que
anteriormente observado por Laue, rendendo-lhes um Nobel em fisica em 1915 por deduzirem
a equacdo conhecida por Lei de Bragg [65,66].

De acordo com Henry Bragg e Laurence Bragg, quando raio X incide sobre um material
s6lido cristalino, sdo gerados feixes difratados com reflexdo especular com planos paralelos do
cristal que estdo associados com a interac@o entre a radiacdo incidente aos elétrons e/ou fons
presentes na amostra. Todos os planos presentes na amostra podem se difratar, no entanto, s
ocorrerd difracdo nos planos que contribuirem para que as ondas incidentes tenham

interferéncia construtiva.[67,68] (Figura 8).

Figura 8- Representagdo da Difracdo de Raios X por meio de um cristal.

Fonte: Adaptado [55]

A Figura 8 mostra trés planos formados por dtomos em paralelo representados pelas

linhas horizontais AA’ e B-B’ se encontram separadas por um espacamento interplanar (dhkl),
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onde apresentam indices de Miller (hkl). O feixe de raios X incidente (1 e 2) € monocromético
e possui comprimento de onda A, que ao incidir sobre os planos (A-A’ e B-B’) difrata-se em
fase (1’ e 2’), formando um angulo 6. Os raios 1 e 2 sdo dispersados pelos atomos P e Q, e a
diferenca da trajetéria das ondas 1-P-1" e 2-Q-2’ [33] ¢ igual a:

SQ + QT = dyy senb + dpy,; senb = 2dy;,; send (1)

As duas ondas difratadas (1’ e 2’) estdo em fase, proporcionando uma interferéncia

construtiva ao somar suas amplitudes para ocorrer a difracdo. Se a diferencga entre os caminhos

@ + W resultar em nimero inteiro n de comprimentos de onda da radiacdo incidente, a Lei
de Bragg sera satisfeita [69].
nAd = 2dpysenf (2)

A técnica de difracdo de raios X pelo método do pé € geralmente utilizada para
caracterizar materiais policristalinos, onde sdo pulverizados em pequenos cristalitos
distribuidos aleatoriamente, com isso, garante que todos os planos do cristal sejam favorecidos
na medida do difratdbmetro. A amostra estard orientada a um angulo 6 em relagdo ao feixe de
raios X e com angulo 20 em relagdo ao detector, satisfazendo a lei de Bragg [23,67,70].

Os difratogramas obtidos através das medidas de difracdo podem obter maior validade
quando sucedidos por tratamentos matematicos, como o método Rietveld e o método Le Bail

[71,72].

2.7.1.1 Método de Rietveld

O método matemaético para refinamento de estruturas cristalinas foi desenvolvido por
Hugo Rietveld, denominado- Método de Rietvelt. A técnica proporciona uma vasta variedade
de informacdes estruturais da amostra analisada, tais como: parametros de rede, estequiometria
do sistema, nimeros de dtomos por célula unitdria, coordenadas atdomicas, entre outras. A
técnica consiste em minimizar a diferenca entre o difratograma experimental com o
difratograma calculado (tedrico) utilizando parametros j4 estabelecidos e dispostos na literatura
[73,74].

O método é fundamentado pelos conceitos do método dos minimos quadrados para se
obter o melhor ajuste possivel entre os difratogramas, realizando os ajustes mais adequado
possivel para aproximar as intensidades dos picos observados experimentalmente e no padrao

calculado [73,75], conforme a Equagdo 3:
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Sy = XiwiWio = Yic)? 3)
Sendo que wi=1/yi», ¥;, = intensidade observada no i-ésimo passo e y;. = intensidade
calculada no i-ésimo passo.
Para o refinamento ser considerado bom, os graficos das intensidades do difratograma
calculado precisam se sobrepor as intensidades do difratograma experimental, de tal maneira
que a linha da diferencga existente entre eles seja quase a uma reta [73]. As seguintes equagdes

definem a qualidade do refinamento:

R —perfil = R, :M @
yio
— Zwi(yio_yic)z

R — ponderado = R ()

wp 2
Z Wi Yio

R — esperado = R, = /% (6)
Wi yio

Neste caso, N significa o nimero de pontos experimentais, e P correlaciona o nimero
de parametros ajustados.

Dos vérios parametros utilizados para verificar a qualidade do perfil do refinamento, o
R,,, € estatisticamente considerado como o mais significativo, visto que conforme realiza-se o
refinamento o progresso do tratamento de dados que deve ser minimizado. Além disso, a
porcentagem do R,,, deve ser inferior a 10% para o refinamento ser considerado satisfatorio
[76]. Entretanto, o parametro Goodness-of-fit (GOF) também € bastante utilizado para definir
a qualidade do perfil de refinamento, representa matematicamente a razao entre o Ry, € 0 Reyp
(Equagdo 7)

Goodness — of — fit = GOF =S = :Lp (7

ewp

O valor do GOF devera estar entre 1 a 1,5 para refinamentos com boa qualidade,
entretanto, também sdo considerdveis aceitaveis valor até 4 para ajustes nos difratogramas [76—

78].
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2.7.1.2 Método Le Bail

O método Le Bail foi desenvolvido em 1988 por Armel Le Bail, com o objetivo de
ajustar o padrao de difrac@o calculado ao observado sem a utilizacdo de um modelo estrutural
[79,80].

O fator estrutural € alcancado através das intensidades observadas no padrdo de difracdo
com diversos ciclos de minimos quadrados aplicados aos dados, depois de eliminar a radiacao
de fundo. A estrutura é extraida por meio de uma técnica de decomposi¢ao usada no método
Rietveld, onde em todos os pontos as intensidades observadas no padrao de difracdo em p6 sdo
divididas em distintas reflexdes harmonicas as intensidades calculadas [77,80].

Utiliza-se o método Le Bail para regular os padrdes de difracdo quando se tem
conhecimento dos parametros de rede e o grupo espacial de simetria, entretanto sem que haja
posicdes atdmicas e o modelo estrutural de um determinado material [80]. O seu principal
objetivo € a capacidade de formar um conjunto de intensidades integradas que sao utilizadas
para resolver estruturas de materiais desconhecidos. Ressalta-se ainda que s6 apresenta variagao
com a minimizagao dos quadrados os pardmetros da célula unitdria, comprimento e as formas
dos picos, entretanto é uma técnica que necessita de mais ciclos de interagdo que o método
Rietveld [78].

O que diferencia o método Le Bail e o método de Rietveld, é que no método de Rietveld
as intensidades sdo calculadas a partir de um modelo da estrutura cristalina, enquanto no método
Le Bail utiliza-se as intensidades observadas no padrao de difragcdo medido [76,77].

Inicialmente, no método Le Bail, todos os valores das intensidades calculadas sao
fixados arbitrariamente, e ndo depende do niimero de reflexdes ao fazer a andlise do nimero de
varidveis livres pelos minimos quadrados na decomposi¢ao dos dados, além disso, refina-se a
cada ciclo as fungdes de perfil e os parametros de rede [80].

Atualmente ha disponiveis diversos software que fazem a deconvolucio do padrio de
difracdo, também definem as intensidades individuais e fatores estruturais analisados em todas

as reflexdes possiveis, como: FullProf, GSAS, dentre outros [63].

2.7.2 Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
O estudo é fundamentado na determinacdo da absorcdo de luz em uma amostra no
intervalo de comprimentos de onda de 200 a 800 nm. A Tabela 1 apresenta a classificacdo das

regides com respeito aos espectros, assim como as energias correspondentes a esta faixa [81].
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Tabela 1- Regido do Ultravioleta-Visivel

Regiao Comprimentos de Onda (nm) Energia (k.cal.mol™!)
Ultravioleta 200 a 400 150a 72
Visivel 400 a 800 72 a 36

A energia absorvida pela amostra é quantizada na espectroscopia UV-Vis, ocasionando
sobreposicao da absorcao eletronica a subniveis rotacionais e vibracionais, com isso, 0 espectro
UV-Vis possui aspecto de uma larga banda. As principais particularidades das bandas de
absor¢do sdo: posi¢do e intensidade, o comprimento de onda da radiacdo localiza-se no
baricentro de absor¢do, uma vez que a energia € equivalente a necessdria para ocorrer a
transi¢do. Além disso, a intensidade € depende da interagdo entre a energia incidente e o sistema
eletrénico [82].

Na regido do ultravioleta sdo utilizadas células de quartzo para determinar a luz
absorvida/transmitida, ja que nesta faixa do espectro estas nao absorvem radiag¢do. Fétons com
energias sdo incluidos nas radiacdes nesta zona, pois podem ocasionar transi¢coes de elétrons de
valéncia. Este processo estd relacionado a estrutura das moléculas absorventes. A quantidade
de fétons absorvidos serd equivalente ao nimero de centros absorventes localizados pela
radiacdo durante o percurso mediante a solugdo [82].

