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RESUMO

O cancer se diferencia de maneira muito especifica com relacdo a outras doencas porque existe
uma proliferagdo anormal celular, afetando os processos das outras células, disseminando esse
distarbio, podendo se espalhar por varias partes do corpo. Por causa disso, o cancer é um dos
grandes desafios enfrentados pela medicina. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho é obter
um cristal a partir de cobre(ll), 1,10-Fenantrolina e prolina e realizar o estudo de propriedades
estruturais, épticas, vibracionais e térmicas do material, além de um estudo computacional e de
um teste de atividade antitumoral do complexo de coordenagdo formado. O cristal foi obtido
apos um periodo de 10 dias com coloragdo azul escura em forma de agulhas, foi caracterizado
por DRX, com refinamento Rietveld, UV-Vis, FT-IR, Raman, TG, DTA, DSC, DRX em fungéo
da temperatura com refinamento Le Bail, avaliacdo da atividade antitumoral in vitro e um
estudo tedrico do complexo de coordenacdo foi realizado empregando-se a DFT. De acordo
com a espectroscopia UV-Vis a complexacdo do cristal ocorreu em pH 6,3, 0 DRX em
temperatura ambiente demonstrou que o complexo apresenta estrutura monoclinica com grupo
espacial P2;. O estudo DFT demonstrou que o indice de eletrofilicidade (w) do complexo de
coordenacdo estudado é maior que de outros compostos reportados na literatura, sendo este um
parametro importante no estudo do potencial de um material apresentar atividade antitumoral .
A partir do FT-IR e Raman ficou evidenciado a complexacdo do ion de cobre(ll) com 1,10-
Fenantrolina e prolina. Os estudos térmicos indicaram que o material tem estabilidade térmica
até 52°C, ou seja, superior a temperatura normal do corpo humano, o que favorece sua utilizagdo
como antitumoral, além de apresentar transformacéo de fase a partir de 57°C. A anélise de DRX
em funcdo da temperatura confirmou os eventos indicados na analise térmica e através do
refinamento pelo método Le Bail foram obtidos os dados cristalograficos da nova fase, com
modificacdo de seu sistema de monoclinico para triclinico de grupo espacial P1. Os testes
bioldgicos confirmaram a atividade antitumoral do complexo de coordenacgéo, para as linhagens
PC3 e SNB-19 os valores de 1C50 ficaram respectivamente 1,5 e 2,9 uM. A atividade bioldgica
apresentada pelo complexo estudado é maior que da cisplatina e outros complexos de cobre
reportados na literatura. Dessa forma, os resultados obtidos nesse estudo sugerem que 0
complexo de cobre(ll) com os ligantes 1,10-Fenantrolina e Prolina apresenta potencial de
aplicacdo no tratamento quimioterapico de células cancerigenas.

Palavras-chave: Complexo Metalico; DFT; FT-IR; Atividade antitumoral
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ABSTRACT

Cancer differs in a very specific way from other diseases because there is an abnormal cellular
perspective, affecting the processes of other cells, spreading this disorder, and can be restricted
to various parts of the body. Because of this, cancer is one of the great challenges facing
medicine. In this context, the objective of this work is to obtain a crystal from copper(ll), 1,10-
Phenanthroline and proline and to carry out the study of aquatic, optical, vibrational and thermal
properties of the material, in addition to a computational study and a antitumor activity test of
the formed coordination complex. The crystal was obtained after a period of 10 days with dark
blue needle-shaped colors, characterized by XRD, with Rietveld refinement, UV-Vis, FT-IR,
Raman, TG, DTA, DSC, XRD as a function of temperature with Le Bail refinement, evaluation
of in vitro antitumor activity and a theoretical study of the coordination complex was performed
using DFT. According to UV-Vis spectroscopy, the complexation of the crystal occurred at pH
6.3, XRD at room temperature showed that the complex has a monoclinic structure with space
group P21. The DFT study proved that the electrophilicity index (w) of the studied coordination
complex is higher than that of other compounds reported in the literature, which is an important
parameter in the study of the potential of a material to present antitumor activity. From the FT -
IR and Raman, the complexation of the copper(ll) ion with 1,10-Phenanthroline and proline
was evidenced. The thermal studies indicated that the material has thermal stability at 52°C,
that is, higher than the normal temperature of the human body, which favors its use as an
antitumor, in addition to presenting phase transformation from 57°C. XRD analysis as a
function of temperature confirmed the events indicated in the thermal analysis and through
refinement by the Le Bail method, the crystallographic data of the new phase were obtained,
with modification of its system from monoclinic to triclinic of space group P1. The biological
tests confirmed the antitumor activity of the coordination complex, for the PC3 and SNB-19
strains the IC50 values remained respectively 1.5 and 2.9 uM. The biological activity presented
by the complex studied is greater than that of cisplatin and other copper complexes reported in
the literature. Thus, the results obtained in this study suggest that the complex of copper(Il)
with the ligands 1,10-Phenanthroline and Proline has potential for application in the
chemotherapy treatment of cancer cells.

Keywords: Metallic Complex; DFT; FT-IR; antitumor activity
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1. INTRODUCAO

O céancer se diferencia de maneira muito especifica com relacao a outras doencas porque
existe uma proliferagdo anormal celular. Uma célula cancerigena ndo possui controle sobre
nenhum de seus processos metabdlicos e de todo o mecanismo celular, afetando os processos
das outras células, disseminando esse disturbio, assim, os tecidos vizinhos, podendo se espalhar
por varias partes do corpo. Os tecidos do corpo humano podem se transformar em cancerosos,
para isso basta ter o potencial de crescer e se espalhar a quaisquer células, 6rgdo ou mesmo no
sistema linfatico, se transformando em tumores e estes em metéstases [1-3].

O céancer é um dos grandes desafios enfrentados pela medicina, sendo que os principais
métodos de tratamento utilizados atualmente sdo as cirurgias, quimioterapia, radioterapia e
terapia direcionada (terapia hormonal, imunoldgica e genética), entretanto, esses procedimentos
envolvem muitos riscos aos pacientes, além de limitacbes como a recorréncias dos tumores. No
caso de tratamento com drogas ha baixa biodisponibilidade, resisténcia do organismo, baixa
seletividade e muitos efeitos colaterais indesejados [4-5].

Nas ultimas décadas, os estudos com complexos metalicos como forma de tratamento
do cancer tém aumentado de maneira significativa. Dentre os complexos aqueles contendo 1,10-
Fenantrolina tem potencial antitumoral uma vez que esse ligante € uma molécula bioativa e
pode produzir complexos com propriedades bioldgicas e fisiologicas por ter a capacidade de
ligacdo ao DNA [6]. Os complexos com 1,10-Fenantrolina tém sido testados como agentes para
ligacéo, clivagem e modificagdo oxidativa do DNA, tendo atividades citotoxicas contra varias
celulas cancerosas e ndo cancerosas [7].

Dentre os complexos, 0s compostos de cobre sdo relatados na literatura como potenciais
anticancerigenos ou como agentes antimicrobianos, com modo de a¢do variado, incluindo a
interacdo com o DNA, comprometimento mitocondrial, inibicdo de proteossoma [8]. Os testes
in vitro apontam ainda para a capacidade dos complexos de cobre de atuar em processos redox
intracelulares e modular e interagdo com proteinas importantes no ciclo celular. Muitos
mecanismos e propriedades anticancerigenas dos complexos de cobre, dentre eles, o cobre-
fenantrolina vem sendo explorados pela comunidade cientifica nos ultimos anos, seja o
potencial de interacdo com 0 DNA ou de retardar a modificacédo celular, da mesma maneira, a
utilizacdo de aminoéacidos nesses compostos estd numa crescente, mas com muitas

possibilidades a serem entendidas. Dentre os aminoacidos, a prolina tem sido bastante estudado

[9].
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A prolina é classificada como a-aminoécido, ndo essencial, com caracteristicas muito
especifica que constitui dentre outras coisas na formacdo do colageno. Possui um papel
importante em fungdes biologicas, fisiologicas e humanas, dentre elas a capacidade de evitar o
envelhecimento das células pela ativacdo do ciclo redox e manuten¢do dos nucleotideos de
piridina [10-11]. Nos estudos sobre células cancerigenas, uma das principais funcdes € agir no
retardo a invasao das células defeituosas nos sistemas do corpo humano.

Na literatura é reportada a sintese de complexos com prolina que modificaram o padréo
de disseminagdo dessas células, impedindo o crescimento desordenados dessas células [12-14].
O complexo de cobre, 1,10-Fenantrolina e Prolina ja foi sintetizado e determinado sua estrutura
[15]. Entretanto, a partir dessas percepcOes, sera realizado novas caracterizaces do material,
realizando além da andlise estrutural, estudos inéditos como vibracionais, térmicas, opticas,
quimicas e bioldgicas, observando a possibilidade desse complexo em ser aplicado em atividade

antitumoral.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cancer: tratamento e perspectivas

O céncer pode se desenvolver ao longo de todo corpo humano, com aumento rapido e
irrestrito no numero de células cancerigenas podendo alcangar outros tecidos ou érgdos. Dentre
a dificuldade de controle e tratamento da doenca esta o fato de as células defeituosas adquirirem
caracteristicas diversas, como supressdo de crescimento reduzida, metastase, elevada atividade
de replicacdo, imortalidade, dentre outras. Esses aspectos da doenca interferem diretamente nos
variados processos vitais do corpo humano e dificulta a obtencdo de tratamento mais eficazes e
com menos efeitos colaterais [16].

Existem mais de 100 tipos diferentes de cancer e de subdivisdes tumorais que sao
encontradas em Orgédos especificos. Essa ampla quantidade de tipos aumenta ainda mais o
desafio da ciéncia, uma vez que, 0s genes celulares de cada um desses tipos estéo relacionados
a modificacgdes na fisiologia celular, classificando o crescimento como maligno ou benigno. Os
malignos como demonstrado na Figura 1, por exemplo, tém um ciclo celular que se caracteriza
por apoptose e ilimitado poder replicativo. Essas condi¢Bes representam uma evolucédo das
células cancerigenas significando que o mecanismo de defesa do corpo ndo conseguiu deter o

avango pelos tecidos e 6rgdo [17].
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Autossuficiénciaem
sinais de crescimento

Evitando a apoptose

Angiogénese Invasaotecidual e
sustentada metastase

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1 - Capacidades adquiridas pelas células cancerigenas que dificultam o combate a sua proliferacdo pelo
corpo humano.

Fonte: Adaptado da referéncia [17]
Na Figura 2 abaixo é possivel perceber como ocorre o processo de proliferacéo e ataque

a outros tecidos e 6rgao apos as células cancerigenas terem capacidades adquiridas.
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Figura 2 - Representagdo de como ocorre a proliferacdo de células cancerosas para outros 6rgéos e tecidos.
Fonte: Adaptado da referéncia [17].

As dificuldades para o tratamento da doenca ficam evidenciadas quando se percebe
como ocorre 0 processo de disseminacdo das células anormais, por causa disso, a ciéncia esta
sempre em evolucdo, buscando novas técnicas e métodos que possam ser cada vez mais
eficientes e menos danosos a salide dos pacientes. Os principais tratamentos empregados sao as
cirurgias, radioterapia, quimioterapia e transplante de medula 6ssea [17].

A quimioterapia, por exemplo, é uma das técnicas mais tradicionais utilizadas no
tratamento e é comumente utilizada seja de maneira monoterdpica ou em combina¢do com
radioterapia e cirurgias. Entretanto, o uso do procedimento vem ao longo dos anos ganhando
resisténcias devido os efeitos colaterais e a resisténcia do organismo a drogas utilizadas, fatores
que sao as principais causas de ineficacia no tratamento [18].

A radioterapia também é um método classico onde a radiacdo quebra as fitas de DNA,
provocando lesdes que por fim provocam a morte de células cancerosas, entretanto, na maioria
das vezes € necessario intervencdo cirirgica para retirada, principalmente tumores, além de ndo
ser possivel compreender o tipo de efeito relacionados aos eventos de quebra do DNA e morte
celular [19].

Por causa disso, vem sendo desenvolvido outros meios de tratamento, com perspectivas

de terapias a niveis moleculares que possam inibir proliferagdo de células tumorais. Dentre as
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terapias tem-se inibidores da tirosina quinase, anticorpos bloqueadores de vasculatura tumoral
[20]. Dessa forma, de acordo com forma de utilizacdo e o modo de acao, agentes antitumorais
moleculares sdo classificados como alquilantes ou genotoxicos, no qual se enquadra nesse
grupo a cisplatina, agentes microtubulares que atuam como antimitéticos, por exemplo, 0
paclitaxel, o metotrexato que age como metabolito bloqueador da doenga inibindo sua
proliferacdo e também o grupo de angiogéneses que conseguem modular o sistema imunoldgico

afim de ter a capacidade de defesa aumentada, por exemplo, o bevacizumab [21-22].

2.2 Complexos metalicos: crescimento e aplicacfes antitumorais

Os estudos sobre complexos metalicos de transi¢do derivam do inicio do século 20, tanto
por interesse da biologia, quanto da medicina. O inicio das pesquisas com drogas medicinais
levou a descoberta de compostos contendo metais como o arsénio, eficaz no tratamento contra
a sifilis. Essa descoberta evidenciou o potencial desse tipo de medicamento, provocando uma
busca intensa e continua por farmacos dessa natureza para diversos fins terapéuticos [23].

Os complexos metalicos tém por caracteristicas terem propriedades eletronicas,
quimicas e fisicas distintas, com especificidades, o que pode potencializar sua utilizagdo. A
maioria dos complexos tem como base, o ion metélico centralizado e coordenado a ligantes [24-
25].
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Figura 3 - Representagdo de um ion metélico (cobre) coordenado com ligantes (1,10-Fenantrolina).

