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RESUMO

SI'NTESE,‘ANALISE ESTRUTURAL E AVALIACAO DO POTENCIAL INIBITORIO
FRENTE A ENZIMA TIROSINASE POR COMPLEXOS DE OXIDOVANADIO(IV) E
DIOXIDOVANADIO(V) DERIVADOS DE HIDRAZIDAS AROMATICAS.

AUTORA: Leticia Paiva Fioravango
ORIENTADOR: Davi Fernando Back

Dez ligantes foram sintetizados através da condensacdo aldolica do aldeido salicilico e do
cloridrato de piridoxal (C1AS, C2AS, C3AS, C4AS, C5AS, C1P, C2P, C3P, C4P e C5P) com
cinco aminas primarias provenientes de hidrazidas aromaticas p-substituidas (OH, CHz, NO,
NH., H). Esses ligantes foram complexados com compostos de vanadio (acetoacetato de
vanadila(lV) — VO(acac): e pentoxido de vanadio(V) — V20s) obtendo-se dez novos complexos,
que foram caracterizados pelas seguintes técnicas: espectroscopia de infravermelho,
espectroscopia de ultravioleta visivel, difracdo de raio X em monocristal e voltametria ciclica.
Além disso, foram realizados testes de voltametria ciclica para observar a presenca de processos
redox e testes para quantificar o potencial inibitorio da enzima tirosinase dos ligantes e
complexos. Os resultados da voltametria ciclica mostram uma relacdo direta dos potenciais
redox com a atividade inibitoria da enzima tirosinase. Enquanto o complexo C1AS teve o menor
pico de corrente de reducdo e a melhor atividade inibitoria, o complexo C1P apresentou maior
pico de corrente de re-oxidagdo e nenhuma atividade inibitoria. Seus respectivos ligantes
tiveram atividade contréria a eles. Desse modo, pode-se sugerir que o centro metalico do C1AS
é responsavel pela atividade inibitéria do complexo, ja no C1P o ion vanadio ndo favorece essa
atividade, uma vez que o ligante sozinho é o que apresenta a melhor atividade.

Palavras-chave: VVanadio. Piridoxal. Hidrazidas aromaticas. Tirosinase.



ABSTRACT

SYNTHESIS, STRUCTURAL ANALYSIS AND EVALUATION OF THE
INHIBITORY POTENTIAL AGAINST THE TYROSINASE ENZYME BY
OXIDOVANADIUM(1V) AND DIOXIDOVANADIUM(V) COMPLEXES DERIVED
FROM AROMATIC HYDRAZIDES.

AUTHOR: Leticia Paiva Fioravanco
ADVISOR: Davi Fernando Back

Ten ligands were synthesized through aldol condensation of salicylic aldehyde and pyridoxal
hydrochloride (C1AS, C2AS, C3AS, C4AS, C5AS, C1P, C2P, C3P, C4P and C5P) with five
primary amines from p-substituted aromatic hydrazides (OH, CH 3, NO 2, NH 2, H). These
ligands were complexed by vanadium compounds (vanadyl acetoacetate(IV) — VO(acac). and
vanadium pentoxide(V) — V20s) obtaining ten new complexes, which were characterized by
the following techniques: infrared spectroscopy, spectroscopy of visible ultraviolet, X-ray
diffraction in single crystal and cyclic voltammetry. In addition, cyclic voltammetry
experiments were carried out to observe the presence of redox processes and tests to quantify
the inhibitory potential of the tyrosinase enzyme of ligands and complexes. Cyclic voltammetry
results show a direct relationship between redox potentials and the inhibitory activity of the
tyrosinase enzyme. While the C1AS complex had the lowest peak reduction current and the
best inhibitory activity, the C1P complex had the highest peak reoxidation current and no
inhibitory activity. Their respective ligands had activity contrary to them. Thus, it can be
suggested that the metallic center of C1AS is responsible for the inhibitory activity of the
complex, whereas in C1P the vanadium ion does not favor this activity, since the ligand alone
is the one with the best activity.

Keywords: Vanadium. Pyridoxal. Aromatic hydrazides. Tyrosinase.
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1. INTRODUCAO

O vanéadio, nos ultimos anos, vem sendo amplamente estudado devido as importantes
fungbes que desempenha em diferentes sistemas bioldgicos. Muitos organismos vivos
acumulam vanadio ou utilizam-no nos processos biolégicos como o ser humano, que obtém
cerca de 0,01-0,03 mg V/dia através da alimentacao e dgua potavel (WILLSKY et al., 2011).
As espécies de vanadio sdo eficazes em diversos processos enzimaticos podendo inibir diversas
enzimas (lipoproteina lipase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, tirosina fosforilase,
glicose-6-fosfato desidrogenase, adenilato ciclase, citocromo oxidase e glicogénio sintase) e
estimulando a funcéo de outras (H +/ K + -ATPase, fosfofrutocinase, miosina ATPase, dineina,
Na + - K + -ATPase, adenilato quinase e colina esterase) (KIOSEOGLOU et al., 2015). Devido
essa capacidade de interagdo com uma gama de enzimas, 0s compostos de vanadio vem sendo

foco de vaérias pesquisas com fins terapéuticos (REHDER, 2013).

Costa Pessoa, Etcheverryb e Gambino publicaram um artigo de reviséo de extrema
relevancia mostrando a importancia da sintese de novos compostos de vanadio e o potencial
destes compostos como agentes terapéuticos em um amplo espectro de atividades (PESSOA et
al., 2015).

Dentre as enzimas de relevancia medicinal, a tirosinase (EC 1.14.18.1), também
conhecida como polifenol oxidase (PPO), monofenol ou o-difenol O2 oxidoredutase, é uma
metaloenzima responsavel pela producdo de melanina, um termo usado para descrever um
grupo de pigmentos naturais encontrados em microrganismos, plantas e animais (CHEN et al.,
2003). Mudancas em sua atividade podem ocasionar distdrbios de pigmentacdo (RIVAS e
PANDYA, 2013) uma hiperpigmentacdo, causada pelo aumento da atividade da tirosinase, é

uma caracteristica aparente de um possivel melanoma (DESAI, 2014).

A tirosinase possui atividade tanto como monooxigenase como oxidase - a hidroxilagdo
de monofendis em o-difendis e a oxidagdo de o-difendis em o-quinonas correspondentes,
respectivamente (SONG et al., 2006). Ambas as atividades s&o resultantes da ligacdo de
dioxigénio a dois 4&tomos de cobre que estdo localizados no sitio ativo da enzima e geralmente
definido como Cu-A e Cu-B. A tirosinase inicia a cascata da melanogénese oxidando a L-
tirosina em dopaquinona (DQ). Essa reacdo é também a etapa limitante do processo, uma vez
que o restante das reagdes sequenciais pode ocorrer espontaneamente em pH fisioldgico. A DQ

é convertida em 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e dopacromo por auto-oxidagdo. Essa
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reacao pode ser revertida pela tirosinase, que converte L-DOPA em DQ novamente (CHANG,
2009).

Compostos contendo o ion vanadio mostraram-se candidatos potentes para tratamentos
de possiveis desordens de pigmentacdo, dessa forma, inibidores da tirosinase podem ser de
grande interesse para a industria de cosméticos, além de apresentarem potencial para reducéo

de um dos mais letais tipos de cancer para industria farmacéutica.

Nessa perspectiva, no pressente trabalho buscou-se analisar bioquimicamente o
potencial inibitorio de dez novos complexos de vanadio e seus respectivos ligantes frente a

enzima tirosinase.
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2. OBJETIVOS
2.1.  OBJETIVO GERAL

Sintetizar ligantes do tipo base de Schiff utilizando aldeidos e aminas de hidrazidas
aromaticas p-substituidas e complexar tais ligantes com acetilacetonato de vanéadila(lV)
(VO(acac)?2) e pentoxido de vanadio(V) (V205). Posteriormente, avaliar o potencial inibitorio
desses complexos frente a enzima tirosinase.
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar ligantes a partir do aldeido salicilico e do cloridrato de piridoxal com uma

série de aminas provenientes de hidrazidas aromaticas p-substituidas;

2. Complexar os ligantes com dois diferentes sais de vanadio: acetilacetonato de
vanadila(lV) (VO(acac)2) e pentoxido de vanadio(V) (V205).

3. Caracterizar os complexos obtidos através das seguintes técnicas: difracdo de raio X
em monocristal; espectrofotometria de infravermelho; espectrofotometria do ultravioleta e luz

visivel; ponto de fusdo e voltametria ciclica;

4. Avaliar o potencial inibitério da enzima tirosinase dos ligantes e complexos obtidos

bem como determinar a cinética e o tipo de inibicdo do complexo C1AS.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo serdo abordados os principais topicos relevantes para esse trabalho,
comecando com as bases de Schiff, primeira parte do ligante utilizado nessa dissertacdo. Apds
serdo descritas as hidrazidas segunda parte dos ligantes organicos, em seguida mostrarei as
principais caracteristicas do vitdmero piridoxal terceira parte fundamental dos ligantes
sintetizados. No item 3.4. sera descrito a importancia bioldgica do metal VVanadio e complexos
relatados na literatura. E por ultimo, serd explicado a importancia das enzimas nos sistemas

bioldgicos e apresentado a enzima tirosinase alvo das atividades biologicas desse trabalho.