A lei de Lambert-Berr fundamenta a absor¢do da luz em funcao da espessura do meio,
relacionando a absorbancia/transmitincia dos eletrolitos presentes na solugdo reacional [83,84].
Ela associa a intensidade da luz incidindo na solucdo (ly), e a intensidade da luz saindo da

solucdo (1) (Equacao 8):

@= =
log O A = Ecl (8)

Onde:

A= Absorbancia

€ = Absortividade Molar

¢ = Concentragdo do Soluto

[ = Espessura do compartimento da amostra por onde a luz atravessa

A determinacdo da luz que a amostra absorveu € o cdlculo mais importante, ja que em
compostos organicos que apresentam ligacdes simples, a absor¢do é muito forte na regiao do

ultravioleta distante, assim como os compostos que possuem ligacdes conjugadas que realizam
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absor¢do em maiores comprimentos de onda. Ressalta-se que quanto maior for o sistema
conjugado, mais longo serd os comprimentos de onda absorvidos, com isso pode-se chegar a
regido do visivel [83].

O espectrofotdbmetro € o instrumento utilizado nas medidas de radiacdes
eletromagnéticas emitidas ou absorvidas por um material, responsdvel por registrar dados de
absorbancia/transmitancia em funcdo do comprimento de onda. Conforme o dado registrado
pelo equipamento, gera-se um espectro de absorcdo/transmissdo caracteristico para cada
espécie quimica [84].

A escolha da radiacdo monocromdtica € uma importante caracteristica dos
espectrofotdmetros, visto que permite determinar variadas quantitativas rigidas pelo principio
de Lambert-Beer. Na regido UV-Vis utiliza-se alguns instrumentos especificos, como
componentes 6ticos de quartzo e detectores altamente sensiveis que tenham a capacidade de
detectar radiacdes neste meio espectral em que o instrumento opera. Os espectrofotdometros
geralmente sdo formados por cinco constituintes principais: detectores de sinal, indicadores de

sinal, fontes de radia¢do, monocromador e recipientes para conter solucoes [82].

2.7.3 Analises Térmicas

As técnicas andlises térmicas sdo fundamentais para compreender o comportamento
fisico-quimico quando um material é submetido a uma variagdo de temperatura [85]. Nesta
secdo apresenta os fundamentos das técnicas relacionadas ao estudo das andlises térmicas

utilizadas nesta pesquisa.

2.7.3.1 Andlise Termogravimétrica (TG)

A termogravimetria ou andlise termogravimétrica é uma técnica termoanalitica que se
fundamenta no estudo da variacdo mdssica apresentada pela amostra em fun¢do da temperatura
ou do tempo, pode estar associado a eventos fisicos e/ou quimicos conforme as caracteristicas
do material. Além disso, os dados do material podem ser influenciados por alguns fatores, como
um programa de controle de temperatura, fatores instrumentais ou fatores ligados diretamente
as caracteristicas da amostra [85,86].

Dentre os fatores relacionados as caracteristicas da amostra: (1) Quantidade de amostra;
(2) Natureza da amostra; (3) Calor de reacdo; (4) Solubilidade dos gases liberados na amostra;
(5) Condutividade térmica; (6) Compactagao da amostra. Estes efeitos ndo devem ser ignorados

para que ocorra dados precisos a partir das curvas TG. Necessita-se de muita atencao e cautela
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do analista no pré tratamento e preparo do material com intuito de extinguir estes erros [86—
88].

A temperatura inicial do fendmeno € referente a temperatura que principia a perda de
massa da amostra, ou seja, ponto que o material apresenta instabilidade e liberacdo de
substancias voldteis. O inicio deste evento térmico denomina-se de temperatura onset (Tonser), €
o evento final de temperatura endset (Tenaser). O centro no pico da curva TG, inflexao na curva,
€ quando a massa da amostra varia de forma mais rapida [85,87].

Como representado na Figura 9, as mudancas na curva TG em relagdo ao eixo das
ordenadas, € referente as variacdes de massa relacionados a amostra. Isto permite a obten¢do
dos dados que posteriormente sdo utilizados em tratamentos matematicos. Através da TG é
possivel reproduzir e a adquirir resultados que podem ser utilizados com finalidade quantitativa
e qualitativa, sendo estes dados reprodutiveis. Além disso, o uso desta técnica pode ajudar no
controle da qualidade de medicamentos, melhorar produtos e analisar a decomposicdo térmica

de substancias [85—88].

Razao de
Aquecimento
(k/min)

Perda de Massa (%)

Figura 9- Representagdo da Curva TG.

2.7.3.2 Andlise Térmica Diferencial (DTA)

A andlise térmica diferencial (DTA) é uma técnica termoanalitica que mede a diferenca
de temperatura entre o material analisado e uma substancia termicamente inerte tomado como
referéncia. Utiliza-se um analisador térmico diferencial em ambos serdo aquecidos e/ou

resfriados em um programa de temperatura controlada [85]. As curvas de DTA sdo diferenciais,
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visto que apresentam a diferenca entre a temperatura de referéncia (T:) e da amostra analisada
(Ta), configurado pela equagdo simples T; — Ta = AT, sendo que o aquecimento e arrefecimento
ocorrem de forma linear (dT/dt = Cte) [89].

As curvas de DTA podem apresentar eventos endotérmicos e exotérmicos. Conforme a
configuracdo do equipamento esses eventos podem surgir picos para cima indicando um evento
exotérmico e picos para baixo referentes a eventos endotérmicos. As curvas DTA apresentam
dados tanto referentes a alteracdes fisicas como reacdes quimicas, a Figura 10 apresenta alguns

eventos que podem surgir relacionados a DTA [22,85].
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Figura 10- Representacéo da Curva DTA.
Fonte: Adaptado de [90].

As transi¢Oes ocasionam as mudancgas de temperatura em decorréncia do surgimento de
alguma alteracdo no material, seja esta fusdo, transi¢cdo de fase, oxidac¢do, decomposicio,
reacoes de desidratacdo, sublimacdo, reducdo dentre outras reacdes fisico-quimicas. Certos
eventos sdo conhecidos por gerarem respostas endotérmicas ou exotérmicas, geralmente
eventos como cristaliza¢do produz efeito exotérmico enquanto na desidratacdo causa o efeito

endotérmico [82].

2.7.3.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
A calorimetria exploratdria diferencial (DSC) pode ser definida como uma técnica para

medir a temperatura e o fluxo de calor associados com as transicdes do material analisado em
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funcdo da temperatura e do tempo. Assim como as outras técnicas termoanaliticas, o DSC
possui uma substancia de referéncia. Entretanto, este método mede a variacao da entalpia do
sistema e suas informagdes sao a respeito das mudangas fisico-quimicas do material durante os
processos de liberacdo e absor¢do de calor, assim como as mudangas na capacidade calorifica
[85,87].

A andlise de DSC exibe caracteristicas especificas das amostras, como: temperatura de
transicao vitrea, temperatura de cristalizagao, ponto de fusao, calor especifico, pureza, cinética,
oxidacdo, entre outras. Pode-se observar na Figura 11 um grifico hipotético de DSC

apresentando eventos térmicos caracteristicos dessa técnica.
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Figura 11- Representacdo da Curva DSC.
Fonte: Adaptado de [90].

Como observado na Figura 11, a alteracdo da linha de base na dire¢do endotérmica no
inicio da curva DSC, refere-se a transi¢do vitrea de um material. Enquanto os eventos
exotérmicos anteriores da temperatura de fusdo indicam um processo de cristalizacdo. A uma
temperatura especifica para uma amostra que apresenta um evento endotérmico na curva DSC,
pode devido a um evento de fusdo. Bem como um pico agudo com cardter exotérmico de

elevada intensidade remete-se a um processo de oxidagdo [90].
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2.7.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As técnicas de espectroscopia utilizam uma ou mais radiacdes eletromagnéticas
envolvendo a radiacdo ultravioleta, visivel, raios X, micro-ondas e infravermelho que sao muito
utilizadas para estudos da matéria e suas transformagdes. A interagao entre a radiacdo com a
matéria pode ocasionar transi¢des entre os niveis eletronicos nos dtomos, além de possibilitar
vibragdes moleculares e atdmicas conforme as caracteristicas da amostra [91,92].

A radiagdo infravermelha (IV) possui comprimento de onda maior que da luz visivel,
sendo invisivel ao olho nu. Além disso, referente aos aspectos atdbmicos, essa nao possui energia
necessdria para ocorrer as transicoes eletrOnicas. Entretanto, pode haver absorcdes que
provocam alteracdes nos estados vibracionais e rotacionais com respeito ao estado fundamental
[93,94]. Os principais tipos de vibragdes podem ser vistos na Figura 12.

A técnica de espectroscopia no infravermelho baseia-se na aplicacdo de um pacote de
energia que ao refletir na amostra causa interacdes que impulsionam a agitacao entre os 4tomos,
ou seja, altera os estados energéticos vibracionais. A energia que comumente utilizada nos
estudos espectroscépicos possui uma faixa de frequéncia entre 4.000 a 400 cm™'. Para ocorrer
a absor¢do, necessita-se que a frequéncia incidida seja igual a frequéncia vibracional das
ligacdes quimicas do material, portanto, variacdo no momento dipolo da molécula [92,95].

Através da andlise da radiacdo transmitida € possivel determinar a quantidade de energia
absorvida em cada frequéncia. Além disso, essa técnica € amplamente utilizada para identificar
compostos organicos e inorganicos, visto que € possivel observar bandas caracteristica de cada
vibragcdo que compde a amostra, por exemplo, banda de 4gua que apresenta forte absorcao em
frequéncias entre 3900-3200 cm™'[96].