Fonte: Adaptado da referéncia [26].
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Complexo metélicos para potencial aplicacdo como antitumoral podem ser sintetizados
por diversas técnicas diferentes, seja por métodos a vapor, solucdo ou fusdo. Um dos
procedimentos mais utilizados € a técnica de evaporagdo lenta do solvente que tem como
vantagens obter cristais com poucos defeitos, contornos de graus com angulos baixos, além de
ser um método simples. Na preparacdo de cristais organicos e inorganicos com aplicacao
citotdxica e farmacoldgica, a técnica de evaporacdo lenta é bastante utilizada porque os cristais
obtidos possibilitam nos diversos tipos de caracteriza¢ao, como estrutural, térmica e vibracional
[27].

Ap0s os estudos sobre 0 DNA terem largos avancos ao longo dos anos, sua estrutura foi
sequenciada, tendo sido descoberto que ela consiste de duas fitas independentes com
nucleotideos numerosos de uma base organica e outro grupo fosfato girando em espiral
formando uma dupla hélice. Além do entendimento, por exemplo, que 0s aminoacidos nas
cadeias polipeptidicas levam a sequéncia de nucleotideos no DNA, sendo necesséria para a
sintese de proteinas pelas células [28-30] observou-se que os ions metalicos podem de alguma
maneira ajudar na estabilizacéo ou clivagem da estrutura do DNA, influenciando a nivel celular

no desenvolvimento ou retardo de doencas [31-33].

2.3 Complexos de cobre e atividade antitumoral

O cobre tem grande importancia em processos vitais como a capacidade de manter a
ciclagem redox do sistema bioldgico, alem de ser comprovadamente um fator de controle em
processos durante o crescimento, angiogénese e metastase do cancer [34]. Sendo o terceiro
metal mais abundante nos organismos, nos estados de oxidagdo Cu'* e Cu?* participam de
funcBes enzimaticas. Diferentemente, por exemplo, do ferro, o cobre apresenta caracteristicas
especificas de transferéncia de elétrons, devido ao efeito Jan-Teller em seus orbitais d, Gnica
com grupos de estados redox variando entre o0 Cu* com coordenacéo para grupos doadores de
aminoacidos como a metionina e a cisteina e o Cu?* para grupos como histidina, acido
glutdmico e acido aspartico [35].

O cobre participa de processos metabolicos e esta presente em niveis considerados de
desenvolvimento de células cancerigenas, tecidos e soro, deixando evidente que esse metal é
necessario para a proliferacdo e disseminacdo celular, principalmente porque as células
tumorais podem apresentar homeostase anormal do cobre, sendo dessa maneira alvo na busca
por terapias [36-37]. Outros complexos metalicos ja sdéo amplamente utilizados comercialmente

em quimioterapia como é o caso da platina e cisplatina [38-39], no qual a citotoxicidade esta
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relacionada a interacdes com alvos celulares como as sequéncias de DNA capazes de
interromper a transcricdo celular, e interacdo com DNA mitocondrial e proteinas [40] porém,
efeitos colaterais como neurotoxicidade, toxicidade hematoldgica, insuficiéncia renal tém sido
associados a esses complexos de platina, além de resisténcia das células cancerigenas a esses
compostos [41].

Por causa disso, outros metais estdo sendo utilizados em combinacdo com ligantes
diversos como as bases de schiff, aminoacidos e polipirdina a fim de melhorar a eficacia do
tratamento do céncer [42-45]. Complexos de cobre ampliam a possibilidade de novos
compostos por serem utilizados em estudos de atividade antibacteriana, antiviral,
antimicrobiana, anti-inflamatoria e anticancerigena devido as suas propriedades redox e menor
toxicidade quando comparados, por exemplo, a complexos de platina. Assim, variando 0s
ligantes coordenados ao ion cobre em complexos de coordenacdo € possivel modular o
potencial redox do cobre, com base na acdo de radicais livres na regido intracelular na presenca

de oxidantes naturais da célula, podendo tratar o cancer [46].

£
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Figura 4 - Representacio de uma interagdo Cu?®*, bases schiff com a molécula de DNA.
Fonte: Referéncia [47].

Dentre os ligantes utilizados na complexacdo com o cobre(ll), a 1,10-Fenantrolina é um
ligante bidentado quelante para ions de metais de transicdo porque exerce papel importante de
coordenacgdo por sua versatilidade para quimica orgénica, inorganica e supramolecular [48].
Suas caracteristicas de heteroaromatico planar rigido, pobreza de elétrons e o fato de ter dois
atomos de nitrogénio no anel atuando como doadores de elétrons, favorecerem a coordenacéo
com ions metalicos [49-50].

Quando a 1,10-Fenantrolina esta ligada com Cu?* a capacidade de clivar eficientemente

0 esqueleto do DNA aumenta, por causa disso, atualmente, ela é muito utilizada nesse tipo de
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complexacgéo nos estudos da biologia molecular [51]. Estudos apontam sobre a capacidade do
complexo cobre-fenantrolina, tanto com relacéo a sua permeabilidade de membrana quanto a
interacdo com o DNA. Quando analisado atividade isolada da fenantrolina n&o foi observada
nenhuma fita dupla e niveis muito baixos de quebra da fita simples de DNA, entretanto quando
coordenada com cobre(l1), a acdo direta sobre 0 DNA atinge o ndcleo celular, aumentando a
quebra de fitas duplas e atividades antiprolifera de células defeituosas. Essa capacidade de
interagir com o DNA pode ser ainda maior se a complexacgéo cobre-fenantrolina ocorre também
com amino&cidos, devido esses serem as bases formados das proteinas, necessarias para
qualquer atividade celular [50-51].

Dentre os aminoacidos utilizados para complexacdo com ions metélicos, a prolina tem
papel importante em processos bioldgicos como o crescimento celular, resposta ao estresse
oxidativo e osmotico, estabilidade de proteinas e sinalizacdo redox, além de, através de sua via
catabolica, ser possivel sua utilizacdo como fonte de carbono, nitrogénio e energia pelo
organismo [52]. Dentre todos os aminoacidos é aquele que possui a cadeia lateral que se enrola
envolta do nitrogénio em ligacdo peptidica formando anel pirrolidina com cinco membros,
sendo, de maneira estrutural, um a — aminoacido, sendo marcador de regides funcionais e
estruturais das proteinas. Quando as proteinas possuem alto teor de prolina, 0s processos
metabdlicos, nutricionais, de reconhecimento celular sdo potencializados, prologando a
estabilizacdo desses processos, um exemplo claro sdo os colagenos, que quanto maior a
quantidade de prolina no tecido, maior seré a resisténcia e elasticidade do material [53].

A prolina atua ainda na estabilidade dos processos metab6licos e na manutencdo do
equilibrio redox das células. Essas caracteristicas do aminoacido quando complexada com a
1,10-Fenantrolina e o Cu?* podem ser potencializados, uma vez que o jon metalico e os ligantes
bidentado favorecem a interacdo com alvos biomoleculares. [54].

Os potenciais anticancerigeno de alguns complexos de cobre(ll) ja sdo reportados na
literatura e alguns complexos envolvendo ions metalicos com prolina disponiveis na literatura
demonstraram eficiéncia citotdxica entre 5-13 vezes comparado com tratamento convencionais,
uma vez que foi possivel identificar uma reducdo significativa da taxa de replicacdo e
empacotamento de DNA cancerigeno favorecendo o controle. Os testes in vitro apontaram

ainda para um aumento da atividade antiproliferativa na DNA topoisomerase [55].

2.4 Técnicas de Caracterizacao
2.4.1. Difracdo de Raios X
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A difracdo de Raios X é uma técnica experimental utilizada para determinar a estrutura
de materiais novos ou confirmar existentes. A radiacdo X representa, de acordo com
demonstrado na Figura 5 abaixo, uma fracdo de comprimento de onda equivalente a
aproximadamente 0,1 nm, ocorrendo a partir do espalhamento de radiagdo por meio de um
centro de difusdo que possui a mesma grandeza do comprimento de onda da radiagéo [56].

Radiacio X | Luz visivel
adiasao Microondas
Radiacdo y | uv IV | Ondas de radio
—1 | o I o e | o
I I % | ] ] : >
1076 1073 1 103 100 10° 1012

Comprimento de onda (nm)

Figura 5 - Espectro de radiacdo X em funcdo do comprimento de onda em torno de 0,1 nm

Fonte: Referéncia [56]

A lei de Bragg por sua vez refere-se ao comportamento dos raios X quando incididos
sobre determinado cristal. De acordo com a lei, quando um feixe de raios X entra em contato
com um sistema cristalinos sdo gerados feixes e difratados com planos paralelos, porém
bastante especificos daquele cristal [56-58]. Quando uma onda plana de comprimento de onda
A, da mesma ordem da distancia interplacar, incide em um cristal ocorre o fendmeno de
difracdo. Se a diferenca entre os raios incidentes e os raios difratados pelos &tomos € igual a um
numero inteiro vezes o comprimento de onda ocorre uma interferéncia construtiva como

descrito na equacao 1.
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Feixe de raios X incidente (em fase) Feixe difratado (em fase)
T

"in/‘\ \

ABC = n\ (para interferéncia construtiva)

Figura 6 - Representacdo da Lei de lei de Bragg incidindo sobre um cristal.
Fonte: Referéncia [56]

2dpi sen 8 = mAi (D

Essa equacdo é conhecida como Lei de Bragg devido as contribuicBes dos fisicos e
matematicos britanicos William Henry Bragg e seu filho William Laurence Bragg que em 1913,
laureados com o Nobel de Fisica em 1915 por suas contribuicdes na andlise de estruturas
cristalinas por meio da difracdo de raios X

Para realizacédo da difracdo de raios X, 0s equipamentos possuem detectores que registra
a intensidade dos feixes de raios X difratados, produzindo assim um padrdo de difracéo
caracteristico a cada material. Esses difratogramas podem ser analisados através de do método
de Rietveld e Le Bail [57; 59-63].

2.4.1.1 Método de Rietveld e Le Bail

O meétodo de Rietveld foi inicialmente desenvolvido na década de 60 por Hugo Rietveld
sendo utilizado em conjunto com o método dos minimos quadrados [64-65]. A partir dos
calculos de minimos quadrados 0 método de Rietveld consegue obter o ajuste mais adequado
para as intensidades tedricas e experimentais a medida que os passos angulares foram medidos.

A equacdo 1 possibilita os célculos:
Sy = Y wi(yio — yic)’ 2
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Onde: Sy representa 0 somatorio da diferenca entre as medidas experimentais e teoricas,
representando a quantidade minimizada do refinamento.

A qualidade do refinamento é definida com base em alguns pardmetros que estimam a
concordancia entre o modelo utilizado e os resultados experimentais, levando-se em
consideragdo as condic@es de difragdo e a existéncia de minimos globais. Esses parametros séo

monitorados durante o refinamento e definidos por:

Z?:ﬂ)’io — Yicl

R-perfil=R, = - 3)
i=1Yio
Z?—l(yio — Vic)?
R-perfil ponderado = R,,,, = — 4
perfilp P \/ Wi (V)2 )

N-P
R-esperado = Rexp = |Sn—7 3 (5)
=1 Wi (Vo)

Ry,

GOF =S = (6)

exp

onde N é o nimero de pontos experimentais e P € o nimero de pardmetros ajustados.

Os parametros estatisticamente mais significativos sdo o R, € R,,,,, que melhor refletem
0 progresso do refinamento, e 0 S(Goodness Of Fit — GOF), que relaciona a qualidade do ajuste
entre os difratogramas observado e calculado. Bons refinamentos apresentam R, e R, entre 2
e 10% e S0 mais proximo de 1, sendo aceitavel valores inferiores a 4[62; 67].

O método de refinamento Le Bail diferente do método de Rietvel ndo precisa de posicéo
atdbmica para que o refinamento seja realizado, sendo necessario conhecer o grupo espacial e 0s
parametros de rede da célula unitaria. Os fatores estruturais sdo obtidos por meio do padréo de
ciclos utilizando os métodos dos minimos quadrados sem necessidade de acao regulatoria dos

padrdes de difracdo, posicGes dos atomos [68-69].

2.4.2 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
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O estudo das propriedades Opticas em compostos organicos e inorganicos esta
relacionado aos dos espectros eletromagnéticos de luz visivel, ou seja, aquela parte que pode
ser vista pelo olho humano. A luz visivel pode ser percebida numa faixa de comprimento de
onda que varia entre 400 a 700 nm, com sua natureza ondulatoria indicando a variacdo dos
campos elétricos e magnéticos em uma direcdo especifica [56]. As Figuras 7 e 8 mostram a

faixa de comprimento de onda e como funciona o processo ondulatorio.

Luz visivel

Radiacgao X Microondas
| | | |
Radiacdo y | | .
= L | o
106 103 1 103 100 107 1012

Comprimento de onda (nm)

Figura 7 - Espectro de radiacdo eletromagnética, com a faixa de luz visivel.

Fonte: Referéncia [56]

- 3

Figura 8 - A natureza ondulatéria de uma onda eletromagnética, como a luz.
Fonte: Referéncia [56]

Quando consideramos a faixa de comprimento de onda levando em consideracdo a
regido do ultravioleta, a faixa varia entre 200 a 800 nm, isso se da porque, no ultravioleta a luz
é absorvida e transmitida por meio do quartzo devido a ndo absorc¢ao de radiagdo nessa faixa de

espectro, dessa forma, ocorre sobreposicdo no processo de absorgdo eletronica [56; 65; 70].
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A absorcdo de luz e descrita pela lei de Lambert Berr, onde é relacionado as variaveis

de absorbancia ou transmitancia [71]. A equacdo é demonstrada abaixo:
Log () = 4 = ecl 7)

Onde:
A = Absorbancia; € = Absortividade Molecular; ¢ = Concentracdo do Soluto; | = espessura do
compartimento da amostra por onde a luz atravessa.