3.1. BASES DE SCHIFF

Nesse trabalho foram sintetizados bases de Schiff que apresentam um grupo funcional
formado por uma ligacdo dupla carbono-nitrogénio (C=N) (COZZI, 2004), onde podem ser
obtidos atraves da reacdo de condensacao entre uma amina primaria (R-NH2) e uma cetona ou
aldeido. Seu nome é em homenagem ao quimico alem&o Hugo Schiff (1834- 1915), primeiro a
sintetizar e publicar tais compostos em 1864 (ABU-DIEF e MOHAMED, 2015).

A rota reacional de formacéo da base de Schiff inicia com a adi¢do nucledfila da amina
sobre a carbonila eletrofilica do aldeido, formando um hemiaminal como intermediario (BHAT
et al., 1996) (Figura 1). Na formacdo da base de Schiff é gerada agua como subproduto e sua
purificacdo pode ser feita através da recristalizacdo com diferentes solventes como: etanol,
metanol ou acetona.

Quando ha mais de uma base de Schiff atuando como ligantes organicos levam, na
maioria dos casos, a formacao de complexos polidentados (M-O e M-N) com variado nimero
de coordenacgdo e geometria (ROBIN e FROMM, 2006). Tais complexos podem apresentar

atividade catalitica e estereosseletividade em relacdo com substratos organicos.
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Figura 1 - Mecanismo de reacdo de condensacdo entre aldeido ou cetona e amina primaria,

levando a formacéo da funcéo imina (base de Schiff) e agua.
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Fonte: (BHAT et al., 1996)

Em 2015, Martinez-Bulit e colaboradores (MARTINEZ-BULIT et al., 2015),

sintetizaram complexos de cobalto(l1) onde seu ligante era uma base de Schiff bis-azometina

tridentada tipo N,N,N derivada de 2,6-piridinadicarbaldeido e 2,6- dietilanilina Figura 2.

Figura 2 - Complexo de Co (II) com ligante base de Schiff 2,6-bis(2,6-

diethylphenyliminomethyl)pyridine.

Fonte: (MARTINEZ-BULIT et al., 2015)
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3.2. HIDRAZIDAS

As hidrazidas s&o uma classe de compostos organicos caracterizados por uma ligagao
covalente nitrogénio-nitrogénio com dois substituintes em cada atomo de nitrogénio onde ao
menos um deles é um grupo acilo criando possibilidade para aplicacdes na quimica de
coordenagao.

As hidrazidas apresentam amplas propriedades bioldgicas tais como atividade
antibacteriana (ROLLAS e KUCUKGUZEL, 2007), agentes antiturbeculosos (SAH e
PEOPLES, 1954), anti-inflamatoria (TODESCHINI et al., 1998) e atividade antiviral (ABDEL-
AAL et al.,, 2006). Além das propriedades citadas, as hidrazidas apresentam atividades
antitumorais, sendo seguras no que diz respeito a sua toxicidade, frente a linhagens celulares
variadas (COCCO et al., 2006), (IMRAMOVSKY et al., 2007).

Na Figura 3 o composto (2,6-dimetil-N-(2- hidroxifenilmetilideno)imidazol[2,1-
b][1,3,4]tiodiazol-5-carbohidrazida € ativo contra células de cancer de ovario e renal
(GURSQY, A. e KARALL, 2003; GURSQY, E. e GUZELDEMIRCI, 2007).

Figura 3 - Estrutura molecular do (2,6-dimetil-N-(2-hidroxifenilmetilideno)imidazol[2,1-
b][1,3,4]tiodiazol-5-carbohidrazida.

HO

Fonte: (GURSOQY, A. e KARALLI, 2003)

3.3. PIRIDOXAL
A vitamina B6 é um micronutriente essencial, hidrossolivel, que compde o grupo de
vitaminas do complexo B. E composta pelos vitimeros piridoxina, piridoxal, fosfato de

piridoxal, piridoxamina, fosfato de piridoxima e fosfato de piridoxamina que no sistema
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bioldgico sdo interconvertidas (ACQUAYE e RICHARDSON, 1992) (ANICETO e
FATIBELLO-FILHO, 2002) (Figura 4).

Figura 4 - Estruturas moleculares naturalmente derivatizadas da vitamina B6.
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A piridoxina, composto predominante na vitamina B6, ap6s a conversao em piridoxal-
5'-fosfato, é incorporada em uma variedade de enzimas que catalisam 0s processos de
biossintese de aminoacidos, transaminagdo, descarboxilagdo bem como processos de
racemizacao (SHARIF et al., 2007) . Este fosfato (a forma de piridoxal contendo uma func¢éo
fosfato) atua como catalisador em uma variedade de reacdes nos carbonos a, f e y dos
aminoacidos (NELSON E COX, 2013). Nas reacdes de racemizacdo, por exemplo, ocorre a
interconversdo entre as formas L- e D- destes compostos, como mostrado na Figura 5
(NELSON E COX, 2013).

Metzler em 1954 comprovou que o piridoxal fosfato estava presente em enzimas que
catalisavam reagBes contendo diferentes aminoécidos e demonstrou a sua importancia na
sintese de neurotransmissores como a noradrenalina, dopamina e serotonina (METZLER et al.,
1954).
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Figura 5 - Esquema simplificado do mecanismo de racemizagao de amino&cidos.
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Fonte: (NELSON E COX, 2013).

Em 2021 Muraskova (MURASKOVA et al., 2021) e colaboradores apresentaram
complexos de Ferro (111) e cobalto (I11) com ligantes do tipo Bases de Schiff derivadas do
piridoxal. O complexos 1 foi preparado por template sem isolar a base de Schiff, usando uma
solucdo do ligante e adicionado uma solu¢do do sal metélico correspondente. O complexo 2 foi
preparado a partir de um complexo de ferro, previamente preparado, isolado, purificado e

caracterizado dissolvido em metanol (Figura 6).
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Figura 6 -Complexo 1 (direita) [FeLCI]CI.H20 com a projecdo ORTEP 50% de probabilidade
e complexo 2 (esquerda) (CoLN3) com a projecdo ORTEP 50% de probabilidade.

[
Fonte: (MURASKOVA et al., 2021)

J& Poladian e colaboaradores (POLADIAN et al., 2021) sintetizaram um novo complexo
de zinco coordenado ao ligante derivado do piridoxal e S-metil-tiosemicarbazona (Figura 7). E
em 2018 Jakusch e colaboradores (JAKUSCH et al., 2018) obtiveram complexos de vanadio,

partindo de ligantes derivados do piridoxal e de tiossemicarbazonas (Figura 8).

Figura 7 - A estrutura molecular do complexo de Zn mostrando o esquema de numeragéo dos
atomos.

Fonte: (POLADIAN et al., 2021).
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Figura 8 - Representacédo da estrutura molecular do complexo [VO2(L2H)].

Fonte: (JAKUSCH et al., 2018)

3.4. VANADIO

O vanéadio é o 18° elemento mais abundante da crosta terrestre (0,019%) e esta
amplamente distribuido no solo, em fosseis, na dgua, no ar e nos seres vivos (REHDER, 2012).
Nos ultimos 15 anos ele, vem sendo foco de vérias pesquisas medicinais para um potencial uso
de compostos de vanadio (CV) para fins terapéuticos (REHDER, 2013), (WILLSKY et al.,
2011). Muitos organismos vivos acumulam ou utilizam o vanaddio em seus processos
bioldgicos. O ser humano obtém cerca de 0,01-0,03 mg V/dia pela alimentacdo e agua potavel
(Figura 9).

Recentemente muitos estudos relataram que compostos de vanadio possuem efeitos
mimeéticos aos da insulina, atividade que pode ser causada pela estimulacdo da autofosforilacéo
do receptor da insulina. O grupo de Szklarzewicz (SZKLARZEWICZ et al., 2021) preparou 16
novos CVs e avaliaram sua capacidade em transportar glicose e sua citotoxicidade. Em todos
0s CVs estudados, em geral, V'V foi encontrado um pouco mais ativo e menos toxico do que 0s
complexos VV. Os CVs podem ser um dos mais promissores complexos para o tratamento da
diabetes (Figura 10).



Figura 9 - Captagdo e distribuicdo de compostos de vanadio no corpo.
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Nos ultimos anos, também tem se notado que os CV apresentam propriedades

anticancerigenas, devido a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que causam

alteracbes em organelas celulares, como os lisossomos, as mitocondrias e as proteinas

globulares. Como consequéncia, interrompem o metabolismo celular e podem levar a apoptose.

Além disso, a proliferacdo celular também pode ser perturbada por efeitos genotdxicos do

vanadio exercido no nucleo das células e causando danos ao DNA (PESSOA et al., 2015).

Dankhoff (DANKHOFF et al., 2019) sintetizou um CV com distintas atividades

anticancerigenas derivado do 3,3'-Diindolilmetano, produto natural da indol-3-carbinol

encontrado em varias plantas de Brassica. Esse novo complexo de V'V (Figura 11) inibiu o

crescimento de diferentes células tumorais, levou ao aumento de espécies reativas de oxigénio,

diminuiu o potencial de membrana mitocondrial, além disso, apresentou atividade de interacdo

com o DNA semelhante a cisplatina.
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Figura 10- Representacdo de quatro complexos de vanadio sintetizados por Szklarzewicz e
colaboradores.