Para determinar/atribuir a vibragdo de certo grupo funcional ndo necessita do restante
da composi¢cdo da molécula, uma vez que esta vibracdo sempre possui a mesma frequéncia
caracteristica, ou proxima. Com isso, as vibracdes podem ser classificadas em estiramentos ou

dobramentos [92,97].
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Figura 12- Movimentos vibracionais dos atomos
Fonte: Adaptado de [82].

Os estiramentos sdo movimentos de flexdes que os dtomos fazem quando estdo ligados
a um atomo central, podendo ocorrer o encurtamento ou alongamento da ligacdo. Este tipo de
vibragdo pode ocorrer em fase (simétrico) ou fora de fase (assimétrico), dependendo do
comportamento do grupo que estd vibrando. Entretanto, as posicdes dos dtomos ndo se alteram
nos desdobramentos, todavia, as vibracdes acontecem formando um eixo perpendicular no
sentido das ligacdes que podem provocar deformacgdes dentro e fora do plano, assim como
alteracdes nos angulos que existem entre os atomos (Figura 12) [96].

A técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier € uma
adequacdo da técnica convencional de espectroscopia no infravermelho, no qual € utilizado o
uso de feixes eletromagnéticos que geram interferogramas e posteriormente incidem na amostra
medindo a quantidade de feixe que foi absorvida. No interferdmetro os comprimentos de ondas
sdo detectados e medidos simultaneamente, resultando em uma técnica com maior rapidez na

coleta os dados [82,96].

2.7.5 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica vibracional fundamentada nas vibracdes dos
atomos existentes na amostra analisada, ¢ amplamente utilizada para identificar materiais
organicos e inorganicos. Quando uma radiacio monocromdtica (proveniente de um laser) incide

sobre o material, grande parte da radiacdo € espalhada com frequéncia idéntica a radiacao
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incidente, esse fenomeno eldstico do espalhamento da luz é conhecido como espalhamento
Rayleigh [98,99].

Quando os fétons colidem na amostra pode ocasionar também espalhamento ineléstico,
entretanto, na ordem de 1 em cada 107 particulas. Este fendmeno € conhecido como
espalhamento Raman e pode ser classificado em Espalhamento Stokes e Espalhamento anti-
Stokes com frequéncia abaixo e acima da frequéncia incidente, respectivamente. A Figura 13
mostra os tipos de espalhamentos quando ocorre a incidéncia de uma luz monocromatica, assim

como suas defini¢des [93,100].

ESTADO VIRTUAL
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Figura 13- Espalhamento Rayleigh e Raman (Stokes e Anti-Stokes)

Conforme a Figura 13 e de acordo com Skoog, o efeito Raman e seus espalhamentos
pode ser compreendido pelo principio da conservacdo de energia (Equacdo 9), na qual a
frequéncia da radiacdo espalhada ve, é proporcional a frequéncia de um féton incidente (vo)

aproximadamente a frequéncia da molécula (vm) [92].

hv, = hvy + hv,, ou v, = vy, 9

Para melhor compreensao do efeito Raman, considera-se que quando um féton erradia

em uma molécula que encontra-se no estado vibracional fundamental Eo, esta pode ser excitada
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em virtude da absorcdo de fétons resultando em uma transicio momentanea para um estado
mais energético (estado virtual), depois decai para um estado vibracional Ei, acima do
fundamental, visto que esta molécula absorve parte da energia do féton incidente. O féton que
serd espalhado terd menor energia em comparag¢do com o féton incidido, dado por ve= vo—vm,
este € representado pelo espalhamento Stokes mostrado na Figura 13 [82].

Quando a molécula retorna ao estado fundamental, o féton espalhado tem a mesma
energia do foton incidente, onde ve= v0, correspondente ao espalhamento Rayleigh. Entretanto,
se a molécula ja estiver no estado vibracional (E1) quando receber irradiacdo pelos fétons
incidente e depois a excitagdo seguida do decaimento para o estado fundamental (Eo), originara
fotons espalhados com energia maior que a do féton incidente, em que ve= vO+vm, este
espalhamento configura a linha Anti-Stokes como mostrado na Figura 13 [82].

Apesar de estarem no estado fundamental, as posi¢des dos dtomos ndo sio fixas em
moléculas, e estdo constantemente oscilando devido a ocorréncia dos movimentos vibracionais
e rotacionais relacionado as ligagdes quimicas. Adiante, além da radiacdo incidente, a energia
do f6ton espalhado também depende de acréscimos/decréscimos correspondentes as diferencas
que ha destes estados de energia rotacional e vibracional de uma molécula [22,48].

Em vista disso, a técnica de Raman tem vastas aplicacOes, visto que oferecerem
informacdes significativas a respeito da constituicdo quimica das amostras analisadas,
possibilitando que as andlises sejam realizadas em diversos estados fisicos, como cristais, gases,
solucdes, pos, etc. Além disto, trata-se de uma técnica ndo destrutiva e nao exige alto grau de

complexidade na forma de preparagdo da amostra [101,102].
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3. METODOLOGIA

Nesta secdo serd apresentada a metodologia utilizada para a sintese do cristal terndrio
de Cobre (II) com 1,10-Fenantrolina e L-Valina. Além disso, serdo mostrados os equipamentos
utilizados para a caracterizacdo do material e os parametros definidos para cada método de
andlise. Ressalta-se ainda que todo o processo de preparo, sintese e caracterizacdo do material
foram realizados na Unidade de Preparagdo e Caracterizacdo de Materiais (UPCM) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) - Campus Imperatriz em parceira com a
Universidade Federal do Pard (UFPA). Os testes bioldgicos foram realizados em parceria com

o curso de Medicina da UFMA — Campus Imperatriz.

3.1 Sintese do Cristal Ternario de Cobre (II) com 1,10-Fenantrolina e L-Valina

Para sintese e crescimento do cristal, utilizou-se materiais e equipamentos do
Laboratério de Difracdo de Raios X (LDRX) e o Laboratério de Crescimento de Cristais (LCC)
da UPCM.

Os cristais foram sintetizados pela técnica de evaporagao lenta de solvente. Inicialmente,
foi preparado uma solu¢do aquosa de etanol (Impex 99,8%) del0 mL contendo CuCl;
(0,175mmol, Sigma-Aldrich 99,6%) e 1,10- Fenantrolina (0,198mmol, Sigma-Aldrich 98,0%).
Eles ficaram sob agitagdo constante de 240 RPM por 30 minutos. Simultaneamente, uma outra
solucdo foi preparada, com L-valina (0,117mmol, Sigma-Aldrich 98%) e NaOH (0,04mmol
Aldrich 99,6%) em 5 ml de d4gua deionizada, a solugdo ficou em agitacdo por 30 min. Apds esse
periodo, as duas solugdes foram misturadas.

Essa nova solug¢do formada ficou em agitacdo magnética para a homogeneizacgao total
do material por um periodo de 180 minutos. Apds isso, a solucdo foi filtrada e coberta por um
papel filme de policloreto de vinila (PVC). Depois, fez-se furos aleatérios no plastico, e, por
fim, a solucdo ficou em repouso em uma sala adaptada para crescimento de cristais a uma
temperatura constante (30°C) até a formacao da fase sdlida.

Vale ressaltar que este cristal ja foi obtido conforme reportado na literatura, cujo o nome
denomina-se [Cu(H>O)(L-val)(phen)]Cl-H>O [24]. Entretanto, neste estudo este material serd

nomeado de cristal ternario FVCu.
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3.2  Caracterizacoes do Cristal
As caracterizacoes aplicadas para o cristal de Cobre Il com 1,10-Fenantrolina e L-valina

encontram-se esquematizadas no fluxograma da Figura 14, e sdo detalhadas a seguir.

Cristal Ternario de 1-10 Fenantrolina e
L-Valina complexados com jon Cu?*

Caracterizacoes
Analise Analise Analise Analise
Estrutural Optica Vibracional Térmica

e ) (Toom
©

Figura 14- Fluxograma com as etapas de caracterizac¢do do cristal.

*T — Temperatura; DRX — Difrac¢@o de Raios X; FTIR — Infravermelho por Transformada de Fourier;

TG-DTA — Termogravimetria - Andlise Térmica Diferencial; DSC — Andlise Térmica Diferencial.

3.2.1 Difracao de raios X

Para confirmar a estrutura do cristal ternario de 1,10-Fenantrolina e L-Valina com cobre
(IT), as amostras foram submetidas a técnica de difracdo de raios X, onde se pulverizou o cristal
em almofariz de 4gata com pistilo e colocou-se em um porta-amostra de vidro.

Para o estudo de difracdo de raios X (DRX) utilizou-se um difratdmetro da PANalytical
modelo Empyrean (Figura 15), operando com radiagio Cu Ka (A= 1,5418 A), geometria Bragg-
Brentano, monocromador pirolitico de grafite, com camara de temperatura Anton-Paar modelo
TTK 450. Nesta medida, foi utilizado passo angular de 0,02°, com intervalo angular de 5-45°,
e tempo de aquisi¢do de 2 s. A medida foi realizada no laboratério LDRX da UPCM.

A partir dos difratogramas obtidos com as medidas pela técnica de DRX do cristal,
empregou-se o método de Rietveld, (método utilizado na caracterizacdo de materiais cristalinos
na forma de pd), utilizou-se o software GSAS-EXPGUI para realizacdo do refinamento da

estrutura cristalina do material [73].
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Para as medidas de DRX em fun¢do da temperatura foi utilizado o mesmo difratdmetro
com 0s mesmos parametros, em uma faixa de temperatura entre 27 e 232°C. A medida foi

realizada no LDRX da UPCM.