O cobre, por sua vez, tem banda de absorcdo na regido do visivel na faixa de 600 nm,
esses valores sdo reportados na literatura, também em complexo de Cu?* com aminoacidos e
ligantes [72]. Os espectrofotometros utilizados nas medidas possuem, em sua maioria,
constituintes que possibilitam identificar com precisdo a faixa de absor¢cdo dos compostos,

dentre esses instrumentos estdo 0s componentes 6ticos de quartzo, monocromador e outros [73].
2.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho é muito utilizada para analisar materiais organicos e
inorgénicos e suas possiveis transformagdes. Geralmente, as medidas sdo realizadas numa faixa
que varia entre 4000 e 400 cm™ porque esse tipo de material possui muitos grupos funcionais
nessa faixa espectral [74-75].

O principio de aplicacdo da técnica se dar atraves da aplicacdo de radiagdo
infravermelha em uma amostra fazendo-as interagir. Essa interacdo possibilita absorcéo
(quando a frequéncia utilizada € igual a frequéncia das ligacfes quimicas do material) de
energia 0 que provoca mudangas nos modos vibracionais dos dtomos que as constituem,
possibilitando a obtencédo de espectros vibracionais dos compostos analisados [76-77].

Os modos vibracionais identificados pela técnica sdo classificados como estiramentos
simétricos e antissimétricos (modificacGes nas distancias interatdbmicas no eixo de ligacdo entre
atomos) e dobramentos ou deformacao (variacéo entre os angulos de ligacao dos atomos) que
podem ser no plano, foram do plano ou ainda aquelas no qual os &tomos fazem movimento em
torno do eixo, passando pelo centro da molécula [73].

Na Figura 9 abaixo esté especificado como ocorre essas vibragdes.
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Figura 9 - Movimentos vibracionais

Fonte: Adaptado da referéncia [73].

2.4.4 Espectroscopia Raman

As andlises por meio da espectroscopia Raman além de fornecer aspectos vibracionais,
a técnica refere-se a um espalhamento inelastico (chamado também de Raman). Ou seja, a
radiacdo em determinado material pode ser absorvida, transmitida ou espalhada. O
espalhamento pode ser feito de forma elastica ou inelastica. O fenémeno inelastico se constitui
em uma frequéncia que pode ser maior ou menor do que a radiagéo incidente [78-79].

O Raman ocorre a partir de uma modificacdo da polarizabilidade, ou seja, acontece
guando um campo elétrico externo produz forcas que causam deformacdo na nuvem eletronica,
causando uma mudanca nas cargas e provocando um momento oscilante na estrutura molecular.
Esse efeito acontece somente em aproximadamente 1% de toda a radiacdo que é transmitida e
pode ser dividido em espalhamento stokes ou anti-stokes [75; 80].
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Figura 10 - Exemplificagdo de um espalhamento Raman (Stokes e Anti-Stokes).

Fonte: Elaboracéo propria

O espalhamento stokes ou anti-stokes acontece quando um foton de energia entra em
contato com uma molécula em seu estado fundamental. A partir desse processo, a molécula
entra em um estado de energia mais alto, conhecido como estado virtual. Dessa forma, se a
molécula sair do estado de energia elevado e for para um vibracional (desconsiderado a
diferenca nos niveis de energia) e a frequéncia do foton espalhado ser inferior ao incidente
aparecera o espalhamento stokes. O anti-stokes serd observado quando a molécula estiver num
estado de energia maior e pela interacdo com o foton incidente mudar para o estado fundamental
espalhado do foton [81-82].

A equacdo da conservacdo da energia explica o fenémeno.

hve = hvo + hvm (8)

Onde: ve = frequéncia da radiacdo espalhada; vo = frequéncia de um féton incidente;

vm = a frequéncia da molécula.

2.4.5 Andlises Térmicas

Os estudos de analise térmicas envolvem um grupo de técnicas para medir as
propriedades fisicas de um material através da adigdo de calor a amostra [73]. Dentre as

caracterizacdes térmicas que podem ser realizadas estdo a analise termogravimétrica (TG),
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analise térmica diferencial (DTA) e a calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Os préximos

topicos irdo detalhar essas técnicas.
2.4.5.1 Analise Termogravimétrica (TG)

A analise termogravimétrica utiliza a variacdo de massa em um ambiente atmosférico
controlado em funcdo do acréscimo de temperatura, sendo registrado a chamada curva de
decomposicdo térmica. A faixa de temperatura utilizado nas medidas variam da temperatura
ambiente até geralmente 1000°C [83].
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Figura 11 - Representacdo grafica da perda de massa em funcgdo da temperatura.
Fonte: Adaptado da Referéncia [84]

A partir da curva TG (Figura 11) é possivel identificar e calcular a perda de massa
percentual da amostra analisada. A partir desses dados pode ser calculado a decomposicao,
processos de oxidacdo, desidratacdo e outros aspectos fisicos a medida que a temperatura
aumenta, ou seja, dar pra identificar, por exemplo, o possivel momento da saida de agua [84-
85].

2.4.5.2 Analise Térmica Diferencial (DTA)

A técnica de DTA tem como fundamento a analise em fungdo da temperatura de uma

mostra em comparagdo com um material de referéncia termicamente inerte. A diferenca de
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temperatura entre as duas substancias torna possivel plotar o grafico do termograma diferencial
[83].

Exotérmico
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Figura 12 - Representacdo das curvas de temperatura da amostra e da temperatura diferencial em funcéo de T.
Fonte: Adaptado da referéncia [84].

Os gréficos da analise DTA pode ser plotado junto com a medida TG, dessa forma, pode
observar tanto a perda de massa do material como identificar se o evento é exotérmico
(liberagéo de calor) ou endotérmico (absorcao de calor). Nos materiais organicos e inorganicos
a técnica pode ser utilizada para identificar transicdes de fase, decomposicdo, cristalizacao,

estabilidade térmica e outros [83].
2.4.5.3 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A medida de calorimetria exploratdria diferencial assim como a analise térmica
diferencial (DTA) utiliza a amostra em comparacdo com uma substancia de referéncia a uma
taxa ja predeterminada. Dessa forma, serd medido o fluxo de calor entre os dois materiais. O
principio é muito parecido com o DTA, porém o DSC mede calorimetria com diferenca de
energia e € uma técnica quantitativa, enquanto o DTA mede diferenca de temperatura e é técnica

qualitativa [83].
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Figura 13 - Representacéo do fluxo de calor em funcéo da temperatura.

Fonte: Adaptado da referéncia [84].
A medida de calorimetria DSC pode ser utilizada para determinar o fluxo de calor de

fuséo da amostra, além de ser possivel entender até onde ocorre a cristalizagdo e com auxilio
de outras técnicas pode identificar a temperatura de transi¢do vitrea, calor especifico, pureza e

outros, podendo ser utilizada amplamente na ciéncia dos materiais [83; 86-87].

2.5 Estudo Computacional
2.5.1 Teoria do funcional da densidade (DFT)

A partir da necessidade de desenvolver novas ferramentas para calculos de mecanica
quantica que abordassem descri¢des de teorias de ligacdes quimicas, estruturas eletrénicas de
moléculas e propriedades de elétrons sem que ocorressem um aumento nos custos
computacionais, surgiu o método da teoria do funcional da densidade (DFT). Quando
comparado, por exemplo, a outros métodos como Hartree-Fock ou pds-Hartree-Fock, esse
método tem custo computacional menor [88-89].

A teoria foi estabelecida a partir de dois teoremas de Hohenberg-Kohn. No primeiro €
dito que o potencial externo (e, portanto, a energia total) € um Unico funcional da densidade
eletronica, j& o segundo afirma que o funcional que fornece a energia do estado fundamental do

sistema fornece a menor energia se e somente se a densidade de entrada é a verdadeira
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densidade do estado fundamental. Ambos foram desenvolvidos pelos fisicos Pierre Honhenberg
e Walter Kohn em 1964 [88; 134-135].

Foi a partir das equacGes de Kohn-Sham, desenvolvidas pelos cientistas Walter Kohn e
Lu Jeu Sham que a método DFT ganhou aplicacdo préatica na obtencéo da densidade no estado
fundamental. A abordagem utilizada nas equagdes aponta, dentre outras coisas, que pela energia
cinética, potenciais elétron-nacleo e elétron-elétron é possivel calcular a energia total do
sistema [89-90; 135-136], como demonstrando na equacao 9 para a energia total de um sistema
com elétrons ndo interagentes.

Eln(r)] = V[n(r)] + Fln(r )] = n(r )V (r )dr + Fln(r)] ()

Onde:

E[n(r )] = energia total para um sistema de elétrons ndo interagentes

n(r ) = densidade eletronica

V[n(r )] = funcional do potencial externo

F[n(r )] = funcional de energia cinética dos elétrons e de interacdo cléssica e quantica
entre os elétrons.

As equacbes de Kohn-Sham proporcionaram melhorias na teoria do funcional da
densidade porque possibilitou descrever melhor a energia existente entre os funcionais seja de
troca ou de correlacdo. Ambas as energias possuem interagdes relacionadas aos elétrons, seja
pela energia estética e dindmica ou pela energia afetada pela correlacdo eletronica influenciada
pelos efeitos de repulsdo, dessa forma é possivel fazer uma aproximacao entre a funcéo de onda
e a densidade [90;135].

O método DFT comecou entdo a ser amplamente utilizado em calculos envolvendo
composto quimicos. Na quimica foi possivel através do método empregar funcionais que
possibilitem investigar a geometria, propriedades eletrdnicas, vibracionais e energia de
complexo de coordenacdo com finalidades farmacoldgicas [137].

Na quimica organica e inorganica, os complexos geralmente possuem uma quantidade
grande de atomos o que necessita, além da utilizacdo do método DFT, a utilizagdo de funcionais
que fornegam resultados com boa correlagdo com dados experimentais. Dentre os funcionais
que podem ser utilizados para essa correlacdo esta 0 B3LYP, muito populacdo nos calculos
computacionais que utilizam o método DFT, entretanto para complexo de coordenagao existem
outros funcionais que fornecem resultados mais satisfatorios, como o PBE1PBE.

O funcional PBE1PBE ¢é fundamentado no funcional PBE, com a diferenca de combinar

gradiente desse funcional com determinada quantidade de trocas e correlagdo que séo inseridos
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como comandos de entradas nos softwares [89-92]. Na literatura é amplamente divulgado
estudos computacionais utilizando o funcional PBEL1PBE em comparacdo com outros
funcionais para complexos orgéanicos e inorganicos.

Nos estudos realizados por GAO [138] sobre as estruturas moleculares e propriedade de
drogas antitumorais envolvendo a platina (Il) € afirmado que o PBELPBE/SDD e
PBE1PBE/CEP-121G sao suficientes para prever os espectros de vibracdo do complexo
carboplatina. J& FALLAH et al. [139] realizou uma comparacao entre os funcionais B3LYP e
PBE1PBE com os conjuntos de funcbes de bases 6-311 G (d, p) e 6-311 + G(d,p)
respectivamente e concluiu que ambos tiveram boas correlag¢@es, porém o PBE1PBE apresentou
resultados melhores quando analisado os orbitais moleculares de fronteira. WANG et al. [140]
também realizou a comparacgéo entre os funcionais no estudo sobre complexo de cobalto (11) e
1,10-Fenantrolina e o funcional PBE1PBE teve aproximagdo maior aos modos vibracionais
experimentais. Esse e outros resultados reportados na literatura justificam a utilizagdo do
funcional PBE1PBE no presente estudo.

3. METODOLOGIA
3.1. Sintese do cristal de cobre(ll) com 1,10-Fenantrolina e L-Prolina

O cristal de cobre(1l) com 1,10-Fenantrolina (Synth 98,0%) e prolina (Sigma-Aldrich
99,0%) foi crescido pela técnica de evaporacdo lenta de solvente por meio da preparacdo de
solucéo equimolar. Primeiro foi preparado uma solugéo de 1,10-Fenantrolina (0,5 mmol) (Synth
98,0%) em um volume contendo 70% metanol (Synth 99,8%.) e 30% agua deionizada ficando
sob agitacdo magnética até a homogeneizacdo. Foi preparado também uma solucdo de nitrato
de cobre 11 (0,5 mmol) (Sigma-Aldrich 99%) em solu¢do 10 mL de agua deionizada que sera
adicionada a solucdo contendo 1,10-Fenantrolina (0,5 mmol) (Synth 98,0%). A nova solucéo
ficou sob agitacdo magnética. Posteriormente, foi adicionado a solucdo a prolina (0,5 mmol)
(Sigma-Aldrich 99,0%) e o bicarbonato de sodio (0,5 mmol) (Sigma-Aldrich 99,0%) ficando
sob agitagdo magnética a temperatura de 70°C durante 3 horas. Ao final, a solu¢do formada foi
deixada em um becker vedado com filme plastico com pequenos furos e colocada em uma
estufa com temperatura constante de 35 °C.

A sintese e o crescimento do cristal foram realizados no laboratério de difracdo de raios
X (LDRX) e laboratério de crescimento de cristais (LCC) da unidade de preparagdo e
caracterizagdo de materiais (UPCM) do programa de pds-graduacdo em ciéncia dos materiais

da UFMA campus Imperatriz.

37



O cristal de cobre(Il) complexado com 1,10-fenantrolina e L-Prolina j& foi reportado na
literatura com o nome de Aqua(l,10-phenanthroline)(L-prolinato)-copper(ll) nitrate

monohydrate [15]. Para esse trabalho ser utilizado a abreviacdo de FPCu.

3.2 Caracterizacg0es
3.2.1 Difracao de raios X

O cristal utilizado no estudo foi confirmado através da técnica de difracdo de raios X
(DRX). O cristal, ap6s pulverizado em almofariz de agata com pistilo, foi colocado em uma
porta amostra de vidro, levado ao difratdmetro da PANalytical modelo Empyrean operando
com radiagio CuKa (A= 1,5418 A), geometria Bragg-Brentano, monocromador de grafite

pirolitico.