5

Fonte: (SZKLARZEWICZ et al., 2021)

Figura 11 - Complexo de VIV com diferentes atividades anticancerigenas.

T

Fonte: (DANKHOFF et al., 2019)

Compostos de vanadio também apresentaram atividade sobre certos virus, bactérias e
fungos. Complexos de polioxotungstatos substituidos por vanadio exibiam potentes
propriedades antivirais contra HIV, influenza, dengue e SARS (sindrome respiratoria aguda
grave) (SHIGETA et al., 2003). O complexo V'V O-porfirinico (Figura 12), contendo grupos
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funcionais aminossulfonilo, exibiu uma inibicdo de 97% do retrovirus causador da HIV
(WONG et al., 2005).

Figura 12 - Estrutura molecular dos compostos que apresentaram atividade anti-HIV.

R- S0,
R= CI°

Fonte: (WONG et al., 2005)

Gambino, em 2011, publicou uma revisdo abrangente sobre o estado atual da
potencialidade dos compostos de vanadio no tratamento de doencas negligenciadas. O trabalho
analisou a pesquisa realizada até o final de 2010 sobre CVs como agentes prospectivos contra
Trypanosoma cruzi, Leishmania spp e Entamoeba histolytica, os parasitas protozoarios que sdo
agentes causadores da tripanossomiase americana (doenca de Chagas), leishmaniose e
amebiase, respectivamente (GAMBINO, 2011).

Complexos metélicos contendo em sua estrutura bases de Schiff derivados da
condensacdo de 1H-indole-3-carboxaldeido e 1-fenil-2,3-dimetil-4-amino-3-pirazolin-5-ona
(HL) foram testados quanto a atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias gram-positivas
(Salmonella staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Listeria monocytogenes),
bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e S. typhimurium) bem
como atividade antifungica contra fungos do tipo Candida albicans e Aspergillus flavus. Os
metais de coordenago, em particular o V'Y em [VO(HL)2(H20)]SOs, levaram a um aumento

da atividade antibacteriana e antifungica (ROSU et al., 2012).
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3.5. ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores nos organismos Vivos,
reduzindo a energia de ativacdo para que as reacdes quimicas ocorram (JAEGER e EGGERT,
2004). As reacdes enzimaticas ocorrem quando o substrato se liga ao sitio ativo da enzima,
dando-se a conversdo do substrato (S) em um novo produto (P), esquematicamente
demonstrado pelo esquema de Briggs-Haldane (PEARLSTEIN et al., 2017) (Figura 13) . Como
catalisadores as enzimas ndo sao habitualmente destruidas e ndo alteram o equilibrio quimico

da reacdo que catalisam.

Figura 13 - Simplificacdo de uma reacdo enzimatica, onde E, S e P representam, substrato,
enzima e produto respectivamente; ES representa complexo transitorio da enzima com o

substrato.

K,

E+S —L= ES E+ P

n K,

Fonte: (JAEGER e EGGERT, 2004)

A relacdo entre a concentracdo do substrato (S) e a velocidade maxima (Vmax) é
estabelecida por meio de Km (constante de Michaelis-Menten), que pode ser determinada pela
relacdo entre as velocidades de reacdo (K1, K2 e K3). A equagéo de Michaelis-Menten define
a relacdo quantitativa entre a velocidade inicial (V0), a velocidade méxima (Vmax) e a
concentracdo do substrato, ou seja, Km equivale a concentracdo do substrato na qual VO € a
metade da Vmax. VO é determinada pela quebra do complexo ES de acordo com a equacgao
VO0=k2[ES]. Através de uma série de expressdes algébricas que ira definir o a constante de
Michaelis como sendo: (K3+K2)/K1. Assim a equacdo final de Michaelis-Menten é : V0=
Vmax [S] Km+[s] (CORNISH-BOWDEN, 2015).

A constante de Michaelis-Menten (Km) normalmente é usada como um indicador de
afinidade da enzima pelo substrato, 0 que mostra que cada enzima-substrato possui um Unico
Km, desse modo, substratos diferentes que agem com uma dada enzima apresentam valores de

Km diferentes.

A equacdo de Michaelis-Menten pode sofrer transformacdes e assim evidenciar uma

analise especifica. Um exemplo ¢ a transformada duplo-reciproca denominada de equacéo de
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Lineweaver-Burk: 1/V0 = 1/Vmaxx=[S] + 1/Vmax (Figura 14). Esta equagdo permite uma
determinacédo cuidadosa dos dados experimentais de Vmax (eixo das abcissas), Km (eixo das

ordenadas) e dos mecanismos de inibicdo de enzimas (GRANT, 2018).

Figura 14 - Exemplo da transformacao duplo-reciproca do grafico de Michaelis-Menten .

A A

Vo 1/V,
'''''''''''''''''''''''''''' Vmax
______ . Vmax/z
i _l/Km 1/Vmax
' Km ‘ l ‘
5] 1/[s]

Existem duas classes de inibidores enzimaticos: irreversiveis e reversiveis. Os inibidores
irreversiveis ligam-se covalentemente a enzima, ou formam uma ligagdo ndo covalente estavel,
ou ainda destroem um grupo funcional essencial para a atividade da mesma. Os inibidores
enzimaticos reversiveis podem diminuir a atividade da enzima de forma competitiva, ndo

competitiva ou mista (Figura 15).

Figura 15 - O gréfico duplo-reciproco possibilita uma maneira facil de determinar se o inibidor
de uma enzima é competitivo, incompetitivo ou misto. a) Inibicdo competitiva; b)Inibicédo

incompetitiva; ) Inibicdo mista.
Inibidor

Sem inibigdo

E b) )
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3.6. TIROSINASE

A tirosinase é uma glicoproteina presente na membrana melanossomal que apresenta
trés dominios: um interno, que corresponde a regido catalitica, contendo residuos de histidina,
as quais se ligam ions cobre; um transmembrana e um citoplasmatico que participa no transporte
da enzima para os melanossomas (SCHALLREUTER et al., 2008) (BHATIA et al., 2009). Ela
¢ conhecida como a “enzima-chave” da biossintese da melanina, pigmento que confere a cor ao
cabelo, a pele e aos olhos e que exerce uma funcao fundamental na protecdo da pele contra 0s
raios UV (ZAIDI et al., 2014).

O mecanismo de acdo da tirosinase depende da natureza dos ions de cobre, assim
dependendo da valéncia do ion cobre e da ligacdo ao oxigénio molecular, o sitio ativo da
tirosinase pode existir em trés estados intermediarios: desoxi (Cu' —Cu'"), oxi (Cu"-O,-Cu') e
met (Cu'"-Cu"). A forma met (Emet) é convertida para a forma desoxi (Edesoxi) pela redugdo
de dois elétrons que capaz de fixar reversivelmente o oxigénio molecular, levando a forma oxi
(Eoxi) (CABANES et al., 2002)

As proteinas de tirosinase presentes nas células estdo principalmente na forma Emet,
também denominada forma de repouso, a qual é incapaz de se ligar ao oxigénio molecular. Esta
forma n&o catalisa a tirosina (monofenois), mas tem afinidade para se ligar a ela, resultando em
um periodo de repouso da enzima, no qual ha interacdo quimica, porém ndo ha catalise
(CABANES et al., 2002).

Uma porcdo desta enzima, na forma Eoxi, reage com monofenois, gerando difenais,
restituindo lentamente a enzima a forma Edesoxi, (Figura 16). Contudo, o0 aumento subsequente
no nivel de difendis (p. ex.: L-DOPA) produz um maior recrutamento de Edesoxi, pois 0s
difendis podem reagir com Eoxi gerando Emet e consequentemente reage com Emet gerando
Edesoxi, o que favorece para que mais enzimas saiam da condicao de sequestro (Met) e possam
reagir com monofenois. O L-DOPA (L-3,4-di-hidroxifenilalanina) é o responsavel pelo
recrutamento das enzimas que estdo na condigéo de sequestro, pois reduz Met para Edesoxi
(CABANES et al., 2002)

Schallreuter et al (2008) relatam que, além do L-DOPA, outras espécies doadoras de

elétrons, como perdxido de hidrogénio, acido ascorbico, anion superoxido, 6xido nitrico,
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hidroxilamina, ditionito, Fe'' e ditiotreitol podem reagir com a Emet. A tirosinase pode, ent&o,
apresentar atividade catecolase e peroxidase, uma vez que esta enzima pode fazer uso de anion
superdxido como substrato para a melanogénese e assim proteger os melandcitos contra essas
espeécies reativas de oxigénio (EROS) (SCHALLREUTER et al, 2008).

Em humanos, muta¢Bes que inativam a tirosinase sdo responsaveis por albinismo
oculocutaneo (albinismo tipo 1), que é a forma mais grave do albinismo devido a auséncia total
de melanina (VIDEIRA et al., 2013).

Por outro lado, maior exposicao a radiacdo UV contribui com o aumento de ROS e
consequentemente maior expressao de tirosinase como mecanismo de defesa contra estes
contribuindo para o desenvolvimento de melanoma (uma das formas mais agressivas do cancer
de pele) (WANG et al., 2013). Por essa razéo, inibidores da tirosinase tém sido utilizados como
agentes despigmentantes para o0 tratamento ou prevencdo de desordens envolvendo

hiperpigmentacéo.