Figura 15- Difratdmetro da PANalytical modelo Empyrean

3.2.2 Analise Optica

O cristal terndrio FVCu foi submetido ao estudo de propriedades Opticas, sendo
caracterizado por Espectrofotometria no UV-Vis.

As medidas de absorbancia foram realizadas em um espectrofotdmetro
UV/VIS/NIR/UV da marca Thermo Scientific modelo Evolution 220 (Figura 16) no intervalo
de comprimento de onda de 500 a 1100 nm, para solucdes preparadas em pH anidnico (8,98) e
cationico (6,54), utilizando-se cubetas de quartzo com intervalo de 10 nm/s. A medida foi

realizada no Laboratério de Sintese e Caracterizacio de Materiais Farmacéuticos

(LABFARMA) na UPCM.
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Figura 16- Espectrofotdmetro SHIMADZU UV/VIS/NIR/UV-3600

3.2.3 Analise Térmica

Foi realizado o estudo de propriedades térmicas do cristal ternario FVCu, através das
medidas de TG-DTA simultaneos e DSC. As andlises de DSC e TG-DTA foram realizadas no
Laboratério de Andlises Térmicas (LAT) na UPCM. Para as medidas de DSC utilizou-se o
equipamento DSC-60 da Shimadzu (Figura 17). Foram utilizados em torno de 1,2 mg de
amostra, em atmosfera de nitrogénio com vazdo de 100 mL/min, com uma razdo de
aquecimento de 10°C/min, utilizando cadinho de aluminio aberto, em uma faixa de temperatura

entre 20 a 40°C.

Figura 17- Analisador térmico (DSC) marca Shimadzu modelo DSC-60
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Na medida de TG-DTA a amostra foi analisada de forma simultdnea por meio de um
analisador termogravimétrico da Shimadzu modelo DTG-60 (Figura 18) utilizando cadinho de
aluminio fechado, numa atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL/min, com uma faixa de

temperatura de 20 a 900 °C em razdo de aquecimento de 10°C/min.

Figura 18- Analisador térmico (TG/DTA) marca Shimadzu modelo DTG-60.

3.2.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A medida de FT-IR foi realizada no Instituo de Tecnologia (ITEC) da Universidade
Federal do Pard (UFPA), em parceria com Prof. Dr. Nelson Rosa Ferreira. O espectro do cristal
foi obtido em temperatura ambiente, com uma média de 64 varreduras e resolucao espectral de

4 cm™ na regido de 4000 a 650 cm™.

3.2.5 Espectroscopia Raman

Com a finalidade de verificar possiveis alteracdes nas propriedades vibracionais do
cristal semiorginico sintetizado, realizou-se medidas Raman em um espectrometro triplo,
marca Jobin-Yvon modelo T64000 (Figura 19) com detector CCD resfriado a ar, utilizando
laser de estado s6lido com A = 532 nm, poténcia de 0,5 mW e resolugio espectral de 2 cm™. As
medidas de espectroscopia Raman foram realizadas na Universidade Federal do Pard em
Belém-PA, em parceria com o Grupo de Espectroscopia Raman e Transicdo de Fase

(GERTRAF).
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Figura 19- Espectrometro Raman marca Jobin-Y von modelo T64000

3.3.5 Teste de solubilidade e Avaliacao Antitumoral in vitro
3.3.5.1 Ensaio de Solubilidade

Para o estudo de solubilidade do cristal FVCu, preparou-se uma solu¢do supersaturada
em 100 mL de 4gua deionizada, com pH=7. Em seguida esta solu¢do foi colocada em agitacdo
magnética a 360 RPM, a temperatura de 35 °C durante 240 minutos, onde retirou-se aliquotas
em intervalos de tempo pré-determinados. A determinacdo da absorbancia do material foi em
um comprimento de onda de 606 nm, utilizando o mesmo espectrometro UV-Vis descrito na
secdo 3.2.2. Além disso, baseando-se na associacdo entre concentracoes conhecidas do cristal
FVCu e suas respectivas absorbancias em 606 nm, preparou-se uma curva analitica padrao. A

metodologia utilizada foi feita paralelo a métodos ja dispostos na farmacopeia britanica [103].

3.3.5.2 Avaliacdo da atividade antitumoral, in vitro

Foram plaqueadas 3x10° células da linhagem PC-3, por poco, em placas de 96 pocos
(5x10* células/mL em 200 uL de meio). Apés um periodo de 24 horas, o cristal FVCu foi
adicionado em concentracdes (1:1) de 12,5 uM a 0,09 uM. Cada concentra¢do em duplicata e
incubada por 72 horas. Depois de 72 horas de incubacdo, o sobrenadante foi substituido por
meio de cultura contendo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina),
0,5 mg/mL. Apés 3 horas o sobrenadante foi removido, e depois da secagem da placa, o
precipitado contendo azul de formazam de MTT foi dissolvido em 150 uLL de dimetilsulféxido
(DMSO), e a absorbancia foi medida a 540 nm. Em seguida foram calculadas as ICso que é a
concentracdo do composto necessdria para impedir o crescimento em 50% de todas as células

[113].
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese do Cristal FVCu

O cristal ternario de 1,10-Fenantrolina e L-Valina com Cu (II) foi sintetizado pela
técnica de evaporacdo lenta do solvente apdés um periodo de 15 dias. Este composto tem
coloracdo azul, sugerindo a possivel complexacdo dos compostos organicos ao fon metélico
Cu?* [61,104].

Para a obtenc¢do do cristal FVCu, identificou-se o pH ideal para o crescimento deste
composto. Através da relacdo de absorbancia em funcdo do comprimento de onda pode-se
determinar a natureza do ligante e o desdobramento do campo cristalino. A Figura 20 apresenta

os espectros para as solu¢cdes do composto terndrio em pH catidnico (6,54) e anidnico (8,98).

s F - e 'V;|I|{'I::l-1I pll= 6,54 |

el B ST 616 — e R
" L-"alma

Absorbincia

T T T T ¥ I
200 400 600 200
Comprimentoe de onda (nm)

Figura 20- Espectros de absorcio 6ptica da solugdo do composto terndrio em diferentes pH.

Com base na Figura 20 e conforme Yodoshi et al [35], para a formagdo do cristal
ternario, o pH que apresenta maior cristalizacdo deste composto € o anidnico (pH=8,98) onde
encontram-se desprotonadas as estruturas moleculares da L-Valina devido a dissociagdo do
hidrogénio no grupo carboxilico. Com isso, a estrutura do aminoécido liga-se ao cobre que estd

ligado a fenantrolina.
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Nota-se também que o fon metélico possui muita influéncia no pH do complexo, ja que
o Cobre é um metal de transicao que ocorre em 3 estados de oxidacdo diferentes: +1, +2 e +3.
O estado +1 apresenta configuracdo eletronica [Ar]3d', possuindo os orbitais e, € f2g
completos. Em vista disso, a maioria destes complexos de cobre (I) € diamagnética e a auséncia
de transi¢des d-d implica em complexos incolores [105,106].

No estado +2, a configuracdo [Ar]3d° exibe orbitais #2g completos, enquanto os orbitais
eg estdo semipreenchidos, devido a isto que seus compostos sdo coloridos e paramagnéticos.
Este estado € o mais estdvel para o metal, geralmente exibem complexos distorcidos, como € o
caso do cristal terndrio de Cobre (II) deste estudo que apresenta uma estrutura de piramide
quadratica com distor¢des [35,105-109].

Conforme Lee [108], e com base na Figura 20 os espectros eletronicos de ions e os
complexos para metais de transi¢cdo sdo exibidos na regido do visivel e ultravioleta, este
espectro de absorbancia indica o desdobramento do campo cristalino, na qual confirma a
colorac¢do deste complexo em funcdo dos ligantes ao metal.

O complexo formado de fenantrolina e Cu?* (solucdo azul clara) apresenta pH 4cido
(pH=6,54) e ap6s a mistura do complexo a solu¢do de NaHCO3 com a l-valina o pH encontra-
se no estado anidnico (pH=8,98), alterando a sua cor para azul intenso.

Verifica-se pelo espectro de absorcdo que a solucdo € alcalina, a complexacao do ion
Cu®* com os compostos organicos é favorecida como pode ser verificado na Figura 17, em que
o cobre em meio acido estava ligado a um ligante de campo fraco (H20) e um ligante de campo
forte (1,10-Fenantrolina), agora liga-se a dois ligantes de campo forte (NH e 1,10-Fenantrolina)
favorecendo a complexac¢do em uma regido de comprimento de onda menor.

Uma condi¢do que modifica a magnitude do desdobramento do campo cristalino é a
natureza do ligante, isto resulta também na mudanga de cor do complexo. O Cobre coordenado
a ligantes de campo fraco absorve em um comprimento de onda maior (655 nm), por isso €
observado uma coloracao azul fraca. Diferentemente de quando o cobre coordena-se somente
a ligante de campo forte, em que o comprimento de onda absorvido é menor (616 nm),
resultando na cor azul intensa.