Figura 14 - Difratdmetro da PANalytical modelo Empyrean

A medidas foram realizadas utilizando passo angular de 0,02°, em intervalo angular em
20 de 5-45°, tempo de aquisicdo de 2s por passo. Os resultados obtidos por DRX dos cristais
foram analisados pelo método de Rietveld [66], onde foi utilizado o software GSAS-EXPGUI
[93] para realizacdo do refinamento da estrutura cristalina do material e o banco de dados da

Cambridge crystallographic data centre (CCDC).
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As medidas em funcdo da temperatura foram realizadas com auxilio da camara de
temperatura Anton-Paar modelo TTK 450 utilizando um difratdbmetro da PANalytical modelo
Empyrean operando com radiacio CuKa (A= 1,5418 A) e temperatura de 28 a 237 °C.

As medidas foram realizadas no laboratorio de difragdo de raios X da unidade de
preparacao e caracterizacdo de materiais (UPCM) do programa de pds-graduacdo em ciéncia

dos materiais da UFMA campus Imperatriz.

3.2.2 Andlise d6ptica UV-Vis

As medidas foram realizadas no espectrofotdmetro UV-Vis da SHIDMADZU de
modelo UV-1900, utilizando se cubetas de quartzo com intervalo de 10 nm/s, em uma regiao
espectral com comprimentos de onda entre 450 e 1100 nm, para solu¢des com pH 2,3 e 6,3 em
temperatura ambiente. As medidas foram realizadas no Laboratdrio de Sintese e Caracterizagdo
de Materiais Farmacéuticos (LABFARMA) da unidade de preparacdo e caracterizagdo de
materiais (UPCM) do programa de pos-graduacdo em ciéncia dos materiais da UFMA campus

Imperatriz.

Figura 15 - Espectrofotémetro UV-Vis SHIDMADZU

3.2.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
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Os espectros de FT-IR foram obtidos utilizando a técnica de pastilhas de KBr, onde
foram preparadas pastilhas com 99% de Brometo de Potassio (KBr) e 1% do cristal FPCu,
prensadas com 8 toneladas e depois medidas por um tempo médio de 30 segundos.

Foi utilizado um FT-IR Vertex 70v da Bruker (Figura 23), a vacuo, em 32 varreduras e
com resolucéo espectral 4 cm™. A anélise foi realizada no Laboratorio de Espectroscopia Optica
e Fototérmica (LEOF) da unidade de preparacdo e caracterizacdo de materiais (UPCM) do

programa de po6s-graduacao em ciéncia dos materiais da UFMA campus Imperatriz.

Figura 16 - Espectrémetro FT-IR marca Bruker modelo Vertex 70V

3.2.4 Espectroscopia Raman

Para medidas de espectroscopia Raman foi utilizado um espectrdmetro triplo, marca
JobinYvon modelo T64000 com detector CCD resfriado a ar. Para as medidas foi utilizado um
laser de estado sélido (A = 532 nm), poténcia de 10 mW sobre a amostra e resolucdo espectral
de 2 cm™. As medidas foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia Vibracional e Altas
Pressdes (LEVAP) da Universidade Federal do Para (UFPA).
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Figura 17 - Espectrémetro Raman marca Jobin-Yvon modelo T64000.

3.2.5 Anélise Térmica

Andlise TG-DTA foi realizada no equipamento da Shimadzu modelo DTG-60
utilizando 3,281 mg em um cadinho de aluminio fechado, numa atmosfera de nitrogénio com
fluxo de 100 ml/min, com uma faixa de temperatura de 28 a 900 ° em raz&o de aquecimento de
(10°C) /min.

Figura 18 - Analisador térmico (TG/DTA) marca Shimadzu modelo DTG-60.
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Foram realizadas as medidas de calorimetria exploratoria diferencial - DSC utilizando
0 equipamento DSC-60 da Shimadzu, com aproximadamente 4,0 mg de amostra, sob atmosfera
de nitrogénio (100 mL/min) em uma razao de aquecimento de 10 °C/min, cadinho de aluminio

fechado, na faixa entre 30 a 200 °C.

Figura 19 - Analisador térmico (DSC) marca Shimadzu modelo DSC-60.
As medidas foram realizadas no Laboratério de Sintese e Caracterizacdo de Materiais

Farmacéuticos (LABFARMA) da unidade de preparacao e caracterizagdo de materiais (UPCM)

do programa de pés-graduacdo em ciéncia dos materiais da UFMA campus Imperatriz.

3.2.6 Avaliacao da atividade antitumoral in vitro

Para avaliacao antitumoral foram utilizadas as linhas celulares tumorais humanas PC-3
(cancer de prostata) e SNB-19 (glioblastoma). As células foram incubadas em placas de 96
pocos com 0 meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
a 310 K com 5% CO». Apds 24 h, as células foram tratadas com uma solugdo contendo 0s
complexos de cobre em concentragGes em série na faixa de 12,5 — 0,2 uM por 72 h, a 310 K
com 5% de CO,. Este mesmo procedimento experimental foi realizado na droga de controle
Cisplatina (PtCI2N2H6, Sigma Aldrich, > 99,9%) para fins de comparagédo (50,0 — 0,4 uM). A
citotoxicidade foi avaliada usando o ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil 2-tiazolil) -2,5-difenil-

2H-tetrazdlio (MTT). Apoés o tempo de incubagdo, o sobrenadante foi removido e substituido
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por um novo meio (150uL) contendo o corante MTT (0,5 mg/mL). A viabilidade celular foi
quantificada pela capacidade de células vivas de reduzir o corante amarelo MTT a um produto
formazan roxo por células metabolicamente ativas. Trés horas depois, as placas foram
centrifugadas, o produto MTT formazan foi dissolvido em 150uL de DMSO e a absorbancia
foi medida usando um leitor de placas multiplas a 550 nm. A concentracdo inibitdria semi-
méaxima (IC50) e seus intervalos de confianca de 95% (IC 95%) foram obtidos por regressao
n&o linear. O indice de seletividade de cada complexo foi calculado pela formula: SI = 1Cso*AW-
2647 1Cgo"UMOR CELLS ' [94]. A andlise foi realizada no laboratério de Fisiopatologia e
Investigacdo Terapéutica (LaFIT) da UFMA e Laboratdrio de Oncologia Experimental, Nucleo

de Pesquisa em Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da UFC.

3.2.7 Ensaio de solubilidade

O estudo de solubilidade do complexo de cobre, 1,10-Fenantrolina e prolina foi
realizado preparando uma solucgéo supersaturada do material em 50 mL de 4gua deionizada em
pH=7. A solucéo foi agitada magneticamente por 200 min a 35 °C e retiradas aliquotas em
intervalos de tempos pre-determinados. A absorbancia foi determinada em comprimento de
onda de 617 nm, utilizando o espectrémetro UV-Vis descrito em 3.2.2. A curva analitica padrdo
foi obtida pela associacdo entre as concentragdes do material e suas respectivas absorbancias

em 617 nm. A metodologia utilizada esta de acordo com dados dispostos na literatura [143].

3.3 Estudo computacional

Os célculos foram realizados utilizando software Gaussian 16 e computadores da
ComputeCanada por ser um programa muito utilizado para calculos tedricos de estruturas
eletronicas de diversos sistemas quimicos diferentes [95] empregando a teoria do funcional da
densidade (DFT) [92].

Foi utilizado o conjunto de funcdes de base 6-311++G(d,p) [96-97] paraH, N, Ce O, e
0 pseudopotencial Stuttgart-Dresden (SDD) [98] para Cu. Os célculos foram realizados no
vacuo e com 0 método de solvatacdo IEFPCM (Integral Equation Formalism of the Polarizable
Continum Model) usando o metanol como solvente (meio dielétrico com € = 24,852) [99].

Foi utilizado o funcional DFT/PBE1PBE [91], fator de corregdo de 0,9594 [115]. A
geometria otimizada do complexo foi analisada com o auxilio do software Chemcraft [141],

observando ainda os modos vibracionais. A interpretacdo dos modos vibracionais foi realizada
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utilizando a regressdo bayesiana por meio da determinacdo de relevancia automéatica do modo

vibracional - VMARD [100] empregando o software livre vibAnalysis [101].

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese do cristal de cobre(ll) com 1,10-Fenantrolina e L-Prolina

A anélise de absorbancia foi realizada com as solugbes que ddao origem ao cristal de
Cobre, 1,10-Fenantrolina e Prolina. As solucdes possuiam pHs correspondentes a 2,3 (sem a
adicdo de bicarbonato de sodio) e 6,3 (com a adi¢do de bicarbonato de s6dio). Dessa forma, foi
analisada o padrdo de complexacgéo e a natureza dos ligantes.

2.0 — —=PH23
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Figura 20 - Espectros de absorbancia da solugéo do cristal FPCu em pH 2,3 e 6,3.

A Figura 20 mostra que ocorre um encurtamento da banda de absorbancia a medida que
aumenta o pH da solugéo. Este efeito pode ser provocado pela modificacdo da coordenacdo
entre o metal e os ligantes. Tanto a 1,10-Fenantrolina e Prolina s&o ligantes de campo forte se
comparado com a dgua. Dessa forma, a complexacédo entre o metal e os ligantes ocorre em faixa
de absorcdo menor [102].

A partir da Figura 20 é possivel perceber que o cobre em pH 2,3 possui uma faixa de
absorcdo maior, 664 nm, isso se dar pela forte interacdo e coordenagdo com a agua. A partir do
aumento do pH, observa-se uma diminuicdo na regido de absorcdo do metal, 590 nm, indicando

uma transicdo de elétrons do orbital d do ion metalico para o orbital d«,?. Essa mudanca
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acontece devido Cu?* ter configuracio [Ar]3d®, com preferéncia em coordena-se com 4, 5 ou 6
ligantes. Fazendo 5 ligacdes, como € o caso nas ligacdes envolvendo a 1,10-Fenantrolina e
prolina, o metal possui o orbital Tog completo e o orbital Eq semipreenchido com geometria
pirdamide quadrada com distor¢do de Jahan Teler, favorecendo a mudanca de coordenacédo da
agua para a 1,10-Fenantrolina e Prolina [103-104].

A partir da modificacdo da natureza dos ligantes, como apresentado na Figura 21 abaixo,
ocorre também uma alteracdo na coloracdo das solucdes que formam o complexo, sendo a

solucéo de pH 2,3 de cor azul claro e em pH 6,3 de coloragdo azul mais escura.

a)

Figura 21 - Coloracéo das solugdes do complexo FPCuem a) pH =2,3 eb) pH = 6,3

De acordo com estudos reportados na literatura, os complexos de cobre, 1,10-
Fenantrolina com aminoacidos apresentam absorcdo na regido entre 600 a 630 nm quando
analisado em pH variando entre 6,5 e 7,5, atribuidas principalmente as transi¢fes dos orbitais d
descrita acima. Para esse estudo, a regido de absorcdo diminui para 590 nm devido a
complexacdo ocorrer na presenca da prolina [102-103].

Dessa forma, o complexo FPCu foi crescido em pH 6,3, sendo o cristal obtido ap6s 10
dias em formato de agulhas. O cristal obtido tem colorag&o azul escuro como mostra a Figura

22 abaixo.
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Figura 22 - Cristal ternario de Cucom 1,10-Fenantrolina e Prolina

Os cristais maiores possuem dimensdes de aproximadamente 9 x 2 mm? e tem como
planos morfoldgicos: (-1-1-1) (10-1) (11-1) (1-10) (100) 110) (0-1-1) (00-1) (01-1) (0-20)
(0-11) (001) (020) (011) (-1-10) (-100) (-1-11) (-101) (-110) (-1112).

Figura 23 - Morfologia do cristal FPCu
*Qbtidos no banco de dados CCDC e programa Mercury 2020.2.0

4.2 Difracéo de Raios X e Refinamento pelo método de Rietveld
A Figura 24 abaixo mostra o padrdo de DRX do cristal refinado pelo método de Rietveld
apontando que o cristal foi obtido como desejado. Este refinamento mostra uma boa qualidade

de ajuste apontando que a diferenca entre os padrdes medidos e calculado é pequena.
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Figura 24 - Difratograma de raios X refinado pelo método de Rietveld para o cristal de Cobre, 1,10-Fenantrolina

e Prolina.

Como resultado do refinamento temos que o cristal cristaliza na estrutura monoclinica
(grupo espacial P21) com duas moléculas por célula unitaria (Z=2) e parametros de rede: a =
7,17(2) A, b=21,27(7) A e c=12,26(1) A e angulo S = 91,37°. Estes dados, como apresentados
na Tabela 1 abaixo concordam com [15]. A diferenca entre os dados do estudo e da literatura

sS40 menores que 1%.

Tabela 1 - Dados cristalograficos para o composto ternario de Cobre com 1,10-Fenantrolina e Prolina.

Dados Valores da Valores desse
Cristalogréficos Literatura [15] Estudo
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico
(a=y=90°#p) (a=y=90°#p)
Grupo Espacial P2 P2
Parametros a=17,17(3) a=17,17(2)
de b=21,28(5) b=21,27(7)
Rede c=12,28(0) c=12,26(1)
Angulo p=92,05(2) f=91,37(0)
Volume 1873,70(8) 1870,70(6)
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NuUmero de atomos
, o, Z=2 Z=2
por celula unitaria

A Figura 25 mostra a célula unitaria do cristal de cobre com 1,10-Fenantrolina e Prolina
vista ao longo do eixo a. O composto tem formula [Cu(CsHsNO2)(C12HsN2)(H20)]NO3.H20.
correspondendo a correspondente a 355,73 g/mol. A célula unitaria € composta por quatro
atomos de cobre, seis moléculas de 1,10-Fenantrolina, quatro moléculas de Prolina e dez
moléculas de agua, se repetindo pela estrutura cristalina. O ion metalico Cu?* se liga a dois
atomos de nitrogénio da molécula de 1,10-Fenantrolina, um &tomo de oxigénio e outro
nitrogénio advindo da prolina e uma molécula de agua coordenada, além de possuir ao longo

da estrutura nitratos ndo coordenados.