Nas ultimas décadas, varios inibidores da tirosinase tais como compostos fendlicos tém
sido estudados e esta grande quantidade de pesquisas realizadas, resultaram na descoberta de
diversos tipos de inibidores incluindo arbutina, &cido kéjico e hidroquinona (DERI et al., 2016).
Porém, a utilizacdo de agentes existentes é bastante limitada e isso acontece devido a baixa
estabilidade, atividade insuficiente, efeitos secundarios, toxicidade elevada, e capacidade de
penetracdo insuficiente (NERYA et al., 2004).

O éacido kdjico, por exemplo, inibe competitivamente a etapa monofenolase da
tirosinase, ja4 na etapa difenolase desta enzima o &cido koéjico atua como inibidor misto
(SAGHAIE et al., 2013)Desse modo, 0 mecanismo desempenhado por este agente envolve a
afinidade pelo sitio ativo da enzima, onde ha quelagdo dos ions Cu'' presentes, e a ligagdo em

um sitio diferente do ativo, realizando inibi¢cdo ndo-competitiva (SENDOVSKI et al., 2011).

A literatura traz varios agentes, pertencentes a diferentes classes metabdlicas, com

possivel atividade anti-tirosinase, como os apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 - Agentes anti-tirosinase ja reportados na literatura
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SUBSTANCIA COM ATIVIDADE ANTI-TIROSINASE

REFERENCIA

Polifendis (kaempferol, galangina e quercetina)

(KUBO et al., 2000)

Benzaldeidos e derivados de benzoatos (ac. Galico, &c. benzoico,
anisico, anisaldeido, ac. cinamico e 4c. metoxicinamico.

(PIAO et al., 2002); (KUBO
et al.,, 2003)

Lipidios de cadeia longa (triacilglicerol e trilinoleina)

(JEON et al., 2006)

Fitoesterrois

(SABUDAK et al., 2006)

Antraquinonas

(LEU et al., 2008)

Inativadores irreversiveis (cloreto de cetilpiridinio, 3,5-di-
hidroxifenil-decanoato.

(CHEN et al., 2003); (QIU et
al., 2005)




33

Figura 16 - (A) Mecanismo para atividade de monofenolase e difenolase da tirosinase. (B) Mecanismo da enzima dopachorme tautomerase e a
transformacéo do dopacromo em DHICA (acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico) um intermediario na biossintese da melanina.
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As tirosinases sdo amplamente distribuidas em microrganismos, plantas e animais,
entretanto, a identidade das sequéncias genéticas, a estrutura e a regido do sitio ativo sdo
conservadas entre as diferentes espécies. Estudos sdo direcionados para a tirosinase de
cogumelos um modelo promissor para se obter maiores informacdes sobre a estrutura e suas
propriedades enziméticas (CLAUS e DECKER, 2006), tais estudos podem ser usados como
base para diversas aplica¢fes biotecnologicas (HALAOULLI et al., 2006).

4. MATERIAL E METODOS
4.1. ASPECTOS GERAIS

Os solventes: metanol, etanol, dimetilformamida e tetrahidrofurano utilizados nas
sinteses dos ligantes e complexos e os demais reagentes comerciais, hidrazida benzoica,
trietilamina, acetilacetonato de vanadio(lIV) (VO(acac).) e pentoxido de vanadio(V) (V20s),
foram usados sem tratamento prévio. As reacdes de sintese dos ligantes foram conduzidas sem
controle de atmosfera inerte e os procedimentos de cristalizagdo foram realizados através da

lenta evaporacdo do solvente.

4.2. PROCEDIMENTOS DE SINTESE
4.2.1. MATERIAIS E SINTESE DOS LIGANTES (L1AS-L5AS E L1P-L5P)

As hidrazidas utilizadas foram sintetizadas a partir da esterificacdo do acido 4-
hidroxibenzoico, &cido 4-metilbenzoico, acido benzoico, &cido 4-nitrobenzoico e 4-
aminobenzoico, seguido da hidrazintlise desse éster com hidrato de hidrazina, realizada
anteriormente em nosso laboratério. Os ligantes apresentam estruturas parecidas, uma vez que
foram sintetizados a partir da mesma hidrazida, com diferentes substituicdes em orientacédo

para.

Os ligantes desse trabalho foram sintetizados diversas vezes ao longo da dissertacao,
dessa forma os procedimento sintético foi otimizado e os rendimentos otimizados, com

rendimentos variando de 78%-97%.

4.2.1.1. Procedimento experimental para a sintese dos ligantes.

Os ligantes L1AS-L5AS foram sintetizados usando um bal&o de fundo redondo munido
de agitacdo magnetica, solubilizou-se 0,059 (1 equivalente) das hidrazidas: 4-
hidroxibenzohidrazida (L1AS), 4-metilbenzohidrazida (L2AS), benzohidrazida (L3AS), 4-
aminobenzohidrazida (L4AS) e 4-nitrobenzohidrazida (L5AS) em 15 mL de metanol.
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Adicionou-se 1 equivalente do aldeido salicilico para formacéo dos ligantes L1AS ao L5AS
(35uL, 35uL, 29uL, 36uL e 39uL, respectivamente) e 1 equivalente do cloridrato de piridoxal
do L1P ao L5P (0,0676g, 0,0685¢g, 0,0568g, 0,068g e 0,0756, respectivamente), e agitou-se a
mistura resultante em temperatura (70°C) constante em sistema aberto durante trés horas
(Figura 17).

L1AS, L2AS, L4AS e L5AS foi possivel obter apds evaporacdo lenta sem a presenca de
precipitado. J& os ligantes L3AS, L1P, L2P, L3P, L4P, L5P obtiveram precipitado durante a
reacdo que foi retirado por meio de uma filtracdo simples e armazenado, o produto final, apds
evaporacdo lenta do solvente, foram cristais de cor amarelada que foram recolhidos e
confirmados através da técnica de difracdo de raio X em monocristal e espectroscopia de

absorcéo eletrdnica na regido UV/Vis.

Tabela 2 - Codigos dos ligantes e rendimentos de acordo com seus substituintes.

Ligantes | LIAS | L2AS | L3AS | L4AAS | L5AS | L1P | L2P |L3P |L4P |[L5P
R OH CHs3 H NO2, | NH, | OH CHs; | H NO2 | NH2
Rend. % | 85 79 93 78 91 97 80 85 91 96

4.2.2. MATERIAIS E SINTESE DOS COMPLEXOS (C1AS-C5AS E C1P - C5P)

Sintetizaram-se os complexos utilizando o ligante previamente sintetizado e diferentes
compostos de vanadio. Utilizaram-se reagentes comerciais sem tratamento prévio. Como
solvente, utilizaram-se metanol e etanol absoluto sem tratamento prévio. Obtiveram-se
monocristais adequados para difracdo de raios X dos complexos sintetizados por meio de

evaporacéo lenta do solvente.

Para obter os complexos C1AS, C2AS, C3AS, C2P, C3P, C4P e C5P (Figura 18) foram
sintetizados a partir dos respectivos ligantes (L1AS, L2AS, L3AS, L2P, L3P, L4P e L5P).
Adicionou-se 0,2 mmol de cada ligante solubilizados em 10 mL de seus respectivos solventes
como demonstrado na tabela 2. A suspencéo do ligante adicionou-se uma base (Tabela 3) como
agente desprotonante. Posteriormente, adicionou-se acetilacetonato de vanadio(IV) 0,2 mmol.
Agitou-se a mistura com agitacdo magnética e temperatura (70°C) constantes por duas horas
em sistema aberto. Apos sete dias de evaporacéo lenta do solvente, obtiveram-se monocristais

de coloracdo dourada adequados para difracdo de raios X. Apesar do uso do composto
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VO(acac). com numero de oxidacdo igual a +4, todos os complexos desse trabalho
apresentarem nimero de oxidagdo +5, o que demonstra uma facilidade da vanadila VO?* em se
oxidar para dioxido de vanadio com nimero de oxidacdo +5. Apesar do 6xido de vanadio ser
insolivel em solventes organicos, a reacdo ndo foi prejudicada, visto que apos adicdo desse
composto a reacdo inicial de coloragdo amarelo claro (ligante) a solugéo restante permaneceu
com uma coloragdo amarelo escuro sem a formacao de precipitado dando indicios que o vanadio

ndo permaneceu como 0xido de vanadio e se complexou com o ligante da solucéo.

Figura 17 - Esquema simplificado dos dois ligantes utilizados nesse trabalho.
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Por outro lado, para a obtencdo dos complexos C4AS, C5AS e C1P foram utilziados 0,2
mmol dos ligantes (L4AS, L5AS E L1P, respectivamente) solubilizados em seus respectivos
solventes (Tabela 3). A sintese procedeu de maneira similar aos complexos descritos
anteriormente, porém o composto de vanadio utilizado foi o pentéxido de vanadio(V),
0,2mmol. O pentdxido de vanadio, apesar de ser muito insoltvel, ndo se apresentou como um
problema para a realizagdo da sintese, uma vez que ao ser adicionado base a reagéo a solucéo

voltou a ser de coloragéo amarelada e limpida.