Por meio do espectro de absorc¢do oOptica, determinou-se pH= 8,98 para o crescimento
do cristal em solucdo aquosa, onde este apresentou dimensdes médias de 4,90 x 2,95 x 2,15

mm?3, como pode ser observado na Figura 21.
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Figura 21- Cristal ternario de Cobre (II) com 1,10-Fenantrolina e L-valina

A Figura 22 mostra o cdlculo da morfologia do cristal de FVCu que dispde de quatorze
planos morfolégicos predominantes, sdo eles (0-10), (0-1-1), (00-1), (-1-10), (-100), (-1-1-1),
(-10-1), (010), (011), (110), (001), (100), (101) e (111). O crescimento depende de diversos
fatores podendo favorecer planos especificos durante a formacao dos primeiros nticleos até o

desenvolvimento completo do cristal [24].
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Figura 22- Morfologia para o cristal ternario de Cobre (II) com 1,10- Fenantrolina e L-valina
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4.2  Difraciao de Raios X e Refinamento pelo método de Rietveld

A estrutura do cristal foi confirmada por meio de medidas de difracdo de raios X, e os
dados obtidos foram refinados pelo método de Rietveld e o resultado € mostrado na Figura 23,
onde se comparou o difratograma experimental, com o tedérico obtido a partir de dados
cristalograficos disponiveis na literatura. E mostrado que a diferenca entre ambos os

difratogramas € pequena como pode ser vista pela curva Igxp — Icalc.

Rwp= 8.05%
Rp=5.91%
§=17

Intensidade (u.a.)

Hmmenrn

R — PP, V. T R W -.-ﬁ...."f'-..,}ﬂ_... P R e SO 1 A e B e e A e Sl

10 20 30 40 50
26 (Graus)

Figura 23- Difratograma de raios X refinado pelo método de Rietveld para o cristal terndrio de 1,10-Fenantrolina
e L-valina complexado com Cobre (II)

A partir do refinamento pelo método de Rietveld do difratograma de difracio de raios
X, pode-se afirmar que em temperatura ambiente (25 °C) a amostra se cristalizou em um sistema
triclinico com grupo espacial P1 contendo duas moléculas por célula unitdria (Z=2), obtendo os
seguintes parametros de rede, a= 7,173 (4) A, b=11,967 (9) Aec= 12,279 (1) A eos angulos
a= 68,290 (8)°, p= 77,810 (8)° e y= 83,661 (7)°. Estes dados concordam com o estudo feito por
Le et al 2006 [24].
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Os dados analisados mostram boa confiabilidade. Tal fato pode ser explicado devido os
valores baixos de Rwp= 8,05, Ry=5,91% e S= 1,7. Estes mostram boa concordancia entre as
intensidades observadas do material de estudo com as calculadas.

Os parametros de rede obtidos pelo refinamento do FVCu estdo em concordancia com
os valores reportados na literatura, cuja a diferenca percentual € inferior a 0,3%, A Tabela 2
mostra essa diferenca, assim como, outros dados cristalograficos. Verificou-se ainda pelo
difratograma que o material sintetizado ndo apresenta mistura de fase, indicando alto nivel de

cristalinidade em sua estrutura.

Tabela 2- Dados cristalograficos para o composto terndrio de Cobre (II) com 1,10- Fenantrolina e L-valina

Dados Literatura Experimental Diferenca
Cristalograficos (%)
Sistema Triclinico Triclinico -
Cristalino (a#B#y#90° (a £ B #y#90°
Grupo Espacial P1 P1 -
Parametros a=17,157 (2) A a=17,173 (4) A (0,22%)
de b= 11,967 (4) A b= 11,967 (9) A (0%)
Rede c=12,249 (4) A c=12,279 (1) A (0,25%)
Angulo a= 68,290 (4)° a= 68,290 (8)° (0%)
B=77,813 (5)° B=77,810 (8)° (0,01%)
v= 83,490 (5) ° v= 83,661 (7)° (0,20%)
Volume 952,0 (5) 953,9 (1) (0,20%)
Nimero de atomos 7=2 7=2 -
por célula unitaria

A Figura 24 mostra a célula unitdria do cristal de cobre com 1,10-Fenantrolina e L-
valina na fase triclinica, em temperatura ambiente. A célula unitdria € formada por dois dtomos
de cobre, dois atomos de cloro, duas moléculas de 1,10-Fenantrolina, duas moléculas de L-
valina e duas moléculas de d4gua de coordenagdo e duas moléculas de dgua livre.

O fon de Cu** é pentacoordenado, segundo o plano basal. Além disso, possui geometria

do tipo piramide quadrada distorcida, isto acontece em raziao do impedimento esférico que surge
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quando o aminodcido se liga ao metal de transicao estd complexado com a molécula de 1,10-

Fenantrolina [17].

Figura 24- Célula unitaria do cristal de Cobre (II) com 1,10-Fenantrolina e L-valina.

Conforme a Figura 24, é possivel notar pela célula unitdria que o fon metélico Cu** é
penta coordenado e estd ligado a dois dtomos de nitrogénio (Ni;N2) da molécula de 1,10-
Fenantrolina, e a um dtomo de nitrogénio (N3) e um atomo de oxigénio (O1) oriundos da L-
valina. A estrutura do cristal é formada por ligacdes de hidrogénio fracas e também por

interacdes m-m entre unidades de fenantrolina.

4.3  Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Com o objetivo de identificar e comparar a presenca de grupos funcionais no composto
sintetizado foi realizado uma andlise de FTIR. Os espectros de FTIR com as principais bandas
do cristal FVCu encontram-se apresentados na Figura 25. A anélise comparativa foi feita com
os espectros dos compostos de partida: 1,10-Fenantrolina e L-valina para uma melhor atribui¢ao
e concordancia das bandas.

I estdo relacionadas as

Como reportado na literatura, os numeros de onda <430 cm™
interagdes metal-ligante, atribuida como um movimento da ligagdo do complexo C-Cu-O [110].
Os estudos de FTIR da 1,10-Fenantrolina exibe seus modos ativos compreendidos no intervalo

de 600 a 1750 cm™!, como apresentado na Tabela 3.
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Figura 25-Espectros de FTIR das amostras: (a) complexo terndrio de Cobre (II) com 1,10-Fenantrolina e L-

valina; (b) 1,10-Fenantrolina pura e (c) L-valina pura.
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Para os nimeros de onda: 746 cm™, 782 cm™' e 856 cm™! que sdo caracteristicos do modo
—scissoring” que sdo tipicos da deformagdo angular fora do plano referentes a vibragdo CCN,
v (C-C-N) da molécula de 1,10- Fenantrolina. A mudanca de grupos em complexos metalicos
para maiores nimeros de onda explica-se por meio do encurtamento das ligagdes, este confere
maior grau de covaléncia para interacdo entre o metal e os ligantes, ocasionando, assim,
deslocamentos para frequéncias com maiores nimeros de onda [96].

As vibracdes em 1137 cm™' sdo referentes ao modo rwisting ®NH2 proveniente da
interacdo da 1,10-Fenantrolina com o aminodcido, as deformacdes angulares no plano
encontradas em 1168 cm™ para o complexo ternério referente a ligacdo C-H, §(C-H), sdo
provenientes da molécula de 1,10-Fenantrolina [110]. Essas classificacdes foram relatada por
Schilt e Taylor [103] em seus estudos com complexos metais de transicado com 1,10-
Fenantrolina.

As bandas apresentadas nos nimeros de onda 1427 cm™!, 1519 cm™ e 1585 cm! sdo
referentes ao estiramento C=C aromatico, v(C=C) oriundo da 1,10-Fenantrolina [114, 115]. Ja
o estiramento percebido em 1636 cm™ caracteriza o modo para CO, v(C=0) proveniente da
molécula de L-valina, como analisado por Markovi¢, Judas$ e Sabolovi¢ [111] em seu estudo
com complexo de cobre (II) e L-valina.

A literatura relata que as vibragdes observadas em 2870 cm™, 2930 cm™! e 2954 cm’!
pertencem as deformacdes simétricas do CH3 proveniente do grupo radicalar do aminoacido
[111].

Além disso, ocorre a existéncia de duas vibragdes (VNHz) entre 3400-3000 cm™ apés a
coordenacdo do aminodcido ao fon metdlico, devido ao grupo amina em sua forma
desprotonada. Entretanto, no cristal ternério nessa regido ocorre o aparecimento de apenas uma
banda do grupo amina (VNH) em 3125 ¢cm’!, isso pode ser justificado pela sobreposi¢do de
bandas, visto que a banda de 4gua possui elevada absor¢do [111].

O aparecimento de bandas caracteristicas da 4dgua acontece aproximadamente no
intervalo espectral 2900-3700 cm™ [96]. Observa-se uma banda larga centrada em 3366 cm’!

fazendo referéncia ao estiramento do grupo OH pertencente a molécula de agua.
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Tabela 3- Possiveis atribuigdes das vibracdes de FTIR para o cristal FVCu comparado com os dados reportados
na literatura para 1,10-Fenantrolina e L-valina.