Figura 25 - Célula unitaria do cristal de Cobre com 1,10-Fenantrolina e Prolina.

4.3 Estudo computacional

Os calculos de otimizacdo de geometria do complexo de coordenacdo e de frequéncias
vibracionais foram realizados empregando-se a DFT [91]. O funcional DFT/PB1PBE foi
utilizado na realizacdo dos céalculos no vacuo e em metanol. O efeito de solvatacdo foi
considerado utilizando o método IEFPCM. E o fator de correcdo de 0,9595 [115] foi utilizado

na correcdo dos valores de frequéncias vibracionais calculados.
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Tabela 2 - Dados te6ricos dos comprimentos e angulos das liga¢des do complexo FPCu calculados com o

funcional DFT/PBE1PBE no véacuo e em solvente comparado com o experimental [15].

Comprimentos das ligacdes (A) Angulos das ligacdes (°)
Ligacbes DFT/PBELIPBE DFT/PBELIPBE Exp. Angulos DFT/PBE1IPBE DFT/PBE1PBE Exp.
Solvente Véacuo Solvente Vacuo
Cul-N2 2,04(6) 2,05(0) 2,03(3) | N2-Cul-N3 81,56(4) 81,30(1) 82,00(2)
Cul-N3 2,01(9) 2,02(2) 2,01(9) | N2-Cul-N4 101,16(4) 102,76(0) 100,62(2)
Cul-N4 2,02(2) 2,02(7) 2,00(4) | N2-Cul-0O6 171,27(1) 172,35(3) 168,95(1)
Cul-06 1,93(5) 1,90(5) 1,91(9) | N2-Cul-040 90,89(7) 101,44(8) 92,97(2)
Cul-040 2,34(0) 2,38(1) 2,23(4) | N3-Cul-N4 166,17(1) 162,34(7) 169,76(2)
<2 .
(/1]
:8 2.2 \ DFT/PBE1PBE Solvente e DFT/PBE1PBE Vacuo
o
D20
|
-
J 18
S
q:, 1.6
E
s 14
g a) b)
5]
0 12 Fator de Correlagdo: 0,99 Fator de Correlagéo: 0,98

180

1.8 20 22

Comprimento Experimental (A)
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Figura 26 - Graficos de comparagdo do calculo computacional e valores experimentais dos comprimentos das

ligagBes do complexo FPCu em solvatagdo utilizando solvente metanol (a) e vacuo (b).
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Figura 27 - Graficos de comparacdo do calculo computacional e valores experimentais dos angulos das ligacdes

do complexo FPCu em solvatagdo utilizando solvente metanol (a) e vacuo (b).
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23

21

Solvente

Figura 28 - Geometria otimizada do complexo FPCu obtida pelo método DFT/PBE1PBE com célculo no vacuo

e solvatacdo com solvente metanol.

Observando a Tabela 2 e as Figuras 26 a 28 € possivel concluir que os resultados teéricos
estdo em bom acordo com os dados experimentais. Os dados apresentaram ainda um ajuste
melhor em solvente. Foi possivel ainda através do método obter a geometria otimizada do
complexo, mapa de potencial eletrostatico, orbitais HOMO e LUMO e suas respectivas
energias, além de simulacdo dos espetros vibracionais.

O orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO), orbital molecular
desocupado de mais baixa energia (LUMO) e o gapHOMO-LUMO (AE) sdo parametros
importantes viabilizando a obtencdo de uma correlacdo desses parametros com a atividade
bioldgica [105].

O HOMO (orbital molecular ocupado de mais alta energia) tem a capacidade de doar
elétrons e o LUMO (orbital molecular desocupado de mais baixa energia) tem sitios vazios
aceitando mais facilmente elétrons. O gapHOMO-LUMO (AE) é a diferenca entre 0 LUMO e
0 HOMO e indica a tendéncia na ocorréncia de transicdo eletrénica. Dessa forma, quando o
valor do gapHOMO-LUMO (AE) é baixo, indica que o complexo tem alta reatividade e baixa
estabilidade, quando o valor € alto, indica mais estabilidade e menor reatividade [144].

Nas Figuras 29 e 30 sdo apresentados os valores para 0 LUMO, HOMO e gapHOMO-
LUMO (AE) para os célculos em solvatacéo e no vacuo.
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Solvente

gap[HOMO-LUMO] (AE)=4,71 eV HOMO

Figura 29 - Orbitais moleculares de fronteira HOMO e LUMO para o complexo FPCu calculados com o método

DFT/PBE1PBE utilizando célculo de solvatagdo com solvente metanol.

Vacuo

gap[HOMO-LUMO](AE)=3,94¢v  HOMO

Figura 30 - Orbitais moleculares de fronteira HOMO e LUMO para o complexo FPCu calculados com o método
DFT/PBE1PBE no vacuo.

O valor de energia de cada um dos orbitais de fronteiras HOMO e LUMO calculados
em solvente foram respectivamente -7,42 eV e -2,70 eV. No vacuo os valores foram -9,70 eV
e -5,76 eV. Em ambos os meios 0 HOMO (Enomo) esta localizado majoritariamente na
molécula de prolina e 0 LUMO (ELumo) localizado na molécula de 1,10-Fenantrolina. Assim,
o valor da gapHOMO-LUMO (AE) em solvente e vacuo foram respectivamente 4,71 eV e 3,94
eVv.
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De acordo com XAVIER [105] e CARVALHO [144] sistemas com finalidades
bioldgicas devem ter boa estabilidade para que o composto mantenha sua identidade e
conformidade, mas é importante que tenha potencial para participar de rea¢des quimicas e assim
interagir com o meio a ser aplicado. Dessa forma, o0 gapHOMO-LUMO (AE) calculado tanto
em solvente quanto no vacuo demonstraram que o complexo FPCu possui estabilidade
suficiente para manter sua conformidade (importante para garantir as caracteristicas
farmacologicas) e reatividade (importante na interacdo com alvos biomoleculares) [105;144-
145].

Outro indicador de interagdo com sistemas biol6gicos importante é 0 mapa de potencial
eletrostatico, a partir dele é possivel analisar 0 comportamento de determinado composto e
entender onde pode ocorrer interacdes como ligacdes de hidrogénio. Essas ligacdes apresentam
um papel importante no reconhecimento de drogas. As regides de potenciais negativos
(indicadas em vermelho) identificam as regifes ricas em elétrons de determinado sistema,

enguanto que as regides positivas sdo indicadores eletroliticos [109-110].
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Figura 31 - Mapa de potencial eletrostatico molecular com superficies semitransparente para o complexo FPCu

calculado com o método DFT/PBE1PBE no vacuo e em solvatagdo utilizando metanol.

A partir do mapa é possivel perceber que as regides de maior densidade eletrdnica
(destacadas em vermelho) estdo ligadas ao oxigénio do anel da prolina e da &gua de coordenacéo
ligada ao cobre. Essas regides favorecem a formacdo de ligacbes de hidrogénio com bases
nitrogenadas o que facilita a interacdo do complexo de Cobre(ll), 1,10-Fenantrolina e prolina
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com o DNA e na sua atuagdo como antitumoral principalmente no apoptose de células
cancerigenas [109-110]. De acordo com a Figura 31 ndo ocorre nenhuma modificacdo no mapa
de potencial eletrostatico quando comparado os célculos realizados em solvatacdo e no vacuo.

Os valores da energia livre de Gibbs (AGcomplexagio), entalpia (AH complexacio) € €Nergia
vibracional de ponto zero (ZVPE) (zero-point vibrational energy) da complexacdo em solvente

utilizando o metanol e no vacuo foram calculadas utilizando:

AGcomplexagﬁo = Gcomplexo - (Gfen + Gpro + Geu + Gégua) (10)
AHcomplexa(;éo = Hcomplexo - (ern + Hpro + Hcu + Hégua) (11)
AEZPVE = EComplexo - (EFen + EPro + ECu + EAgua) (12)

Onde:

Gcomplexo € energia livre de Gibbs do complexo; Gren é a energia livre para molécula de
1,10-Fenantrolina; Gpro € energia livre para a molécula de prolina; Gcu para o ion de cobre(ll);
Gagua para a molécula de agua coordenada; Hcompiexo €ntalpia do complexo, Hren entalpia da
1,10-Fenantrolina, Hpro €ntalpia da prolina, Hcv entalpia do ion de cobre(ll) e Haguq entalpia da
molécula de agua coordenada; Efen energia eletronica total da 1,10-Fenantrolina; Epro energia
eletronica total da prolina; Ecy energia eletronica total do cobre(ll) e Esqua energia eletronica
total da agua coordenada. Para o calculo da energia livre de Gibbs e entropia da complexacao,

utilizou-se a temperatura ambiente T de 25°C (298,15 K).

Tabela 3 - Valores dos pardmetros termodindmicos para o complexo FPCu calculados em solvatacdo utilizando

metanol e no vacuo.

Parametros
o DFT/PBE1PBE Solvente DFT/PBE1PBE Véacuo
Termodinamicos

AG complexagio -192,74 (kcal/mol) -550,43 (kcal/mol)
AHcomplexa(,‘ﬁo '224,85 (kcaI/mOI) '583,03 (kcaI/mOI)
AE ;pyE -223,97 (kcal/mol) -581,94 (kcal/mol)

Os valores apresentados na Tabela 3 demonstram que a complexacdo € espontanea
[146].

A partir dos valores obtidos para 0 Gvacuo = -1244,56 € Gsolvente = -1244,63 foi possivel
obter 0 AGsolvatagao Igual a -43,92 (k.cal/mol) calculado pela diferenga entre Gsolvente - Gvacuo. D€
acordo com AZARBAYJANI [147] o valor negativo da energia livre de solvatacdo remete a
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uma boa viabilidade quimica de dissolucéo para determinado composto em um solvente. Dessa
forma, pelo AGsowvataczo € possivel afirmar que o complexo de cobre(ll), 1,10-Fenantrolina e
prolina tem afinidade com o solvente metanol, indicando que para o preparo de solugdes do
complexo FPCu, o metanol tem boa dissolugéo.

Além desses indicadores é possivel obter o indice de eletrofilicidade que esta
relacionado a valores de energia mais baixo em funcéo do fluxo maximo de elétrons entre o
doador e receptor, indicando ainda o potencial de uma espécie em aceitar elétrons. Ao ocorrer
a interacdo entre essas moléculas, a eletrofilicidade indicard de qual delas atuard como
eletrdfilo. Assim, esse descritor é um fator indicador de atividade bioldgica [106-108].

Na Tabela 4 abaixo séo apresentados ainda os valores da dureza quimica (7), potencial
quimico () e do indice de eletrofilicidade (w). A tabela faz uma comparagdo com dados de
complexos existentes na literatura que ja sdo utilizados como agente antitumoral. O indice de
dureza () e o potencial quimico (p) tem relacdo, respectivamente com a estabilidade e
informacdes sobre a transferéncia de carga entre sistemas de maior e menor potencial quimico.
O indice de eletrofilicidade (w) como ja descrito acima pode ser correlacionado com a atividade
bioldgica porque através dele é possivel perceber se um complexo pode ser utilizado contra
microrganismos patogénicos como bactérias, fungos e células cancerigenas.

Esses parametros sdo calculados a partir das seguintes equacdes:

I-A
n=— (13)
—(I+A
p=—o (14)
u2
w = Z (15)

Tabela 4 - Valores dos descritores de reatividade quimica para o complexo FPCu calculados com o método
DFT/PBE1PBE comparados com dados da cisplatina [111].

Propriedades Complexo FPCu Complexo FPCu Cisplatina
(eV) DFT/PBE1PBE DFT/P,BElPBE DFT/LC-PBE [111]
Solvente Vacuo

Enomo -7,42 -9,70 -9,44

ELumo -2,70 -5,76 0,70

AE 4,71 3,94 10,15

n 2,35 1,97 5,07

y7i -5,06 -7,73 -4,37

[0) 5,43 15,16 1,88

A partir da Tabela 4 é possivel observar que o valor do indice de eletrofilicidade (w)

para o complexo de cobre, 1,10-Fenantrolina e prolina é maior que o calculado para a cisplatina
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indicando que o complexo interage mais intensamente com o DNA. O farmaco Ciclofosfamida
(utilizado no tratamento de linfoma e a leucemia) tem eletrofilicidade (w) de 1,80 eV, inferior
ao complexo FPCu, apontando ainda que o material estudado tem grande potencial de agir

contra células cancerigenas [112-114].

4.4 Anédlise Vibracional

Os célculos computacionais para o complexo FPCu no vacuo e em solvatacgéo utilizando
metanol apotaram que ocorreu pouca variagdo na molécula. A geometria otimizada indicou
mudanca apenas na dgua de coordenacéo ligada ao cobre(ll), a energia livre de Gibbs e o calculo
de entalpia apontaram espontanedade das reacdes, porém a energia livre de solvatacdo
demonstrou uma maior afinidade entre o complexo FPCu e o célculo em solvatacéo utilizando
solvente metanol se comparado ao vacuo, o que ficou evidente quando observado que os
espectros tedrico em solvatagdo tiveram maior proximidade com o experimental, a partir disso
as atribuicGes dos modos vibracionais foram feitas somente a partir dos calculos dos nimeros
de onda utilizando o método DFT/PBE1PBE, conjuntos de funcbes de bases 6-311++G(d,p),
fator de correcéo de 0,9594 em solvatagéo utilizando metanol[115].