Figura 18 - Esquema simplificado dos tipos de complexos esperados.
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Tabela 3 - Apresentacdo dos diferentes solventes e bases utilizado na sintese de cada

complexo
COMPLEXO | SOLVENTE | BASE COMPOSTO DE
VANADIO

C1AS Etanol Trietilamina VO(acac):
(10mL)

C2AS Etanol Trietilamina VO(acac)
(10mL)

C3AS Etanol Trietilamina VO(acac)
(10mL)

C4AS Metanol 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7- | V20s
(20mL) eno

C5AS Metanol Trietilamina V205
(10mL)

C1P Etanol Trietilamina V205
(10mL)

38
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C2pP Etanol Trietilamina VO(acac)
(10mL)

C3P Metanol 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7- | VO(acac):
(10mL) eno

C4pP Etanol Trietilamina VO(acac)
(10mL)

C5P Etanol Trietilamina VO(acac):
(10mL)

Para se determinar o tempo reacional de complexacédo a reacao foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada até o desaparecimento dos materiais de partida. Todos 0s
complexos foram testados primeiramente com o composto VO(acac) e sem a utilizagéo de base.
Apos, foram testados com diferentes bases (trietilamina e apds 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-
eno) e solventes, partindo de etanol e posteriormente metanol. Quando nao houve sucesso na
sintese com esses outros fatores foi modificado o composto de vanadio para V20s e repetido 0s

testes de mudanca de bases e solventes.

O rendimento observado para os complexos foi determinado pela massa dos cristais
obtidos apds serem retirados do frasco que estava contida a solucdo para a evaporagdo (Anexo
1).

4.3. DIFRACAO DE RAIOS X EM MONOCRISTAL

Realizou-se a coleta de dados (Anexo 2) nos difratdmetros Bruker® D8 VENTURE
Photon 100 pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.
Para tanto, utilizou-se no VENTURE radiacdo de molibdénio ou radiacdo de prata
monocromatizadas por monocromador de grafite e geradas por tubo de alto brilho Incoatec®
1S (Ko Mo=0,71073 A; Ka Ag = 0,56086 A).

A partir dos dados coletados, elucidaram-se as estruturas dos ligantes e complexos
sintetizados por método direto empregando programa SHELXS-2008®. Realizaram-se todos
refinamentos por meio de método de matriz completa/minimos quadrados dos fatores
estruturais (F?), com os parametros de deslocamento térmico anisotropico para todos os &tomos
diferentes de hidrogénio utilizando pacote SHELXS-2008®. Obteve-se a posi¢do dos atomos

diferentes de hidrogénio por meio de sucessivas diferencas de Fourier e refinamentos com
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pardmetros anisotropicos. Refinaram-se os &tomos de hidrogénio na forma de grupos
vinculados geometricamente aos respectivos dtomos diferentes de hidrogénio. Obtiveram-se as
projecdes estruturais por meio dos programas ORTEP-3® e DIAMOND 4.5.2® para
Windows®. Utilizou-se o programa Mercury 4.1.0® para Windows® para a observacao das

estruturas cristalogréficas.
4.4. PONTO DE FUSAO

Realizaram-se 0s experimentos para obtencdo dos pontos de fusdo de ligantes e
complexos utilizando aparelho digital Micro Quimica® modelo MQAPEF-301, pertencente ao

Laboratorio de Materiais Inorganicos (LMI) da Universidade Federal de Santa Maria.
4.5. ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO ELETRONICA NA REGIAO UV/VIS

Realizaram-se as avaliagOes de estabilidade em solugéo e obtencdo dos espectros de
absorcéo eletronica na regido do UV/Vis e valores de épsilon (¢ = absortividade molar) de
ligantes e complexos sintetizados utilizando aparelhno Shimadzu® UV-Vis 1650-PC,
pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. Realizaram-
se 0s experimentos sem controle de temperatura na regido compreendida entre 220-800 nm e
utilizando cubetas de quartzo de quatro faces com caminho 6ptico de 1 cm. Empregaram-se 0s
solventes: N,N’-dimetilformamida (DMF) solvente para os ligantes e dimetilsulfoxido (DMSO)

para os complexos.

4.6. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Obtiveram-se 0s espectros de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR) dos ligantes e dos complexos sintetizados utilizando
aparelho Bruker® VERTEX 70 em janela espectral de 4000-300 cm™. Os espectros foram
obtidos no modo transmitancia. Utilizaram-se c6digos em inglés para indicar a intensidade das

bandas: br (broad), larga; s (strong), forte; m (medium), média e w (weak), fraca.
47. VOLTAMETRIA CICLICA

As medidas voltamétricas foram feitas em um Potenciostato/Galvanostato EcoChemie
AutoLab PGSTAT 32N, localizado na Universidade Federal de Santa Maria, em solucéo de
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DMF, utilizando hexafluorofosfato de tetrabutilaménio como eletrdlito suporte (0,1 mol L-1
em solugéo de DMF). Estes experimentos foram realizados empregando um sistema padrdo de
trés componentes: um eletrodo de trabalho de carbono vitreo; um eletrodo auxiliar (fio de
platina) e um eletrodo de pseudo-referéncia de platina. Pata monitorar o eletrodo de referéncia,
o par redox (Fc* /Fc = 0,64 V vs SHE) foi utilizado como referéncia interna, e os voltamogramas

estédo expressos em funcdo do mesmo.
4.8. ENSAIO ENZIMATICO

O potencial inibitério da enzima tirosinase foi realizada de acordo com Kubo et al
(2000a) com modificacdes para placa de 96 pocos. As solucdes foram preparadas em tampao
fosfato salina (PBS) pH 6,9. No entanto, tanto os ligantes quanto os foram solubilizadas
previamente em DMSO, de modo que a concentragdo final de DMSO no poco fosse de 5%.
Todas as reacges tiveram uma concentracéo final de 20 U mL* da enzima tirosinase, 10 mmol
L de L-tirosina e concentragdes dos ligantes e complexos de 0,1; 0,08; 0,06 € 0,04 M. As
reacOes foram iniciadas pela adicdo da enzima com o uso de pipetador multicanal e a velocidade
da reacdo (formacéo de dopacromo) avaliada com um leitor de microplaca com filtro de 492

nm.

Como controle também foi realizada a incubacéo apenas da enzima com o acido kojico,
para demonstrar que estes na auséncia do substrato ndo geram variagao na absorvancia ao longo

do tempo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A rota sintética utilizada para obter os ligantes foi proposta por Siqueira e colaboradores.
Além disso, a otimizacdo da rota sintética para a sintese dos ligantes foi otimizada
anteriormente pelo laboratorio (SIQUEIRA et al., 2020).

Esta discussdo esta dividida em trés partes: a primeira discorrera sobre a caracterizacéo
estrutural dos compostos sendo que, esta parte ficou subdividida em espectroscopia na regido
do infravermelho, espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel, a segunda sera sobre 0s
resultados cristalograficos dos complexos. A Ultima parte trata dos resultados dos potenciais

inibitorios frente a enzima tirosinase.
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5.1.  PARTE 1: CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS
5.1.1. RESULTADOS DE ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

Foram realizadas as caracterizacbes de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) de todos os complexos. Nesta secéo, serao
mostrados e discutidos os resultados obtidos. Os espectros foram obtidos no modo

transmitancia.

A andlise dos espectros no infravermelho consistiu em investigar a presenca de bandas
que indicassem a formacdo da funcdo imina C=N, de média intensidade e/ou da amina
secundaria e consequentemente, a auséncia de bandas caracteristicas de aminas primarias dos

materiais de partida.

As bandas de estiramento relacionadas aos sitios de coordenacdo quando coordenados
apresentam diferentes valores de nimero de onda em relagdo aos mesmos quando ndo-

coordenados.

Tal técnica indica a protonacdo dos nitrogénios piridinicos do anel do piridoxal pela
banda de estiramento (Npir-H) em aproximadamente 1550 cm™. Assim, foi possivel verificar
que os complexos (C1P, C2P, C3P, C4P, C5P) estdo na forma ibnica.

Os complexos também apresentam bandas de baixa intensidade de estiramentos
simétrico e assimétrico das duas ligacdes V=0 na regido mais distante do infravermelho, com
nimeros de onda variando de 970-900cm™ para v(VO2) simétrico e 900-854 cm™ para v(VO2)

assimétrico), respectivamente.

Além disso, € possivel observar bandas dos estiramentos O-H dos grupos alcool

benzilico do piridoxal.

Os nimeros de onda (em cm™) das bandas dos estiramentos de ligantes e de complexos
estdo na Tabela 4 e 5. Os espectros de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

dos ligantes e dos complexos estdo no ANEXO 4.



Tabela 4 - Namero de onda das principais bandas dos estiramentos caracteristicas dos

ligantes.

Ligantes O-H C=N Npir-H
L1AS 3442 1610 -
L2AS 3374 1621 -
L3AS 3269 1673 -
L4AS 3211 1647 -
L5AS 3463 1592 -
L1P 3418 1599 1555
L2P 3332 1670 1543
L3P 3340 1680 1566
L4P 3444 1609 -
L5P 3449 1605 1549

Fonte: Siqueira

Tabela 5 - Nimero de onda das principais bandas dos estiramentos caracteristicas dos

complexos.