DADOS EXPERIMENTAIS
Complexo Ternario FVCU 1,10 - Fenantrolina L-valina
Numero e~ Numero e~ Nuamero e~
de onda At(rcl Il::llg)ao Ref. | de onda At(rcl Il::ll“;ao Ref. | de onda At(rcl Il:ll-ul%ao Ref.
(cm-1) (cm-1) (cm-1)
746 vy (C-C-N) [[110] 710 v (C-C-N) |[[112] 640 p(NH2) |[[113]
782 vy (C-C-N) [[110] 730 v (C-C-N) [[103] 716 v(C-H) [[114]
858 v (C-C-N) |[[110] 839 v (C-C-N) |[[103] 775 v(C-C) |[[115]
1019 v (C-O) [115] 848 o0 (C-H) |[116] 824 v (C-H) |[[115]
1137 o(N-Hz) [[110] 856 v (C-H) |[112] 901 v(C-C) |[[115]
1168 o (C-H) [103]| 1037 o(N-H») 949 p(CH3) [[115]
1362 v (C-N) [117]] 1136 0 (C-H) |[103]| 1028 v(C-C) |[[115]
1388 v (C-N) [117]] 1184 o (C-H) |[[103] 1060 v(C-N) [[118]
1427 v(C=C) |[[116]| 1203 o0 (C-H) |[103] 1085 pp((%Osz;r [119]
1519 v(C=C) |[117]| 1217 v(C-N) [[117] 1122 v(C-C) |[120]
1560 v(C=C) |[111]| 1294 v(C-N) [[117] 1140 v(C-C) |[113]
1585 v(C=C) |[116]| 1342 v(C-N) |[[117] 1179 v(C-C) |[114]
1636 v(C=0) |[[111]| 1419 v(C=C) |[116] 1212 v(C-H) [[113]
2870 o0s (CHs) |[111]| 1508 v(C=C) |[[116] 1251 w (CH2) |[120]
2930 0s (CHsz) |[111]| 1566 v(C=C) |[121] 1271 0 (CHs) |[115]
2954 o0s (CHs) |[111]| 1589 v(C=C) |[121] 1326 v(C-H) [[113]
3125 v(CH) [111]] 1620 v(C=C) |[[116] 1381 vs (C-O) |[113]
3337%%' v(OH-0) | [122] 1466 | & (CHs) |[[113]
1585 v (C=0)
1627 v(C=0) |[111]
2877 os (CH3) |[111]
2933 os (CH3) |[111]
2967 os (CH3) |[111]
3159 | vas(NH3") [ [111]
v (NH2 111
S V%H)) {123}

Notagdo para os modos: v — Estiramento/stretching; 8 — deformag@o angular (bending) no plano; y — Tesoura
(scissoring); p — Balango (rocking); @ — Torcdo (twisting); (¥) Tentativa de designagdo de bandas
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4.4 Espectroscopia Raman em Temperatura Ambiente

Os experimentos de Espectroscopia Raman para o cristal FVCu foi realizado com a
intencdo de elucidar as possiveis bandas. Para isso, foram realizados no intervalo de duas
regides, sdo elas: 20 a 1740 cm™ e 2800 a 3500 cm™'. Uma vez que para este sistema cristalino
ainda ndo foi reportado na literatura nenhuma caracterizacio vibracional até o momento.

Esta secdo apresenta a atribuicdo aos modos vibracionais do complexo terndrio a
temperatura ambiente. A andlise dos dados obtidos ocorreu por meio de comparagdes com o0s
espectros dos materiais precursores e semelhantes encontrado na literatura. Os dados de
espectroscopia Raman sdo apresentados a seguir por regido para melhor visualizacdo dos

resultados obtidos.

4.4.1 Regido de 20 a 1740 cm™!

No espectro Raman as vibragdes em baixo nimero de onda sdo geralmente denominadas
modos de rede e se encontram na regidio abaixo de 250 cm™ (baixa frequéncia). E fundamental
analisar esta regido, pois € nela que apresenta informagdes estruturais do cristal que podem ser
eventualmente alteradas por fatores extrinsecos, evidenciando transi¢cdes e/ou transformacgdes
de fase do material [92].

Na Figura 26 € apresentado o espectro Raman do cristal FVCu no intervalo espectral de
20-1740 cm' a temperatura ambiente, assim como as possiveis atribuicdes dos modos
vibracionais desse material quando comparado com dados reportados na literatura.

A Tabela 4 mostra os modos de vibragio Raman da primeira regiio (20-1740 cm™) e as
atribui¢des das bandas em correlacio aos dados dispostos na literatura.

Para o cristal FVCu, todas as bandas presentes na regido inferior a 250 cm™ foram
apontadas como modos externos ou modos de rede. O espectro Raman apresentou uma banda
média observada em cerca de 400 cm™ ! atribuida como ©(CCCC) da 1,10-Fenantrolina. Além
disso, as duas bandas centradas em 252 e 258 cm™! sdo atribuidas a vibragdes de flexdo e
alongamento da ligacdo metal-ligante, respectivamente. Socrates [96] diz que a regido onde
aparece vibracdes referentes aos modos de estiramento para o fon metélico Cu>* pode estar entre
290 a 550 cm™! e descreve que as regides entre 380 e 550 cm™! sdio passiveis de se encontrar
vibragdes relacionadas aos modos do metal-nitrogénio, concordando com os resultados

expostos por este estudo.
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Figura 26 — Espectro Raman para o cristal terndrio FVCu a temperatura ambiente na regido espectral de 20 a
1740 cm.

A banda de baixa intensidade localizadas em 604 cm™ faz alusio aos modos de
deformacdo angular no plano para os anéis da molécula de 1,10-Fenantrolina. J4& o modo
vibracional exibido no nimero de onda 723 cm’! caracteriza vibragcdes referentes aos modos
twisting para as ligacdes C-H, o (CH) que s3o presentes em moléculas organicas, como é o
caso do aminodcido L-Valina e da molécula de 1,10- Fenantrolina. As vibragdes em 824 cm’!
e 1050 cm™! estdo associadas aos modos twisting @ (CO) do aminoécido e ao acoplamento de
uma deformacao angular 6 (HNH) + modo rocking p(CHz), respectivamente.

Como apresentado por Sécrates [96], os modos vibracionais caracteristicos da molécula
de 1,10-Fenantrolina sdo localizados na regido entre o intervalo de 1100 a 1500 cm
pertencentes ao estiramento C-C, v(CC). Os outros modos para esta faixa espectral (20 a 1740

cm™') encontram-se identificados e atribuidos na Tabela 4.

4.4.2 Regido de 2800 a 3500 cm™!
A Figura 27 mostra o espectro Raman para o complexo FVCu no intervalo espectral de

2800 a 3500 cm™!. Nesta faixa espectral, apenas cinco modos vibracionais sdo ativos.
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A vibracio em niimero de onda de 2918 cm! é atribuido ao estiramento v(CH3)
relacionada ao do grupo metil do aminodcido e outra de baixa intensidade na regido de 2962
cm’! pertinente ao estiramento para a ligacdo C-H, v(CH). O modo vibracional de 3074 cm™
estd associado ao estiramento, v(CH), assim como apontado por Herlinger [119] em um estudo
com complexos de cobre (II) ligados a moléculas organicas.

Os dois ultimos modos vibracionais para o espectro Raman do cristal FVCu, sdo
associados as interacdes intermoleculares que acontece entre as moléculas de dgua e o
complexo metdlico através de ligacdes de hidrogénio [124]. Assim como a outra regido, a

posicdo das bandas, bem como a atribui¢c@o destas, encontram-se registradas na Tabela 4.

—_—

=

=
-

Intensidade (u.a.)

2850 3000 3150 3300 3450
Numero de Onda (cm'1 )

Figura 27- Espectro Raman para o cristal terndrio FVCu a temperatura ambiente na regido espectral de 2800 a
3500 cml.
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Tabela 4- Modos Raman para o cristal terndrio de Cobre (II) com L-valina e 1,10-Fenantrolina.

» Nimero de Onda (cm™) L .
Regides - - Atribuicoes Referéncias
Experimental | Literatura
67
108
148 x<250 Modos de Rede [96]
170
247
O(CuNC) + v(CuO) +
252 265 ( 5 ()CN C() ) [110]
424 427 7(CCC) [125]
Primeira 604 607 3(anel) [126]
1}%‘3‘;&?2;‘ 723 728 o(CH) [96]
824 822 ®(CO) [126]
1050 1050 v(NO*) [127]
1136 1137 p(NH2) [128]
1204 1200 S(CH) [125]
1308 1312 v(CC) [129]
1451 1100-1500 v(CC) [96]
1501 1509 O(NH3) [129]
1620 1630 v(C=0) [130]
2918 2913 v(CH3) [48]
Segunda 2962 2971 v(CH,) [48]
(1;;%‘5“; 3074 3081 v(CH) 81]
3500 cm -1) 3227 3207 V(N-HO)* [13 1]
3322 3408 v(OH)* [124]
3440 3440 va(NH>) [110]

Notacdo para os modos: v — Estiramento/stretching; & — deformacdo angular (bending) no plano; y — Tesoura

(scissoring); p — Balango (rocking); @ — Tor¢ao (twisting); as — Assimétrico; (*) Tentativa de designagdo de bandas.

E importante ressaltar que algumas regides ndo foram mensuradas no espalhamento
Raman para o cristal FVCu, devido ndo apresentar vibracdes para quaisquer grupos, exibindo

somente ruidos no espectro.