4.4.1 Espectroscopia Raman e Infravermelho com transformada de Fourier

Para andlise de espectroscopia Raman e FT-IR foram utilizados os dados experimentais
obtidos de acordo com o procedimento descrito nas se¢oes 3.2.3 € 3.2.4.

As atribuicdes dos modos de vibracao foram realizadas pela regressao Bayesiana através
do VMARD por possibilitar a obtencéo e descri¢cdo de modos vibracionais com mais precisao
uma vez que aumenta o uso os calculos computacionais e favorece sua aplicagdo quando sao
necessarias a identificacdo de grande quantidade de modos vibracionais em um sistema
quimico. Por fim, a estrutura foi otimizada e com menor energia potencial [116].

A comparacdo entre os calculos tedricos e 0s espectros experimentais indicaram um
total de 68 bandas referentes aos modos vibracionais FT-IR e Raman com faixas de nimeros
de onda que variaram entre 400 e 4000 cm™ no FT-IR e de 40 e 3200 cm™ no Raman. Para
analise das atribuicGes, os espectros tedrico e experimental de FT-IR e Raman foram divididos
em regides com faixas espectrais de 40 a 800 cm™, 800 a 1800 cm™ e 2800 a 4000 cm™. No
decorrer dos proximos pardgrafos sera possivel perceber que as bandas nos espectros

experimentais e tedricos tiveram boa concordancia.

4.4.1.1 Regido de 2800 a 4000 cm
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Como mostram as Figuras 32 e 33, na regido de 2800 a 4000 cm™ do espectro FT-IR
para o cristal de cobre(ll), 1,10-Fenantrolina e Prolina é possivel observar movimentos de
estiramento simétricos e anti-simétricos referentes a molécula de dgua que estdo presentes no
material, como identificado na Tabela 5 e em outros estudos presentes na literatura. Nessa
mesma faixa espectral consta movimentos de estiramentos caracteristicos do grupo amino
ligado ao anel de prolina, entre as faixas de 3300 e 3400 cm™ [117].

Através das atribuicBes do espectro Raman tedrico e experimental, é possivel perceber
na regido entre 2800 a 3200 cm™ nimeros de ondas associados as vibracdes de estiramentos
nas ligacbes C-H, sejam elas ligadas ao anel de 1,10-Fenantrolina com movimentos de
estiramento entre 3092 a 3081 cm™ ou movimentos do CH2 ligados ao anel de prolina com
estiramento anti-simétrico (H32C31H33) em 3006 cm™ e simétrico do H35C34H36 em 2966
cm™ [118].
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Figura 32 - Espectros tedricos e experimental de FT-IR do cristal ternario FPCu na faixa espectral de 2800 a
4000 cmL,
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Figura 33 - Espectros Raman tedrico e experimental do cristal FPCu na faixa espectral de 2800 a 3200 cm™.

A Tabela 5 abaixo apresenta as atribui¢es de bandas referentes aos espectros tedrico

(wear) € experimental do FT-IR (wir) € Raman (wraman) na regido de 2800 a 4000 cm™.

Tabela 5 - Atribuigdes dos modos vibracionais FT-IR e Raman para o cristal FPCu na faixa espectral de 2800 a

4000 cm™™,
wcalc(cm?) | wr(cm?) | wraman (cm™?) Atribuicées com VMARD (%)
3783 - - va(H41040H42) (85)
3691 - - vs(H41040H42) (85)
3391 3416 - v(N4HS5) (87)
3002 3146 3008 v(C22H23) (48) + v(C(2101I§21) (14) + v(C18H19)
3081 - 3082 v(C18H19) (56) + v(C20H21) (16) + v(C22H23) (9)
] va(H29C28H30) (49) + va(H35C34H36) (23) +
3024 3058 va(H32C31H33) (19)
va(H32C31H33) (52) + v(C34H36) (15) +
3006 3013 2992 W(C28E29) (10)
2971 2970 2949 v(C37H38) (59)
2966 2952 2011 vs(H35C34H36) (72)
2945 2885 2890 vs(H32C31H33) (68)

*Espectro tedricos (wcaic) / experimental FT-IR (wir) / experimental RAMAN (wraman)

57




Numeros de onda foram calculados pelo método DFT, Funcional PBE1PBE, conjuntos de fun¢des de base
6-311++G(d,p) para os atomos C, N, O, H e Pseudopontencial SDD para o atomo de Cu.

S&o apresentados somete os valores de porcentagens VMARD acima de 9%.

As atribui¢des sem VMARD foram atribuidos visualmente.

Nota¢do dos modos: v — Estiramento; vs — Estiramento simétrico; v, — Estiramento antissimétrico;

p — Rotagdo; 6 — Deformagdo; y — scissoring; « — Balango em fase; wr — Balango fora de fase; t — Torgao.

4.4.1.2 Regido entre 800 e 1800 cm™

Para a faixa de espectros compreendida entre 800 e 1800 cm™ no FT-IR e Raman é
observado uma banda alongada em 1644 cm™ atribuido a ligagdo dupla C=0 da molécula de
Prolina. Os picos em torno de 1626 cm™, 1586 cm™ e 1558 cm™ sdo devidos, respectivamente,
as deformacdes e estiramentos existes na molécula de 1,10-Fenantrolina e vibracdes de
deformacédo em scissoring (corte ou tesoura) da molécula de agua.

Nos modos de vibrag&o entre 1300 cm™ e 1500 cm™ do espectro Raman, por exemplo,
vibragdes em 1465 cm™ e 1431 cm?, sdo movimentos de deformagdes dos anéis pertencente a
molécula de 1,10-Fenantrolina e também pequenas vibra¢des dos anéis pertencentes a molécula
de prolina.

As bandas de 1091 cm, 1059 cm™, 909 cm™?, 855 cm™ e 833 cm™ tanto nos espectros
de FT-IR quanto do Raman correspondem a deformacg6es angulares dos anéis do ligante e do
aminoacido com vibracdes de deformagdes das ligagdes CH, por exemplo, em 1158 cm™ onde
ocorre um balanco fora de fase da ligagdo CH2 na molécula da prolina. Nas Figuras 34 e 35 e

na Tabela 6 é possivel perceber as bandas acima atribuidas.
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Figura 34 - Espectros tedrico e experimental de FT-IR do cristal ternario FPCu na faixa espectral de 800 a 1800

cm™,
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Figura 35 - Espectros Raman tedrico e experimental do cristal FPCu na faixa espectral de 800 a 1800 cm™.

A Tabela 6 abaixo apresenta as atribui¢es de bandas referentes aos espectros tedrico

(wcal) e experimental do FT-IR (wir) € Raman (wraman) Na regido de 800 a 1800 cm™,

Tabela 6 - Atribui¢des dos modos vibracionais FT-IR e Raman para o cristal FPCu na faixa espectral de 800 a

1800 cm™.
wcac(cm?) | wr(cm™?) | wraman (cm™) Atribuicdes com VMARD (%)
1644 1617 1670 v(C3907) (67)
1640 1611 - Va(fenanel) (68)
1626 1608 1627 d(fenanel) (65)
1586 1584 1609 v(fenaner) (67)
1558 1560 1573 v(H41040H42) (61)
1518 1518 1499 d(fenanel) (56)
1481 1474 1484 1(fenaner) (54)
1465 - 1459 d(fenanel) (51)
y(H35C34H36) (28) + y(H29C28H30) (17) +
1431 1457 ] y(H32C31H33) (13)
1411 1427 1433 d(fenanel) (58)
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1409 1376 1410 p(N4H5)(14)
1400 1364 1388 S(fenaner) (27)

1338 1339 1339 v(06C39)(16)

1327 1305 - S(fenaner) (42)

1325 - 1315 S(phenane))(24) + p(H29C28H30)(10)
1297 1260 1298 v(06C39)(16)+ p(C28N4C37)(11)
1274 1225 1271 S(Proaner)(34)

1208 1208 1201 5(phenanel)(41)

1158 1147 1154 p(N4H5)(10) + o(H29C28H30)(11)
1122 1108 1134 p(C20H21)(22) + p(C18H19)
1091 1092 1131 S(fenaner) (30)

1059 1052 1067 S(proanel) (46)

1023 981 1053 p(proaner) (23)

960 934 975 8(proanel) (52)

921 919 921 v(C28N4C37) (19)

909 910 906 S(proanet) (52)

885 891 873 (proaner) (31)

855 871 851 S(fenaner) (33)

833 853 831 t(fenanel) (41)

827 823 821 ©(06C3907) (11) + 8(proane)) (37)
815 819 807 (phenring)(44)

*Espectro tedricos (wcaic) / experimental FT-IR (wir) / experimental RAMAN (wraman)
NUmeros de onda foram calculados pelo método DFT, Funcional PBE1PBE, conjuntos de funcdes de base
6-311++G(d,p) para os &tomos C, N, O, H e Pseudopontencial SDD para o0 4&tomo de Cu.
Sé&o apresentados somete os valores de porcentagens VMARD acima de 9%.
As atribuicdes sem VMARD foram atribuidos visualmente.
Notagdo dos modos: v — Estiramento; vs — Estiramento simétrico; v, — Estiramento antissimétrico;
p — Rotagdo; 8 — Deformagdo; vy — scissoring; o — Balango em fase; wr — Balango fora de fase; © — Torcao.

4.4.1.3 Regido entre 40 a 800 cm™*

Para as atribuicOes da faixa espectral entre 40 e 800 cm™ do Raman e FT-IR é possivel
perceber que a medida que os nimeros de onda diminuem as bandas de vibracdo ficam mais
fracas, isso tem relacdo com a interacdo existente entre as moléculas de 1,10-Fenantrolina,
prolina e o centro metalico. As bandas localizadas em 429 cm™ do espectro de FT-IR e 431 cm
! do espectro Raman estdo associadas ao estiramento entre o Cu?* e os nitrogénios da 1,10-
Fenantrolina e deformacg6es entre a ligagdo Cu-O e Cu-N (3(CulN406)) das moléculas da
prolina.

As bandas de niimeros de onda 306 cm™ e 285 cm™ do espectro Raman se referem a
movimentos de deformacdes angulares de toda a estrutura do cristal FPCu, com atribui¢cfes que

remetem a interagdes entre os anéis de prolina e 1,10-Fenantrolina com o centro metalico.
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A banda em 262 cm™ esta relacionada a deformacdo do anel da molécula de prolina,
sem muita interferéncia da interagdo com o ion metalico, enquanto que em 183 cm™ existe um
balanco fora de rede da molécula de 4gua (H41040H42) ligada ao centro metalico.
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8 Experimental
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pLi Tedrico em vacuo
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©
| .
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800 700 600 500 400

Numero de onda (cm'1)

Figura 36 - Espectros teorico e experimental de FT-IR do cristal ternario FPCu na faixa espectral de 400 a 800

cm™,
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Figura 37 - Espectros Raman teorico e experimental do cristal FPCu na faixa espectral de 40 a 800 cm™.
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A Tabela 7 abaixo apresenta as atribui¢es de bandas referentes aos espectros tedrico

(wcal) e experimental do FT-IR (wir) € Raman (wraman) Na regido de 40 a 800 cm™,

Tabela 7 - Atribuicdes dos modos vibracionais FT-IR e Raman para o cristal FPCu na faixa espectral de 40 a

800 cm™.
wcac (CM?) | owir (cm?) | wraman (cm™) Atribuices com VMARD (%)
750 778 766 T(proanel) (29) + (06C3907) (10)
725 735 739 o (fenaner) (69)
711 725 723 a)f(fenanel) (38)
696 672 704 (proael) (29) + p(06C3907) (9)
633 649 691 (fenaner) (40)
559 553 560 wi(fenaner) (28)
497 500 497 (fenaner) (42)
475 469 470 o(fenaner) (22)
436 448 443 7(Proaner) (29)
420 429 431 J(phenring)(74)
411 412 411 w(H41040H42) + z(phenying)(48)
376 399 375 wi(H41040H42) (36)
341 - 343 J(proring) + 0(CulN406)
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o(proaner) + o(fenaner) + 6(CulN406)(11) +
306 ) 315 5(CuLN2N3)(10)
285 - 288 @(Proring) + w(phenring) + w(H41040H42)
262 - 262 @ (H41040H42)(23) + z(proane)(9)
252 - 246 z(phentring)(53)
183 - 182 wi(H41040H42) (30)
117 - 117
89 - 95
45 - 4 Modos de rede

*Espectro tedricos (wcaic) / experimental FT-IR (wir) / experimental RAMAN (wraman)
NUmeros de onda foram calculados pelo método DFT, Funcional PBE1PBE, conjuntos de funces de base
6-311++G(d,p) para os atomos C, N, O, H e Pseudopontencial SDD para o atomo de Cu.
Sé&o apresentados somente os valores de porcentagens VMARD acima de 9%.
As atribuicdes sem VMARD foram atribuidos visualmente.
Notagio dos modos: v — Estiramento; vs — Estiramento simétrico; v, — Estiramento antissimétrico;
p — Rotagdo; 6 — Deformagao; vy — scissoring; « — Balango em fase; wr — Balango fora de fase; © — Torcao.

4.5 Analise térmica

O cristal de cobre, 1,10-Fenantrolina e Prolina foi caracterizada por TG-DTA com
temperatura entre 28 a 900°C, massa de 3,28 mg e analise DSC com temperatura entre 26 e 350
°C. A analise térmica diferencial e sua respectiva decomposicao, para melhor entendimento, foi

dividido em trés regides conforme demonstrado na Figura 38 abaixo.
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Figura 38 - Curva TG-DTA do cristal de Cobre(ll) com 1,10-Fenantrolina e Prolina.