Complexos | O-H C=N V=0 assimétrico | V=0 simétrico
C1AS 3097 1601 861 920
C2AS 3382 (metanol) 1611 880 906
C3AS - 1606 882 945
C4AS - 1612 851 892
C5AS 3381 1603 - 908
C1P 3423 1645 - -
C2P 3394 1607 - 967
C3P 3364 1596 907 935
C4pP 3045 1586 900 955
C5P 3134 1541 - 915
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5.1.2. RESULTADOS DE ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO ELETRONICA NA

REGIAO UV/VIS

Serdo mostrados e discutidos os espectros de absorcao eletronica na regido do UV/Vis

de um ligante (SIQUEIRA et al., 2020) e um complexo uma vez que estes apresentam espectros

com perfil semelhantes, possuindo bandas semelhantes. Os espectros de espectroscopia de

absorcdo eletrénica na regido do UV/Vis dos complexos estdo mostrados no ANEXO 3.

O espectro de absorcéo eletronica em solucdo de DMF do ligante L5P estd na

demonstrado na Figura 19. Os espectros de absorc¢do dos ligantes sdo similares, apresentando

bandas em torno de 300 nm que pode ser atribuida a transi¢do m > =* referente a ligagdes
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duplas ressonancia do anel, e bandas em 350 nm, referente a transigdes intraligantes o tipo n >

n* referente ao grupamento C=0.

Figura 19 - Espectro de absorcéo eletronica do ligante L5P.
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Fonte: Siqueira

Nos espectros dos complexos obtidos é possivel observar bandas na faixa de 350 nm a
550 nm presentes, igualmente, nos espectros dos ligantes. Se considerarmos a natureza dos
ligantes é possivel atribuir essas bandas a transicdes eletrénicas do tipo transferéncia de carga,
sendo provavel bandas do tipo transferéncia de carga Ligante-Metal (TCLM) observadas na
faixa de 380 nm a 500 nm. Na figura 20 vemos o espectro do complexo C5P em DMSO e as
bandas caracteristicas do ligante e o a banda referente ao TCLM com pico de absorbancia em
436 nm. Os valores de absortividade molar () foram calculados pela regressdo linear no

comprimento de 343 nm (maior pico de absorvancia).
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Figura 20 - Espectro de absorcéo eletrénica do complexo C5P.
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Os valores de comprimento de onda relativos a absorvancia maxima das bandas dos

complexos estdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores de comprimento de onda relativos a absorvancia maxima das bandas dos
complexos.

COMPLEXOS | > =* n-> n* TCLM & Méaximo Mol.L*
C1AS 291 327 403 11104
C2AS 292 325 403 12628
C3AS 291 325 404 16103
C4AS 291 336 426 22077
C5AS 290 346 410 11967
C1P 293 345 423 21377
C2pP 291 339 415 11470
C3P 291 342 418

C4pP 292 352 430

C5P 291 343 436

5.1.3. VOLTAMENTRIA CICLICA

Foram realizados experimentos de voltametria ciclica para observar a presenca de
processos de oxidacdo e/ou de reducdo dos complexos com contracdes de 10 uM sobre a
superficie do eletrodo de TBAPFs (0,1 M) e velocidade de varredura de 100 mV/s. Pela figura
21 observa-se os picos de reducdo dos ions de VY = V" ( Ered2) e a re-oxidagéo do vanadio
V> VY (Eox1).
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De acordo com a Tabela 7, os valores apresentados sdo interessantes, pois mostram uma
relacdo direta dos potenciais redox com a atividade inibitoria perante a enzima tirosinase. O
complexo C1AS possuiu 0 menor pico de Ered2 e apresenta a melhor 1%, ja o C1P obteve o
maior pico de Eox1 e ndo apresentou nenhuma atividade inibitoria. Ja os respectivos ligantes
tiveram atividade contraria, enquanto que o C1AS teve oxidacao e reducgéo do ligante (L1AS)
e este ndo apresentou atividade inibitdria, o0 C1P ndo teve oxidagdo do ligante L1P, mas dentre

todos os ligantes ele foi o que apresentou maior 1%.

Desse modo, pode-se sugerir que o centro metalico do C1AS é responsavel pela
atividade inibitoria do complexo, ja no C1P o ion vanadio ndo favorece essa atividade, uma vez

que o ligante sozinho apresenta a melhor atividade.

Figura 21 - Voltametria ciclica dos complexos de vanadio (a) C1P-C5P e (b) C1LAS-C5AS, em
solucdo de DMF, utilizando solu¢do 0,1 M de TBAPF6 como eletrdlito suporte e velocidade de
varredura de 100 mV/s.
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Tabela 7 - Potenciais redox dos complexos de vanadio em solu¢do de DMF (E versus SHE).

Composto Ered1 Ered2 Eox1 Eox2
C1pP -1,30V -0,62V +1,25vV. | -
C2P -1,57V -0,71V +1,05vV | -
C3P -1,34V -1,12V +0,77 V +1,40 V
C4pP -1,31V -0,80 V +1,10v | -
C5P -1,61V -0,76 V +100V | -

C1AS -1,39V -1,26 V +0,75V +1,22V
C2AS -1,37v. | - +1,06 V +1,35V
C3AS -1,20V -0,86 V +0,92 V +1,34V
C4AS -1,59V -0,92V +1,03V +1,54V
C5AS -1,05v. | - +0,70 V +0,80 V

5.2. PARTE 2: RESULTADOS E DISCUSSAO CRISTALOGRAFICA.
5.2.1. RESULTADOS CRISTALOGRAFICOS GERAIS

A apresentacdo e discussdo de resultados referente a analise de difragdo de raios X sera

efetuada em blocos. Os compostos foram agrupados pelo grupo espacial em comum.
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Os resultados cristalograficos dos complexos foram obtidos a partir da analise de raio X
de monocristal e os parametros cristalograficos estdo descritos no ANEXO 2. Os complexos

apresentam sistemas cristalinos distintos, bem como grupo espacial como descrito na Tabela 8.

Estes valores estédo de acordo com os valores encontrados na literatura para ligagoes V-
N (imina), V-O(fenolato) € V-O(carbonila) (MAURYA et al., 2010). Todos os complexos sintetizados

apresentam um atomo de V central com geometria bipiramide trigonal e nimero de oxidagédo

5+.

Tabela 8 - Parametros cristalograficos gerais para os complexos sintetizados.

Complexos | Sistema Grupo Ligactes [A]
cristalino espacial V-N (N V-O V-O

iminico) (fenolato) (carbonila)

C1AS Monoclinico | P2i/c 2.1515(13) |1.8681(13) |1.9974(12)

C2AS Monoclinico | P21/n 2.1248(15) | 1.8407(14) |1.9401(13)

C3AS* Ortorrombico | Pbca

C4AS Monoclinico |[Clcl 2.122(3) 1.908(4) 1.976(3)

C5AS Monoclinico | P12:1 2.1468(15) | 1.8938(15) | 1.9630(13)

C1P Triclinico P1 2.145(3) 1.923(2) 1.963(2)

C2P** Monoclinico | P2i/c

C3P Ortorrombico | P212121 | 2.1610(18) | 1.9134(18) | 1.9526(16)

C4P Monoclinico |P121/n1 | 2.1665(15 |1.9022(14) | 1.9598(14)

C5P Monoclinico | P2i/c 2.158(3) 1.916(2) 1.952(3)

Os complexos contendo aldeido salicilico diferenciam-se dos complexos contendo
piridoxal pela presenca de um ion de trietilaménio que serve como contra ion. Como observado
na figura 22 temos a exemplificagdo de um complexo AS e seus contra ion e um complexo P.

Ha excecdo no C1AS onde observa-se a protonacdo do grupo hidrazina dispensando,

entdo, a necessidade de um ion para o balanceamento das cargas como mostrado na figura 23.
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Figura 22 - Complexo C5AS com trietilam6nio como contra ion.

Figura 23 - Complexo C1AS onde dispensa a necessidade de um contra ion, uma vez que houve
a protonacao do grupo hidrazina.
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5.2.2. SISTEMA CRISTALINO TRICLINICO

Existem apenas dois grupos de espacos triclinicos e estes recebem os simbolos P1 e P-

1; o primeiro € enantiomarfico, enquanto o Gltimo é centrosimétrico.
5.2.2.1. Grupo espacial P1

A andlise de raios X do complexo C1P em monocristal mostrou que esse complexo
cristalizou no sistema triclinico, grupo espacial centrossimétrico P1 (n° 2 da International
Tables of Crystallography). De acordo com as condicdes de reflexao da classe integral (hkl) das
reflexdes coletadas observou-se a auséncia de uma sistematica nas reflexdes, fato que indicou

um tipo de Bravais P para a cela unitaria (Figura 24) .

Figura 24 - Projecdo da estrutura molecular do complexo C1P. Elipsoides térmicos com nivel
de probabilidade de 50%.
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A imagem 25 apresenta o aferimento da projecao da cela unitaria do complexo C1P no
plano ab e os operadores de simetria pelo pictograma da International Tables for
Crystallography no mesmo plano de projecéo grafico, o grupo espacial P1, exibe duas posicdes

equivalentes de simetria dentro da cela unitaria devido a presenca do ponto de inversao.
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Figura 25 - Representacdo do empacotamento cristalino na cela unitaria do complexo C1P
(esquerda), pictograma de operadores de simetria (direita).
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5.2.3. SISTEMA CRISTALINO MONOCLINICO
5.2.3.1. Grupo espacial P12:1

O complexo C5AS, através dos dados de reflexdo obtidos pela difracéo de raio X (0kO
: k= 2n), resolveu-se no grupo espacial P12:1 (n° 4 da International Tables of Crystallography)
ndo centrossimétrico e foi obtido através do ligante L5AS como descrito anteriormente (Figura
26).