4.4 Analises Térmicas (TG-DTA, DSC)
O cristal terndrio de FVCu foi submetido a caracterizag¢do térmica, sendo caracterizado

por TG-DTA simultaneos (20 a 900° C), e DSC (20 a 140° C), conforme mostra as Figuras 28
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e 29. A andlise térmica diferencial e a curva de decomposicao da matéria foram divididas em
quatro regides na Figura 28 para melhor compreensado e discussdo dos dados. Para esta andlise
utilizou-se 1,201 mg do monocristal sob a forma de po.

De acordo com os dados apresentados na curva TG, nota-se um primeiro evento bastante
definido compreendido entre 20 a 110° C, este pode ser atribuido a perda da dgua de
cristalizacdo do material, correspondendo a uma perda de 4,25% da massa inicial, ou
equivalente a -0,051 mg. Esta decomposicio corresponde a saida de duas moléculas de dgua
presentes na célula unitaria.

Ainda referente a dgua de cristalizacdo presente no complexo, o pico endotérmico
centrado em 74° C na curva DTA na regido (I) correspondendo a perda de massa apresentada
nesta temperatura na curva TG, ambos elucidam a saida de moléculas de dgua do cristal.

Confirmando os dados mostrados na Figura 28, a curva DSC apresenta estabilidade
térmica compreendida até 50° C, comprovando a evaporagdo de moléculas de dgua presentes
no complexo, como pode-se observar na Figura 29. Apoiado nisto, presume-se que as moléculas
de 4gua estdo fracamente ligadas ao complexo, resultando em baixa energia para sua
evaporacao do material, tal comportamento também foi notado por Steren et al em um estudo
de complexos [132]. Em vista disto, pode-se dizer que em temperaturas acima de 70° C, o
complexo encontra-se na sua forma anidra.

Na regidao (II), intervalo que compreende as temperaturas de 110 a 220° C, o
comportamento térmico apresentado pela curva TG indica uma decomposi¢ao de 29,39% da
massa inicial ou equivalente a -0,353 mg, a este atribui-se uma perda parcial de massa de
126,788 g/mol referente aos compostos organicos presentes no complexo metédlico. Sendo que
nessa regido houve a saida da dgua coordenada que estava ligada com o cobre, visto que
precisou de uma energia maior para sair. Além disso, iniciou-se a decomposi¢do da matéria
organica.

A regido (IIT) que esta localizado em as temperaturas 220° C a 470° C, na qual teve uma
reducdo de 14.9% da massa inicial ou equivalente a - 0,179 mg. Os picos endotérmicos
localizados na curva DTA evidenciam a decomposi¢do da L-valina e da 1,10-Fenantrolina no
composto, assim como os picos exotérmicos elucidam a decomposi¢cdo do aminoidcido em uma

série de compostos intermedidrios que sdao gerados.
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Figura 28- Curva TG/DTA do cristal terndrio de Cobre (II) com 1,10-Fenantrolina e L-valina.

Zhong e Zhong [4], citam que com relacdo aos compostos organicos que se complexam
a fons metalicos, estes sob andlises térmicas se decompdem em uma ou mais parcelas com a
perspectiva de formarem moléculas intermediais. Tal fato corrobora com os dados apresentados
na regido (III) para as curvas TG-DTA.

A regido (IV) apresentada na Figura 28 na curva TG, exibe o tltimo evento de
decomposi¢ao da matéria para o cristal ternério, a esta € calculada uma perda de massa de 50,62
% do peso inicial, ou ainda -0,608 mg, que equivale a uma massa molar de 218,377 g/mol. Com
base nisto, nota-se que a decomposicao nas regioes (II), (IIT) e (IV) totalizaram uma massa de
409,456 g/mol.

Apos 720 °C a porcentagem de residuo que restou da amostra foi de 9,27%,
correspondente a 0,112 mg da matéria inicial. Sugere-se a esta massa, a oxida¢do do ion

metalico, baseado no evento exotérmico localizado na curva DTA em 675 °C.
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Figura 29- Curva DSC do cristal ternario de Cobre (I) com 1,10-Fenantrolina e L-valina.

Baseado nos dados obtidos pelas anélises térmicas nota-se que o cristal terndrio de cobre
(IT) com L-Valina e 1,10-Fenantrolina possui estabilidade térmica até 50°C, visto que depois
disso o material sofre desidratacdo. Em temperaturas acima de 390°C o composto inicia uma

decomposicdo se completando préximo de 900°C.

4.5 Difracao de Raio X em funcio da temperatura

Através da curva de DSC da Figura 29, pode-se observar o comportamento térmico do
cristal terndrio e notar que o mesmo apresentou perda de dgua de hidratacdo, caracterizando-se
como uma transformacgdo de fase do material, isto pode ser verificado por meio da anélise de
difracdo de raios X em func¢do da temperatura.

A Figura 30 apresenta os padrdes de difracdo de raios X em temperaturas distintas
compreendendo entre 27°C — 232°C com intervalo angular 26 = 5 — 40°. Observa-se que com 0
aumento da temperatura € notdvel o desaparecimento e surgimento de picos no intervalo

analisado.
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Figura 30- Padrdo de Difragdo de Raios X do cristal de Cobre (II) com 1,10-Fenantrolina e L-valina e em
fun¢do da temperatura de 27 a 232°C, no intervalo de 5°- 40° 20. Curva 27°C* corresponde a
medida de retorno da temperatura ambiente.

Nota-se no diagrama que até a temperatura de 67 °C nao houve nenhuma alteracao, apds
esta temperatura € possivel visualizar uma brusca redugdo dos picos localizados em 7°, 25° e
27°, indicando que a decomposi¢cdo do material ocorre somente apds 70°C, similar aos
resultados apresentados na andlise térmica.

As medidas de DRX com variacdo da temperatura (Figura 30) foram analisadas pelo
refinamento de estrutura através do método de Rietveld. Observa-se que o material sintetizado
apresenta somente a fase triclinica com grupo espacial P1 até 67°C, ndo havendo nenhuma
mudanca notdria nos difratogramas em torno desta temperatura. Com isso, € possivel analisar
a variacao dos parametros de rede da célula unitdria conforme o aumento da temperatura.

A Figura 31 exibe o valor dos parametros de rede a, b e ¢ de 27°C a 67°C, na qual
observa-se uma variagdo no parametro de rede c a partir de 50 °C, podendo indicar que o

material possui uma boa estabilidade até esta temperatura.
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Figura 31- Parametros de rede a, b e ¢ do cristal terndrio FVCu obtidos pelo refinamento de Rietveld em funcdo
da temperatura

Através da Figura 31, nota-se que essa mudanca ocorre em torno de 50°C o que pode
estar relacionado a saida da molécula de dgua livre do sistema cristalino, justificando com o
que foi analisado nas curvas de TG-DTA.

A partir de 77°C (Figura 32) o padrao de difrag@o analisado apresenta modificacdes na
posicdo e intensidades dos picos (26= 7.9, 8.40, 15.2, 16.8, 18.2, 25.5, 27.0, 28.6, 33.4°). O
surgimento de novos picos € o desaparecimento de outros nos difratogramas, sdo fatores

indicativos de que ocorreu uma transformacdo de fase.
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Figura 32-Padrao de Difracdo de Raios X do cristal de Cobre (II) com 1,10-Fenantrolina e L-valina e em fungéo
da temperatura de 27 a 232°C, no intervalo de 5°- 40° 20.

ApOs o processo de transformagdo de fase do material da fase hidratada para a forma
anidra, foi possivel realizar o refinamento pelo método Le Bail, representado na Figura 33. O
refinamento foi associado ao software GSAS, para validar os dados indexados no programa
DASH 3.3.6.

Conforme a Figura 33 o refinamento dos dados pelo método Le Bail resultou nos
seguintes parametros de rede para a nova fase do cristal FVCu: a= 12,379(9) A, b= 11,513(8)
A, c=17,039(5) A, 0=93,678(1)°, B= 108,598(2)°, y= 111,767(1)° e V= 1204,606 A3. A curva
ajustada apresentou Rwp= 8,27% e Rp= 5,51%, estes valores sdo aceitaveis e confiaveis.
Ressalta-se ainda que além do processo de desidratagdo apds a transformacao de fase, houve a

permanéncia no sistema cristalino triclinico, como duas moléculas por célula unitaria, mas com

mudanca no grupo espacial para P1.
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Figura 33- Padrdo de difragdo de raios X em 137°C da fase anidra do cristal ternario de cobre (II) com L-Valina
e 1,10-Fenantrolina

Com isso, conclui-se que o cristal terndrio FVCu sofre transformacao de fase quando
submetido a altas temperaturas, da sua fase hidratada para a forma anidra, com tendéncia a
amorfizagdo. Isto resulta nas mudangas das propriedades, estabilidade térmica e no arranjo
molecular.

Conforme esses resultados, percebe-se que o cristal ternario FVCu, pode ser utilizado
como agente antitumoral devido a sua estabilidade térmica ser superior a temperatura corporal
(36° C), e também como carreadores de farmacos nos sistemas posteriores, uma vez que oS
cristais assim como os amorfos possuem atividade farmacoldgica e podem servir como matrizes

sOlidas para drogas serem dispersas [4,132].