Na primeira regido é possivel perceber um evento endotérmico entre 35 e 103 °C no
grafico DTA, com maxima em 60°C, de acordo com a curva TG essa se refere a perda de agua
livre do composto, uma vez que corresponde a perda de 0,19 mg ou 5,8% do composto, o que
representa 20,81 g/mol. Essa associacao a agua livre se dar devido existir no complexo apenas
uma molécula de &gua livre com valor de 18,01 g/mol. Esses dados estdo de acordo com [119]
e [120] no qual foi sintetizado complexos envolvendo cobre e prolina e a regido de perda da
agua livre para ambos os estudos estdo relacionados a temperatura entre 60 e 90°C.

Na segunda regido compreendida entre 175°C a 468°C, existem dois eventos
exotérmicos destacados em 311°C e 380°C de acordo com a curva TG. Nesse intervalo ha uma
perda de massa correspondente a 2,01 mg ou 61,4% do complexo. Essa perda representa 218,47
g/mol. Essa decomposicao pode estar relacionada a saida dos compostos organicos [119;121-
122].

Para ambos os trabalhos [119;121-123] existem eventos exotérmicos na faixa entre 200
e 400 °C que estdo associados a perda de, inicialmente, grupos amina, seguida do inicio da perda
da molécula de prolina na regido de 311°C e da 1,10-Fenantrolina em 380°C. Esses compostos
organicos quando estdo complexados ao cobre podem se decompor de maneira parcial a medida
que a temperatura vai sendo elevada.

Na regido (I11) com temperatura a partir de 470°C pela curva TG representa uma perda
de aproximadamente 27% do material ou -0,87 mg, correspondente a 95,08 g/mol. Pela analise
da segunda e terceira regido é possivel perceber que um total de 313,56 g/mol do complexo foi
decomposto o que esta relacionado a perda do restante dos compostos organicos [123].

Na Figura 39 é apresentado o resultado da analise térmica diferencial — DSC.
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Figura 39 - Curva DSC do cristal ternario de Cobre(ll) com 1,10-Fenantrolina e Prolina.

E possivel perceber um evento de desidratacdo endotérmica na regido de 42°C. De
acordo com os dados apresentados, o fluxo de energia necessario para provocar a desidratagdo
endotérmica da amostra é baixo, pressupondo que as moléculas de &gua estdo ligadas muito
fracamente ao complexo. Esse mesmo evento também foi observado [15] e corrobora com 0s
dados de perda de massa apresentados pelo TG-DTA na primeira regido. Por fim, a analise
térmica diferencial demonstra que 0 composto tem boa estabilidade térmica sendo esta superior
a temperatura do corpo humano, o que favorece a aplicagdo do complexo FPCu como agente

antitumoral.
4.6 Difracao de raios X em fun¢do da temperatura

A partir da anlise térmicas de DSC e TG-DTA foram constatadas perda da molécula
de 4gua livre, evidenciando transformac&o de fase do material. Foi realizado a medida de DRX

em alta temperatura para observar essas modificacdes na estrutura do cristal de cobre, 1,10-

Fenantrolina e prolina atraves dos difratogramas em temperaturas que variam entre 27 a 242°C.
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Figura 40 - Difratogramas do cristal ternario FPCu em funcgéo da temperatura (27 a 242°C)

A Figura 40 mostra que o material possui modificacGes nos difratogramas somente a
partir de 57°C devido a perda de agua, esse resultado esta de acordo com o TG/DTA.

Na faixa de temperatura entre 27 a 52°C o complexo apresenta 0s dados cristalograficos
de acordo com o apresentado no DRX em temperatura ambiente e no refinamento pelo método
de Rietveld, dentre eles o sistema cristalino monoclinico e o grupo espacial P21. A partir de
57°C, em picos em torno de 8 e 15 graus, ocorre alguns deslocamentos, alargamentos e
encurtamentos dos difratogramas. Pela analise realizada nas curvas DSC e TG-DTA é nessa
faixa de temperatura que ocorre a perda da agua livre, o que justifica essa mudanca.

Entre 67°C e 107°C o DRX em alta temperatura ndo apresenta modificagdes perceptiveis
nos difratogramas. Entre 107°C e 232°C ndo ocorreu nenhuma modificagdo nos difratogramas,
somente a partir de 232 °C que ocorre uma diminuicdo dos picos e desaparecimento de outros,
0 que pode representar os eventos das regides Il e 111 da analise TG/DTA, representando o inicio
da perda dos materiais organicos. Os picos a 27°C* refere-se a medida de retorno apos 24 horas,
demonstrando que a transformacao é de maneira irreversivel.

A Figura 41 demonstra o processo de modificagdo dos picos a medida que a temperatura
aumenta. E possivel perceber um deslocamento dos picos na regifo 26 = 8,36° em temperatura

na faixa de 57°C. Essa mudanca indica a transformacdo de fase apontada na TG-DTA. Na
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mesma faixa de temperatura é possivel observar na regido de 26 entre 25° e 26° desaparecimento
de picos.

Intensidade (u.a.)
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Figura 41 - Transformacéo de fase do complexo FPCu no intervalo angular 26 entre 8 e 30°.

Esse padrdo de modificacbes apresentados pelo DRX em temperatura esta de acordo
com os eventos de DSC/TG-DTA sobre a transformacéo de fase do material em funcdo da perda
de moléculas de agua livre, com novos padr@es cristalograficos do complexo a partir de 57°C.

Nas Figuras 39, 40 e 41 abaixo sdo apresentadas as modificagdes nos parametros de rede

e parametros estruturais do composto FPCu até a transformacéo de fase do material.
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Figura 42 - Variagdo dos parametros de rede a, b e ¢ do cristal FPCu em funcéo da temperatura pelos dados de

DRX refinados pelo método de Rietveld.
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Figura 43 - Variacdo do angulo S do cristal FPCu obtidos em funcdo da temperatura pelos dados de DRX

refinados pelo método de Rietveld
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Figura 44 - Variagdo do volume do cristal FPCu obtidos em fung&o da temperatura pelos dados de DRX

refinados pelo método de Rietveld

Pelo padrdao de modificacdo observado nas Figuras de 42 a 44 ¢ possivel observar que,
no geral, os parametros de rede sofrem variagdo relativamente pequena. Nos parametros a e b
as variacOes sdo mais destacadas, com os valores crescendo de maneira mais gradual.

Ja nos parametros estruturais, tanto o angulo £ quanto o volume possuem modificacdes
mais acentuadas em fungéo da temperatura. O volume aumenta com a elevagéo da temperatura,
isso se dar em funcdo da dilatacdo térmica. Entretanto em 52°C é possivel perceber uma pequena
reducdo no volume, isso se dar pelo possivel rearranjo da molécula para a nova estrutura em
funcéo da transformacao de fase.

Na Figura 45 de dilatacdo térmica nota-se o padrdao de modificacdo em cada eixo
cristalograficos para o cristal FPCu. Dessa forma, os valores foram os seguintes: ofio =
206,426(1)(x10), api0) = 146,937(2)(x10®), agoo1; = 26,013 (0)(x10°®). Através dos dados
pode-se afirmar que a dilatagdo térmica acontece de maneira diferente entre os planos
cristalograficos, sendo um sistema de dilatagdo anisotropico [124].

Pela analise térmica e DRX com a temperatura pode-se afirmar que o cristal de cobre(l1),
1,10-Fenantrolina e prolina possui boas propriedades antitumoral, uma vez que, como ja

descrito, sua estabilidade térmica supera a temperatura normal do corpo humano e sua boa
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variacdo estrutural e cristalografica sdo caracteristicas aceitaveis para sistemas que tem como

objetivos a aplicacdo farmacologica [125-126].

60
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Figura 45 - Dilatacao térmica do cristal FPCu obtidos em funcéo da temperatura pelos dados de DRX refinados

pelo método de Rietveld

Foi realizado o refinamento do complexo na temperatura de 107°C pelo método Le Bail
para obter os dados cristalograficos da transformacao de fase do material. A Figura 46 apresenta
os difratogramas obtidos através dos dados do software DASH 4.0.0 e GSAS.
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Figura 46 - Padrdo de raios X em 107°C refinado pelo método Le Bail para o composto de cobre(ll), 1,10-

Fenantrolina e prolina apds a transformagéo de fase.

O refinamento demonstrou ter bom nivel de ajuste possuindo boa confiabilidade. O
complexo mudou o sistema cristalino, saindo de um sistema monoclinico para triclinico,
mudando para o grupo espacial P1. Entretanto, com o aumento da temperatura, ocorreu uma
variagio pequena no volume, reduzindo para V = 1791,4(5) A3, devido provavelmente a uma
distribuicdo dos atomos na célula unitaria fazendo um balanceamento para que o volume
permaneca proximo ao original, mesmo que tenha sido utilizado uma grande variacdo de
temperatura, os parametros de rede, ficaram o seguinte: a = 12,161(2) A, b =17,318(5) A, c =
14,432(4) A, p=103,90(3) (°).

4.7 Testes quimicos e bioldgicos

O testes quimicos e biolégicos abaixo se referem as propriedades medicinais do
complexo de cobre(ll), 1,10-Fenantrolina e prolina.
4.7.1 Avaliacéo da atividade antitumoral in vitro

O composto de cobre, 1,10-Fenantrolina e prolina foi submetido aos testes de
citotoxicidade in vitro utilizando as linhagens PC3 e SNB-19. A PC3 ¢ derivada de uma

metastase 6ssea do adenocarcinoma da prostata de grau IV que atinge as glandulas e o tecido
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epitelial da préstata [129-130], enquanto a SNB-19 é uma linhagem histolégico do glioblastoma
humano, um tipo de tumor cerebral maligno bastante comum de dificil progndstico com taxa
de mortalidade elevada, proliferagéo rapida e agressiva [131].

Na Tabela 8 abaixo sdo apresentados os resultados dos testes in vitro para o histotipo
das linhagens celulares e comparados com outros complexos a base de cobre ja reportados na
literatura e também de drogas ja aplicadas no tratamento antitumoral como a cisplatina. Os
resultados sdo apresentados em valores de indice 1Cso, um indicador que atesta a concentracgéo
para inibir metade do crescimento celular. Dessa forma, indica a dose necessaria de determinada
substancia para causar 50% de inibicdo de um conjunto de células em fungdo do tempo. O ICxp

é comumente utilizado para verificar a eficacia de medicamentos [132].

Tabela 8 - 1Csp do complexo FPCu para as linhagens PC3 e SNB-19 comparados com a cisplatina e complexos

de cobre j& reportado na literatura.

1Cs0 uM
COMPLEXOS PC3 SNB-19
Estudo Referéncia | Estudo Referéncia
FPCu 1,5 - 2,9 -
Cu(Phen)(ASN) - 5,7 [128] - -
Cu(Phen)(MET) - 7,4 [128] - -
Cisplatina 47,7 39[127] | 289  7,7[127]

Os dados de 1Cso apresentados na Tabela 8 para todos os compostos foram realizados
através de metodologias préximas a do estudo [133]. Os resultados demonstram que o estudo
apresenta atividade antitumoral melhor quando comparado a outros complexos de cobre(ll) ja
reportados na literatura e ainda melhor quando comparado a cisplatina.

Os dados apresentados demonstram que atividade citotoxica do complexo FPCu é
superior a cisplatina corroborando com os dados apresentados no estudo computacional onde
demonstrou que o indice de eletrofilicidade, indicador de atividade bioldgica, € superior para o
complexo estudado [111]. Além disso, de acordo com DUNAEVSKY [53] e SINGH [55] a
presenca da prolina favorece na aplicacé@o, porque o aminoacido possui uma cadeia lateral que
se enrola facilmente ao nitrogénio na ligacdo peptidica de células normais, assim, a medida que
células defeituosas surgem, o envelopamento da prolina no nitrogénio e consequentemente o
empacotamento do DNA se reduz, provocando uma desaceleracédo na taxa de replicacéo celular.
Testes in vitro ja reportados na literatura para a prolina apontam para uma citotoxidade maior
quando ela esta presente, resultando no aumento da atividade antiproliferativa na DNA

topoisomerase [53;55].
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Na Figura 47 abaixo apresenta a curva de dose-resposta obtida pela analise de
citotoxicidade nas células cancerigenas do PC3, relacionada ao cancer de préstata, e 0 SNB19,
glioblastoma.

A viabilidade celular avalia a proporcao de células vivas e mortas utilizando um teste in
vitro de acordo com os efeitos de determinado farmaco através de sua citotoxicidade. A analise
se dar pela proliferacdo de um processo bioldgico no qual a quantidade de células aumenta de
maneira muito acelerada atraveés da divisdo celular. Pelos testes de viabilidade e proliferacdo
celular é possivel monitorar a taxa de crescimento de células cancerigenas e avaliar o efeito
citotoxico de determinado agente, por exemplo, complexos metalicos. Dessa forma, através do

ensaio pode-se determinar o potencial farmacol6gico do composto [142].
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Figura 47 - Curva dose-resposta obtida pela analise de citotoxicidade do complexo FPCu em células PC3 (a) e
SNB-19 (b).
E possivel perceber que o complexo de cobre(ll), 1,10-Fenantrolina e prolina é capaz
de inibir a proliferacdo de células cancerosas proporcionalmente a quantidade de dose aplicada.

Assim o complexo tem boa viabilidade e citotoxicidade as células de cancer PC3 e SNB19.

4.7.2 Ensaio de Solubilidade
A partir do ensaio de solubilidade é possivel analisar a intera¢éo entre o complexo FPCu
com a agua e a respectiva solubilidade no meio. Para quantificar foi utilizado uma curva

analitica conforme apresentados na Tabela 9 e Figura 48 com valor de absorbancia igual a 617
nm.

Tabela 9 - Concentragdo das solugdes padrao do cristal ternario FPCu utilizada para a construcéo da curva

analitica (Absorbancia = 617 nm).
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Pontos  Absorbancia (617 nm) Concentracéao do cristal FPCu (mg/mL)
1 0,14 6
2 0,17 7,5
3 0,21 9
4 0,27 10,5
5 0,31 12
6 0,35 13,5
7 0,38 15
8 0,46 16,5
o
0.45
R2=0,99

—~ 0.40
=
c
~ 0.35
-
e
© 0.30
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Figura 48 - Curva analitica obtida para a solubilidade do cristal FPCu em &gua e a respectiva concentragao do

material medido em absorbéancia em fung¢do do comprimento de onda (nm).