Figura 26 - Projecéo da estrutura molecular do complexo C5AS. Elipsoides térmicos com
nivel de probabilidade de 50%.
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A Figura 27 mostra a projecdo da cela unitaria do complexo C5AS e os operadores de
simetria pelo pictograma da International Tables for Crystallography onde observa-se o eixo

de rotacdo-translacao de ordem 2;.

Figura 27 - Representacdo do empacotamento cristalino na cela unitaria do complexo C5AS

(esquerda), pictograma de operadores de simetria (direita).
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5.2.3.2. Grupo espacial Clcl

O complexo C4AS cristalizou no grupo espacial C1cl, ainda no sistema monoclinico, (n°
9 da International Tables of Crystallography) e foi obtido através da complexacdo do ligante
L4AS (Figura 28).

Figura 28 - Projecdo da estrutura molecular do complexo C4AS. Elipsoides térmicos com
nivel de probabilidade de 50%
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Na Figura 29 apresenta-se a representacdo da cela unitaria do complexo C4AS e o
pictograma do grupo espacial e as caracteristicas do grupo em questdo, onde temos o plano de
simetria de 1/4 ao longo de duas bordas da célula. paralelo a pagina. A traducéo € meio ao longo

de a e meio ao longo de b.

Figura 29 - Representacdo do empacotamento cristalino na cela unitaria do complexo C4AS

(esquerda), pictograma de operadores de simetria (direita).
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5.2.3.3. Grupo espacial P21/n

Os complexos C2AS e C4P obtidos a partir dos ligantes L2AS e L4P respectivamente,
cristalizaram no sistema monoclinico e grupo espacial P21/n (n° 14 da International Tables of

Crystallography) (Figura 30).
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Figura 30 - Projecdo da estrutura molecular do complexo C2AS (acima) e C4P (abaixo).

Elipséides térmicos com nivel de probabilidade de 50%.
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A Figura 31 e o pictograma abaixo exemplificam o eixo em parafuso 2; e um centro de
inversdo. O grupo espacial foi definido pela auséncia de extingfes sistematicas nas reflexdes da
classe integral (hkl) indicam um tipo de Bravais P para a cela unitaria, enquanto as condicdes
de reflexao zonais (hOl, Okl, hk0) e seriais (0k0, h00, 00I) vinculam-se aos elementos de simetria

c,ne?2l.
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Figura 31 - Representacdo do empacotamento cristalino na cela unitaria do complexo C2AS

(acima), C4P (abaixo esquerda), pictograma de operadores de simetria (abaixo direita).

5.2.3.4. Grupo espacial P21/c

O grupo espacial P2i/c (n° 14 da International Tables of Crystallography) é
centrossimétrico e apresenta simetria de Laue 2/m. A auséncia de extin¢Bes sistematicas nas
reflexdes da classe integral (hkl) foi determinante para um tipo de Bravais P para a cela unitaria.
As condigdes das reflexdes zonais (h0l, Okl, hkO) e seriais (0k0, h00, 00I) estdo vinculadas aos
operadores de simetria c e 21 e pelos resultados obtidos pela difragdo de raio X mostrou que 0s
complexos C1AS, C2P e C5P cristalizaram nesse grupo espacial Figura 32.



Figura 32 - Projecdo da estrutura molecular dos complexos C1AS, C5P e C2P
respectivamente. Elipsoides térmicos com nivel de probabilidade de 50%.
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O C2P foi escolhido para exemplificar a simetria do grupo através do pictograma e da

representacdo da cela unitaria (Figura 33).



57

Figura 33 - Representacdo do empacotamento cristalino na cela unitaria do complexo C2P

(esquerda), pictograma de operadores de simetria (direita).
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5.2.4. SISTEMA CRISTALINO ORTORROMBICO
5.2.4.1. Grupo espacial Pbca

A andlise de raios X em monocristal mostrou que o complexo C3AS cristaliza no
sistema ortorrombico, grupo espacial Pbca (n° 61 da International Tables of Crystallography)
(Figura 34).

Figura 34 - Projecdo da estrutura molecular do complexo C3AS. Elipsoides térmicos com nivel
de probabilidade de 50%
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A auséncia de extingBes sistematicas nas reflexbes da classe integral (hkl) foi
determinante para um tipo de Bravais P para a cela unitéaria. As condi¢des das reflexes zonais
(hOl, OKI, hkO) e seriais (0k0, h00, 00I) estdo vinculadas aos operadores de simetria 21 e a,b,c.
O grupo espacial Pbca € centrossimétrico e apresenta simetria de Laue mmm. A Figura 35
representa a projecao do contetido da cela do complexo C3AS e o pictograma do grupo espacial
Pbca retirado da International Tables for Crystallography.

Figura 35 - Representacdo do empacotamento cristalino na cela unitaria do complexo C3AS

(esquerda), pictograma de operadores de simetria (direita).
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5.2.4.2. Grupo espacial P212121

O complexo C3P (Figura 36) cristalizou no sistema ortorrombico, grupo espacial
P212121, N° 19 da International Tables of Crystallography e foi definido pela auséncia de
extingBes sistematicas nas reflexdes da classe integral (hkl) indicam um tipo de Bravais P para
a cela unitaria, enquanto as condi¢des de reflexdo seriais (OkO, h00, 00l) vinculam-se aos
elementos de simetria 21 (Figura 37). Este grupo espacial centrossimétrico, com simetria de

Laue mmm, as condicdes
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Figura 36 - Projecdo da estrutura molecular do complexo C3P. Elipsoides térmicos com nivel
de probabilidade de 50%.

Figura 37 -Representacdo do empacotamento cristalino na cela unitaria do complexo C3P

(esquerda), pictograma de operadores de simetria (direita).
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5.3. PARTE 3: POTENCIAL INIBITORIO DA ENZIMA TIROSINASE
Os potenciais inibitorios da enzima foram calculados pela porcentagem (Equacédo 1) de

inibicdo na formac&o de dopacromo a partir da L-tirosina.

Equacdo 1 - Equacao utilizada para determinacdo dos potenciais de inibicao.

%l = (C1—CB)/ CB x 100%

Onde, Cg é a concentracdo da tirosinase com DMSO e C: € a concentracdo dos
respectivos complexos. As porcentagens de inibigéo estéo representadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Porcentagem de inibicdo dos complexos e ligantes sintetizados e do acido kojico
utilizado como padréo de comparacéo.

Composto % inibigdo 0,1 nM Composto % inibigdo 0,1 nM
C1AS 33 L1AS OH *
C2AS 18 L2AS ME *
C3AS 20 L3AS NH2 2,5
C4AS 8 L4AS NO2 *
C5AS * L5AS H 14
C1P * L1P OH 17
C2P 15 L2P ME 13
C3P * L3P NH2 11
C4P 5 L4P NO2 16
C5P * L5P H 9
Acido Kojico 65

O acido kéjico é um conhecido inibidor da tirosinase por isso foi empregado como um
inibidor padrdo da enzima. A cinética da tirosinase na auséncia de inibidor mostrou
comportamento tipico de enzima michaeliana, ja a cinética para o acido kdjico mostrou que este
foi capaz de promover inibicdo significativa na atividade da tirosinase, podendo ser confirmado
pelo gréafico de Linewaver-Burk (Figura 38).

Porém de modo geral, nenhum complexo apresentou elevado indice de inibicdo da
enzima conforme pode ser visto na tabela 9, sendo que até mesmo os complexos C5AS, C1P,

C3P e C5P néo presentaram atividade.
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Figura 38 - Cinetica do acido Kojico e a linearizacdo do grafico mostrando um perfil de inibicdo
competitiva.
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De modo atipico os ligantes contendo a condensacdo com piridoxal apresentam
atividade modesta a inibicdo da enzima, porém sendo diferenciados dos complexos como
mostrado na tabela 7, relevando que o centro metalico nestes casos, teve um papel negativo
para inibi¢do na enzima, ou seja, os ligantes competem pelo sitio ativo da enzima e dessa forma
conseguiram inibi-la, no entanto quando temos a formacdo do complexo, estes deixam de
apresentar carater inibitdrio, pois ndo competem mais com o substrato (MONZANI et al.,
1998).

De modo mais abrangente quando comparamos os ligantes que apresentam atividade e
os complexos, independentemente daqueles contendo aldeido salicilico ou piridoxal ndo existe
uma variacgdo significativa, porém o Unico complexo que apresentou uma melhor atividade foi
0 C1AS e por isso foi escolhido para a realizacdo da cinética e padrao de inibicéo. O perfil do
grafico nos mostra que o acido kdjico possui uma inibicdo competitiva pelo sitio ativo da
enzima da mesma maneira que o complexo C1AS (Figura 39) (BHATTACHARYYA e
TRACEY, 2001) .
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Figura 39 - Cinética do complexo C1AS e a linearizacdo do grafico mostrando um perfil de
inibicdo competitiva.
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Dada a semelhanca quimica com a estrutura do substrato tirosina, grande parte dos
polifendis promovem uma inibi¢do do tipo competitivo, concorrendo pelo centro ativo da
enzima. De acordo com Chang (CHANG, 2009) o C1AS apresenta atividade competitiva
devido a presenca do grupo OH fenolato da benzohidrazida, além disso o efeito estérico, seu
pequeno tamanho, auxilia nesse tipo de competicdo. Enquanto que derivados de piridina
restringiam competitivamente a enzima tirosinase os ligantes de piridoxal, por conter essa
funcdo, apresentaram um efeito inibitério maior, no entanto ao se ter o ion vanadio presente seu

tamanho aumenta consideravelmente prejudicando a interagcdo complexo-sitio ativo.