4.6  Teste de solubilidade e Avaliacio Antitumoral in vitro
Serdo apresentados os testes de solubilidade e avaliacdo da atividade antitumoral do

cristal FVCu. Referente as propriedades medicinais especificas ao complexo em estudo.
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4.6.1 Ensaio de solubilidade

O ensaio de solubilidade foi realizado com o objetivo de analisar o perfil de solubilidade
do cristal FVCu em 4gua. Para quantificacdo do complexo cristalino utilizou-se uma curva
analitica através do método dos minimos quadrados, conforme representado na Figura 34. A
figura mostra a curva padrdo obtida através das concentragcdes das solucdes do cristal FVCu e
suas absorbancias em 606 nm, como estio descritas na Tabela 5.

Por meio da curva analitica obteve-se a equagdo da reta que possibilitou a quantificacado
das concentra¢des (mg/ml) do cristal terndrio em dgua deionizada (pH=7). Estas concentragdes
encontram-se em fun¢do do tempo (min) sintetizadas na Figura 35 e apresentadas na Tabela 5.

Os ensaios de solubilidade possibilitam um maior entendimento e o controle de
possiveis transformacgdes fisico-quimicas a fim de alcancar exigéncias requeridas de um
farmaco ou um agente farmacéutico. Além disso, a boa solubilidade dos farmacos estd
relacionada com a sua eficdcia, por esta razdo que hd vdrias pesquisas de medicamentos mais

soliveis para que possam ter um melhor desempenho desses compostos, como no caso dos

antitumorais.
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Figura 34- Curva analitica obtida para a determinagdo do cristal FVCu em dgua, acompanhada da concentracdo
do material medido em absorbancia em fun¢do do comprimento de onda (nm).
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Tabela 5- Concentracdo média das solu¢des do FVCu utilizadas para a construcio da curva analitica

Ponto Absorbancia (606 nm)
1 0,685286
2 0,856646
3 0,931738
4 0,959407
5 0,978265
6 0,996498
7 1,064887
8 1,087274
9 (Padrao/Solucido mae) 1,115885
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Figura 35— Perfil de solubilidade do cristal FVCu.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o cristal ternario FVCu apresenta uma
solubilidade inicial de 8,16 mg/L e aumenta gradativamente ao longo do tempo de 240 minutos,

tendo como solubilidade maxima do cristal de 14,96 mg/L. como pode ser verificado na Tabela
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6. Esta rdpida solubilidade do material com o decorrer do tempo deve-se a fatores como: arranjo
espacial das moléculas e presenca de compostos organicos no sistema cristalino.

O cristal FVCu apresentou valores muito superiores no perfil de solubilidade mesmo
nos minutos iniciais quando comparado com outros tipos de agentes farmacoldgicos, como o
Docetaxel (agente antineopldsico muito utilizado no tratamento do estdgio avangado do cancer
de mama e de préstata) que possui baixa solubilidade de 0,274 mg/ml em meio aquoso, assim
como a Cisplatina que apresenta solubilidade em dgua de 2,5 mg/ml e necessita ser diluido em
uma solucao de cloreto de sédio para ser administrada em pacientes com cancer. Estes baixos
valores de solubilidade de quimioterdpicos pode estar associado a resisténcia das células
tumorais. Entretanto, o cristal terndrio possui solubilidade superior como pode ser observado

na Tabela 6.

Tabela 6- Concentragdo do cristal FVCu em fungéo do tempo (min).

Tempo (min) Concentracao do

cristal FVCu (mg/L)
0.5 8,81601
1 10,7282
9 11,2612
3 11,8464
45 12,3327
6 12,6713
8 12,7275
10 12,5696
15 13,2096
20 12,9966
25 13,2818
30 12,8115
60 13,2568
120 14,2326
180 14,5521
240 14,9604
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Conforme o perfil de solubilidade para o cristal FVCu comprova-se que o cristal ternario
apresenta uma solubilidade considerada apropriada para a a¢cdo de antitumorais. Uma vez que
o corpo o humano é composto por cerca de 70% de dgua, € necessdrio que haja uma boa
solubilidade, para que as dispersdes solidas possam ativar os principios farmacolégicos, como

os sistemas cristalinos.

4.6.2 Avaliagdo da atividade antitumoral (in vitro)

Com o objetivo de analisar a atividade antitumoral do cristal FVCu, realizou-se testes
de citotoxicidade (in vitro). Estes testes sdo de extrema relevancia para o estudo bioldgico de
um composto como possivel farmaco anticancerigeno, para isso utilizou-se a linhagem celular
PC-3, célula de cancer de prostata.

Conforme os dados obtidos por meio do ensaio da atividade antitumoral, verificou-se
que a ICso para células PC-3 foi de 2,7 uM. Em comparacdio com outras substancias
antineoplésicas descritas na literatura [133—136], o cristal FVCu apresentou um resultado

bastante promissor com respeito a atividade citotdéxica, como observado na Figura 36.

Atorvastatina
Imatinib 11,68

Docetaxel

Cabazitaxel

YK-4-279

Compostos

Etoposide
4-O0OH-CY

FVCu

IG5y (uM)

Figura 36-Comparacéo de atividade citotdxica (ICso) de variados antitumorais.
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Ao comparar a atividade citotéxica do FVCu com alguns compostos que sao utilizados
no tratamento do cancer (Figura 36) como por exemplo Docetaxel e Cabazitaxel, observa-se
que os complexo terndrio possui uma atividade superior, este acontecimento pode ser
justificado devido alguns desses compostos ndo possuirem ligantes organicos que ampliam sua
acdo antitumoral.

Além disso, o resultado favordvel pode ter ocorrido pela presenca do Cu?* no sistema
do cristal sintetizado, diferentemente dos demais compostos que nao possuirem esse metal na
sua estrutura. Além de que a coordenacdo de compostos polipiridinicos e agentes quelantes
potencializou a atividade citotéxica do fon Cu**, podendo-se concluir assim que os ligantes tém
ampla influencia na atividade antitumoral. Além disso, a 1,10-Fenantrolina € um ligante que
tem a capacidade de se introduzir entre das bases nitrogenadas da fita dupla de DNA, agindo
como um intercalador [125,137]. Ademais, a L-Valina promove ao sistema cristalino uma
facilidade em se ligar ao DNA devido a formacgao de ligacdes de hidrogénio devido os grupos

funcionais [66] .
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5. CONCLUSOES

O cristal ternério de 1,10-Fenantrolina e L-Valina complexado com Cobre (II) na forma
hidratada foi obtido ap6s um periodo de 15 dias pela técnica de evaporacao lenta do solvente,
em pH alcalino (8,98) alcalino, como apresentado no ensaio espectroscépico UV-Vis.

A anélise de DRX em conjunto com o refinamento de Rietveld a temperatura ambiente
comprovou que o cristal apresenta 2 moléculas por célula unitaria com cristaliza¢io no sistema
triclinico com grupo espacial P1.

As andlises de FTIR e Raman comprovaram a complexacdo do metal Cu®* com as
moléculas de L-valina e 1,10-Fenantrolina. Além disso, confirmaram que as moléculas de dgua
presentes na estrutura sdo de cristalizagdo, visto que vibracdes foram observadas associadas a
estes efeitos.

Através das curvas de TG-DTA e DSC observou-se que o cristal terndrio FVCu
apresenta estabilidade térmica em temperaturas até 50°C, havendo transformacao de fase devido
o processo de desidratagdo.

As medidas de DRX em funcdo de altas temperaturas comprovou a transformacdo de

fase do cristal ternério para a forma anidra. Com refinamento pelo método Le Bail verificou-se

que a nova fase do material apresentou sistema triclinico com grupo espacial P1.

O ensaio de solubilidade do cristal FVCu apresentou rapida solubilidade ao longo de
240 minutos, com solubilidade méxima final de 14,96 mg/ml. Comparando com outros
materiais utilizados no tratamento de céincer, o cristal FVCu mostrou uma boa solubilidade,
além de ndo necessitar de outro agente para dissolucdo do material em meio aquoso.

A atividade antitumoral do cristal FVCu foi confirmada por meio de testes citotoxicos
em linhagem celular tumoral PC-3. Os dados mostraram uma ICso= 2,7 uM, sendo este valor
bastante promissor para producdo de medicamentos a base deste sistema cristalino.

Verifica-se que o cristal de 1,10-Fenantrolina e L-Valina complexado com Cobre (II)
atende a vdrios requisitos exigidos em farmacos para ser utilizado como agente antitumoral,
principalmente boa solubilidade e variabilidade estrutural, além de poder ser usado como
carregador de droga apoptotica. Com isso, pode-se afirmar que o sistema ternario sintetizado
neste estudo € um bom candidato a ser utilizado na producdo de farmacos ou agentes

cancerigenos.
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6. PERSPECTIVAS

<> Escrita da patente do cristal ternario;
<> Analisar mudancas nos espectros da Espectroscopia Raman em Fung¢do da Temperatura
para obter mais informacdes sobre a transformacao de fase sugerida por meio da curva TG-

DTA e da DRX em funcdo da temperatura.

<> Avaliar a toxicidade do complexo cristalino em células normais, por meio de ensaios de
toxicidade;

<> Aplicar o cristal ternario FVCu em outras células tumorais extraidas e cultivadas in
Vitro;

< Sintetizar novos cristais ternarios de 1,10-Fenantrolina, substituindo o metal e o

aminodcido, fazendo o estudo das propriedades fisico-quimicas destes sistemas cristalinos.
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