De acordo com os dados referentes a Tabela 9 e demonstrados na Figura 48, o
coeficiente de determinacio R2equivale a 0,99. Este fator indica que ocorre uma boa correlacéo
linear entre as variaveis do estudo. Através da equacao da reta encontrada pela curva analitica

foi possivel quantificar as concentracbes (mg/mL) do complexo em fungdo do tempo (min).

75



—
\l

—
»
~

-

(4]

\
\

-

w
\
@)

-
-

-
N

O’
0-0
C'QQ
i
I
!
O

Concentracao do cristal FPCu (mg/mL)
N

—
—

I B I B 1 I B 1 B 1 B 1

. — .
25 50 75 100 125 150 175 200 225
Tempo (min)

o -

Figura 49 - Perfil de solubilidade do complexo FPCu em funcéo do tempo(min).

De acordo com a Figura 49 o cristal de cobre(ll), 1,10-Fenantrolina e prolina apresenta
uma solubilidade inicial de 11,62 mg/mL com um aumento gradativo na solubilidade até
alcancar 16,45 mg/mL em 200 min. A partir desse perfil & possivel afirmar que o complexo tem
boa solubilidade no meio, com rapida dissocia¢do & medida que o tempo de contato com a agua
aumenta.

Quando comparados com farmacos ja comercialmente aplicados como anticancerigenos
é possivel perceber proximidade ou mesmo superioridade no perfil de solubilidade, uma vez
que o complexo FPCu ndo necessita de outros solventes. Por exemplo, o cloridrato de
pazopanibe (PZH) inibidor do crescimento tumoral e empregado no tratamento do carcinoma
de células renais possui, segundo SODEIFIAN [148], solubilidade quando dissolvido em
dioxido de carbono supercritico (Sc-CO2) entre 0,015 e 0,120 g/L (15 mg/mL e 120 mg/mL).

Outro farmaco anticancerigeno é o Dasatinib monohidratado (DAS), empregado como
agente antineoplasico da leucemia mieloide crénica (LMC). Quando comparado a solubilidade
com o complexo FPCu, ambos estdo na mesma faixa, uma vez que, segundo SODEIFIAN
[149], o Dasatinib monohidratado (DAS) dissolvido em didxido de carbono supercritico (Sc-
CO») tem solubilidade na faixa de 0,004-0,082 g/L (4-82 mg/mL). Importante destacar que

tanto o cloridrato de pazopanibe (PZH) quanto o Dasatinib monohidratado (DAS) para
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aumentar a solubilidade foram dissolvidos em diéxido de carbono supercritico (Sc-COy)

enguanto o complexo FPCu tem alta solubilidade em agua, o que facilita sua aplicacéo.

Tabela 10 - Concentragcdo do complexo FPCu em fun¢do do tempo(min).

Tempo (min) Concentracdo do cristal FPCu (mg/mL)
0,5 11,62
1 12,57
4,5 12,60
8 12,64
15 12,71
25 12,74
30 12,84
60 13,08
120 14,63
180 15,58
200 16,45
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5 CONCLUSOES

O cristal de cobre, 1,10-Fenantrolina e Prolina foi sintetizado pela técnica de evaporacao
lenta do solvente ap6s 10 dias em um pH de aproximadamente 6,3, com coloragéo azul escura
e formato de agulhas.

Através da teécnica de difracdo de raios X com o refinamento Rietveld foi possivel
confirmar que o material cristianiza-se num sistema monoclinico de grupo espacial P2; com
duas moléculas por célula unitaria.

As andlises de FT-IR e Raman evidenciaram a complexacdo do ion de cobre(ll) com as
moléculas de 1,10-Fenantrolina e Prolina, uma vez que, as vibragdes observadas estdo
associadas a essas moléculas.

As medidas de analise térmica do material indicaram que sua estabilidade térmica € de
52°C, ou seja, superior a temperatura normal do corpo humano, o que favorece sua utilizacao
como antitumoral, ocorrendo, em seguida, uma transformacéo de fase no material em funcgéo
da desidratacéo.

A andlise de DRX em func¢éo da temperatura confirmou os eventos indicados na analise
térmica e o refinamento pelo método Le Bail confirmou a transformacdo de fase do material,
modificando seu sistema de monoclinico para triclinico de grupo espacial P1.

O estudo computacional por meio da teoria do funcional da densidade foi possivel obter
o indice de eletrofilicidade (w) que é um indicador importante sobre o potencial de determinado
material agir como antitumoral.

A atividade antitumoral in vitro para as linhagens PC3 e SNB-19 os valores de ICxs
ficaram respectivamente 1,5 e 2,9 uM. Esses valores sdo mais eficientes quando comparados a
cisplatina e outros complexos de cobre reportados na literatura. O teste de viabilidade indicou
que o complexo é capaz de inibir a proliferacdo de células cancerosas proporcionalmente a
quantidade de dose aplicada.

O ensaio de solubilidade para o cristal FPCu mostrou boa solubilidade em &gua,
alcancando uma solubilidade de 16,45 mg/mL em 200 min. Quando comparado com farmacos
ja utilizados no tratamento de cancer, o cristal demonstrou ter solubilidade adequada, além de
ndo necessitar de outro agente para dissolugdo do material em meio aquoso.

Dessa forma, os resultados obtidos nesse estudo sugerem que o complexo de cobre(ll),
1,10-Fenantrolina e Prolina podem vir a ser empregados no tratamento quimioterapico de

células cancerigenas.
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6 PERSPECTIVAS
e Realizar medidas de Espectroscopia Raman em funcéo da temperatura;
e Desenvolver novos materiais a partir do cristal sintetizado nesse estudo;

e Apresentar os resultados desse trabalho em congressos nacionais e internacionais;
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APENDICE

Tabela 11 - Dados tedricos dos comprimentos e angulos das ligagdes do complexo FPCu calculados com

funcionais PBE1PBE em comparagdo com o0s dados experimentais [15].

Comprimentos das ligagoes (A)

Angulos das ligagdes (°)

Ligacbes DFT/PBE1IPBE DFT/PBE1PBE Exp. Angulos DFT/PBEIPBE DFT/PBE1PBE Exp.
Solvente Vacuo Solvente Vacuo
Cul-N2 2,04(6) 2,05(0) 2,03(3) N2—-Cul-N3 81,56(4) 81,30(1) 82,01(2)
Cul-N3 2,01(9) 2,02(2) 2,01(9) N2-Cul-N4 101,16(4) 102,76(0) 100,64(2)
Cul-N4 2,02(2) 2,02(7) 2,00(4) N2-Cul-06 171,27(1) 172,35(3) 168,96(1)
Cul-06 1,93(5) 1,90(5) 1,91(9) N2-Cul-040 90,89(7) 101,44(8) 92,93(2)
Cul-040 2,34(0) 2,38(1) 2,23(4) N3—Cul-N4 166,17(1) 162,347 169,74(2)
N2-C8 1,32(3) 1,32(3) 1,33(9) N3-Cul-06 91,97(8) 91,12(6) 90,51(1)
N2-C15 1,35(3) 1,35(3) 1,35(6) N3-Cul-040 90,18(1) 97,07(0) 91,55(1)
N3-C16 1,34(8) 1,34(7) 1,36(5) N4-Cul-06 84,12(2) 84,78(6) 85, 59(1)
N3-C22 1,32(1) 1,32(2) 1,31(8) N4-Cul-040 104,26(5) 98,89(2) 98,30(1)
N4-C28 1,48(4) 1,48(7) 1,50(6) 06-Cul-040 93,37(8) 78,31(7) 95,48(1)
N4-C37 1,49(4) 1,49(8) 1,47(6) Cul-N2-C8 129,89(1) 129,82(7) 130,86(4)
06-C39 1,28(7) 1,30(6) 1,26(6) Cul-N2-C15 111,55(7) 111,68(9) 111,94(3)
07-C39 1,22(4) 1,20(5) 1,23(1) C8-N2-C15 118,53(7) 118,47(5) 117,28(4)
C8-C10 1,40(0) 1,39(9) 1,39(2) Cul-N3-C16 112,81(1) 113,13(8) 112,12(3)
C10-C12 1,37(5) 1,37(6) 1,33(6) Cul-N3-C22 127,76(1) 127,22(2) 128,11(3)
Cl2-C14 1,40(7) 1,40(7) 1,42(7) C16-N3-C22 119,41(7) 119,63(8) 119,83(4)
Cl14-C15 1,40(5) 1,40(6) 1,40(8) Cul-N4-C28 118,12(9) 118,11(2) 118,14(3)
Cl4-C24 1,43(1) 1,43(2) 1,42(1) Cul-N4-C37 107,79(5) 106,73(5) 108,65(3)
C15-C16 1,42(9) 1,43(0) 1,42(4) C28-N4-C37 105,40(1) 104,66(8) 106,56(4)
C16-C17 1,40(4) 1,40(3) 1,40(2) Cul-06-C39 117,03(2) 117,56(0) 116,87(3)
C17-C18 1,40(8) 1,4009) 1,38(9) N2-C8-C10 122,56(6) 122,66(3) 121,88(5)
C17-C26 1,43(0) 1,43(0) 1,43(6) C8-C10-C12 119,32(2) 119,22(7) 121,32(6)
C18-C20 1,37(6) 1,37(6) 1,37(6) C10-C12-C14 119,40(4) 119,51(8) 119,91(5)
C20-C22 1,40(1) 1,40(3) 1,38(5) C12-C14-C15 117,08(9) 117,00(1) 115,12(4)
C24-C26 1,35(8) 1,35(8) 1,35(1) Cl2-C14-C24 123,85(7) 124,00(5) 125,62(5)
C28-C31 1,51(9) 1,52(1) 1,42(1) C15-C14-C24 119,05(4) 118,99(5) 119,34(5)
C31-C34 1,53(0) 1,53(4) 1,49(1) N2-C15-C14 123,08(1) 123,11(4) 124,75(5)
C34-C37 1,54(3) 1,53(9) 1,54(1) N2-C15-C16 117,19(2) 117,18(7) 117,06(4)
C37-C39 1,53(0) 1,53(7) 1,53(2) C14-C15-C16 119,72(6) 119,69(9) 118,36(4)
N3-C16-C15 116,83(6) 116,68(3) 116,97(4)
N3-C16-C17 122,90(6) 122,97(4) 121,38(4)
C15-C16-C17 120,25(8) 120,34(2) 121,70(4)
C16-C17-C18 116,86(0) 118,82(6) 118,15(5)
C16-C17-C26 118,91(7) 118,826 118,26(5)
C18-C17-C26 124,22(3) 124,48(1) 123,68(5)
C17-C18-C20 119,56(2) 119,65(6) 119,12(5)
C18-C20-C22 119,44(1) 119,52(6) 120,22(5)
N3-C22-C20 121,81(5) 121,51(2) 121,45(4)
Cl4 C24 C26 121,10(4) 121,12(1) 122,27(5)
C17-C26-C24 120,94(0) 121,01(5) 120,28(5)
N4-C28-C31 103,90(7) 104,19(4) 108,61(5)
C28-C31-C34 102,81(6) 103,61(5) 103,52(6)
C31-C34-C37 104,68(5) 105,11(4) 103,73(6)
N4-C37-C34 106,73(2) 106,84(8) 103,16(4)
N4-C37-C39 110,52(1) 109,89(5) 111,97(4)
C34-C37-C39 113,73(7) 113,50(6) 111,60(5)
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06-C39-07
06-C39-C37
07-C39-C37

124,63(7)
115,92(9)
119,41(1)

124,99(5) 125,75(4)
114,44(9) 116,76(4)
120,53(9) 117,67(4)

Tabela 12 - Dados cristalograficos para o complexo de Cobre com 1,10-Fenantrolina e Prolina apds o

refinamento pelo método de Rietveld e Le Bail.

Temperatura Parametros de rede (A) Parametros estruturais
(°C) a b c V (A% B(°)
37 7,1856(3) 21,3078(8) 12,2725(1) 1878,5(8) 91,27(6)
42 7,1920(4) 21,3206(6) 12,2724(9) 1881,4(4) 91,18(8)
47 7,2072(1) 21,3589(1) 12,2826(9) 1890,4(0) 91,13(3)
52 7,2100(8) 21,3650(1) 12,2730(4) 1890,2(0) 91,14(1)
Transformacéo de Fase
107°C 12,161(2) 17,318(5) 14,432(4) 1791,4(5) 103,90(3)
d —o— Experimental
¢ Calculado
37 °C —— lexp - Icalc
(1] )
. R, = 10,55%
) é R, =7,72%
©
1] S =3,09
= <
@ | |
l
3 .
|
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20 (graus)

Figura 50 - Difratograma de raios X refinado pelo método de Rietveld para o cristal de Cobre com 1,10

Fenantrolina e Prolina com variago de temperatura em 37°C.
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Intensidade u.a
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Figura 51 - Difratograma de raios X refinado pelo método de Rietveld para o cristal de Cobre com 1,10

Intensidade u.a

Fenantrolina e Prolina com variagdo de temperatura em 42°C.
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Figura 52 - Difratograma de raios X refinado pelo método de Rietveld para o cristal de Cobre com 1,10

Fenantrolina e Prolina com variag&o de temperatura em 47°C.
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Figura 53 - Difratograma de raios X refinado pelo método de Rietveld para o cristal de Cobre com 1,10-

Fenantrolina e Prolina com variagdo de temperatura em 52°C.
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Figura 54 - Curva dose-resposta obtida pela anélise de citotoxicidade do complexo FPCu em células normais
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