6. CONCLUSOES

Os ligantes derivados de hidrazidas benzoicas utilizados nesse trabalho j& foram
descritos e amplamente difundidos pela literatura e foram possiveis de serem sintetizados
partindo de metodologias ja publicadas. Desses ligantes, contendo dois aldeidos diferentes
(aldeido salicilico e cloridrato de piridoxal), obtiveram-se dez complexos inéditos com centros
metalicos de vanadio. As caracterizacbes de tais complexos, apesar da falta de uma
metodologia mais rigorosa como um controle de temperatura para UV-Vis e espectroscopia
RAMAN para uma melhor discussdo na espectroscopia no infravermelho..., foi realizada por
difracdo de raios X em monocristal, IV, UV-Vis e VC. As diferengas observadas nas duas

classes de complexos de vanddio mostraram seguir um padrdo, uma vez que COMpOStos
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contendo aldeido salicilico mostraram-se propensos a estarem na forma idnica, ja os complexos

de piridoxal seguiram uma tendecia a permanecerem neutros.

A acdo inibitoria da enzima tirosinase foi determinada e comparada com a inibicao do
acido kdjico e através da cinética enzimatica foi possivel determinar o tipo de inibicdo do
complexo CIAS. Apesar do grande numero de compostos testados (dez ligantes e dez

complexos) a atividade bioldgica testada ndo se mostrou promissora.

Em suma, foi possivel sintetizar ligantes derivados de hidrazidas benzoicas com cinco
substituintes diferentes e dois diferentes aldeidos. A partir dos ligantes sintetizados obtiveram-
se dez novos complexos que foram caracterizados por difracdo de raios X em monocristal, 1V,
UV-Vis e VC. A acdo inibitéria da enzima tirosinase foi determinada e comparada com a
inibicdo do acido kgjico e foi possivel determinar o tipo de inibi¢cdo do complexo CIAS através

da cinética enzimaética.
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ANEXO 1 - ESPECIFICACOES DOS COMPLEXOS.

Complexo C1AS: Rendimento cristalino: 34%. UV—Vis Amax.: 326.2 nm; € 11104 Mt cm™
(DMSO; [C1] = 8.61 x 10> M). Ponto de fusdo: 106 °C. FT-IR: 3097 [m, v (O-H)]; 1601 [l,
O(C-N)imine]; 920 [s, v(O=V=0)sym]; 861 [s, v(O=V=0)asym].

Complexo C2AS: Rendimento cristalino: 9%. UV—Vis Amax.: 325.2 nm; &: 12628 Mt cm™
(DMSO; [C1] = 6.29 x 107> M). Ponto de fusdo: >300 °C (decomp.). FT-IR: 1611 [s, §(C-
N)imine]; 906 [s, v(O=V=0)sym]; 880 [s, v(O=V=0)asym].

Complexo C3AS: Rendimento cristalino: 22%. UV—Vis Amax.: 325 nm; € 16103 Mt cm™
(DMSO; [C1] =6.02 x 10> M). Ponto de fusdo: 117 °C. FT-IR: 1606 [s, 5(C-N)imine]; 945 [s,
v(O=V=0)sym]; 882 [s, v(O=V=0)asym].

Complexo C4AS: Rendimento cristalino: 12%. UV—Vis Amax.: 425.8 nm; € 17699 M cm™
(DMSO; [C1] = 4.08 x 10> M). Ponto de fusdo: 150 °C (decomp.). FT-IR: 1612 [s, §(C-
N)imine]; 892 [s, v(O=V=0)sym]; 851 [s, v(O=V=0)asym].

Complexo C5AS: Rendimento cristalino: 23%. UV—Vis Amax.: 410 nm; € 11967 Mt cm™
(DMSO; [C1] = 6.61 x 10> M). Ponto de fusdo: 175 °C (decomp.). FT-IR: 3381 [m, v (O-H)];
1603 [s, 6(C-N)imine]; 908 [s, v(O=V=0)sym].

Complexo C1P: Rendimento cristalino: 29%. UV—Vis Amax.: 423 nm; & 21122 Mt cm™
(DMSO; [C1] = 6.61 x 10~> M). Ponto de fusdo: 155 °C (decomp.). FT-IR: 3423 [m, v (O-H)];
1645 [s, 6(C-N)imine]; 857 [s, v(O=V=0)asym].

Complexo C2P: Rendimento cristalino: 6%. UV—Vis Amax.: 339.8 nm; &: 9486 Mt cm™
(DMSO; [C1] = 4.08 x 10> M). Ponto de fusdo: 108 °C. FT-IR: 3394 [m, v (O-H)]; 1645 [s,
O(C-N)imine]; 967 [s, v(O=V=0)sym].

Complexo C3P: Rendimento cristalino: 19%. UV—Vis Amax.: 418.4 nm; &: 24886 Mt cm™
(DMSO; [C1] = 4.08 x 10> M). Ponto de fusdo: 217 °C (decomp.). FT-IR: 3364[m, v (O-H)];
1596 [s, 6(C-N)imine]; 935 [s, v(O=V=0)sym]; 907 [s, v(O=V=0)asym].

Complexo C4P: Rendimento cristalino: 12%. UV—Vis Amax.: 352 nm; & 213.6 Mt cm™
(DMSO; [C1] = 4.08 x 10> M). Ponto de fusdo: 215 °C (decomp.). FT-IR: 3045 [m, v (O-H)];
1586 [s, 6(C-N)imine]; 955 [s, v(O=V=0)sym]; 900 [s, v(O=V=0)asym].

Complexo C5P: Rendimento cristalino: 9%. UV—Vis Amax.: 353 nm; & 235.6 Mt cm™
(DMSO; [C1] = 4.08 x 10~> M). Ponto de fusdo: 180 °C (decomp.). FT-IR: 3134 [m, v (O-H)];
1541 [s, 6(C-N)imine]; 915 [s, v(O=V=0)sym].
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ANEXO 2 - PARAMETROS CRISTALOGRAFICOS DOS COMPLEXOS

SINTETIZADOS

Parametros / Complexo C1AS C2AS C3AS

Foérmula Empirica C14H11N20sV C17H19N205V C20H26N304V

M M (g.mol) 338.19 382.28 423.38

Temperatura (K) 293(2) 293(2) 293(2)

Radiacdo, A (A) 0.71073 0.71073 0.71073

Sistema cristalino / Grupo espacial Monoclinic, P21/c Monoclinic, P21/n | Orthorhombic, Pbca

a(A) 6.8682(11) 11.9829(7) 24.7205(14)

b (A) 13.342(2) 7.8344(4) 16.5185(8)

c(A) 14.758(2) 18.9453(11) 10.1658(6)

a (°) 90 920 90

F10) 90.811(5) 98.228(2) 90

Y © 90 90 90

Volume (A3) 1352.2(4) 1760.25(17) 4151.2(4)

Z/ peac. (Mmg.m?) 4;1.661 4, 1.443 8, 1.355

Coef. de absorgéo linear (nm™) 0.760 0.593 0.508

F (000) 688 792 1776

Tamanho do cristal (mm) 0.22x0.14x0.10 0.30x0.19x0.11 0.215 x 0.202 x
0.195

Regido de varredura angular 6 (°) 2.76 10 29.64 2.16t0 29.19 2.06 to 28.37

Regido de varredura dos indices -9<h<9,-18<k<18,-| -16<h<16,-10<k | -32<h<16,-20<k

20<1<20 <10,-25<1=<25 £20,-13<1=13

N° de reflexdes coletadas/ 83169/ 3824 198246 / 4760 56237 /5182

independentes

Integralidade da medida 99.7% 99.8% 99.7%

Correcéo de absorcédo

Semi-empirico de
equivalentes

Semi-empirico de
equivalentes

Semi-empirico de
equivalentes

Tmin/ Tmax 0.9379/0.8706 0.7457 /0.5978
Dados/restri¢es/pardmetros 3824/0/199 4760/0/ 226 5182/0/263
Goodness-of-fit em F? 0.872 1.010 1.046
indice Rint 0.0384 0.0569 0.1026
Ri[1>20(1)] e WR2 [1>20(1)] 0.0345/ 0.0997 0.0406/0.1153 0.0994/ 0.1881

Rie WR; (todos os dados)*

0.0423/0.1060

0.0554/ 0.1244

0.1083/0.1285

pmax (€ A pmin (&7 A7)

0.505 and -0.444
e-A3

0.349 and -0.296
e-Ad

0.743 and -
0.293e-A
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Pardmetros / Complexo C4AS C5HAS C1P
Férmula Empirica C20H20N406V C20H27N404V C24H20CuN204
M M (g.mol™?) 463.34 4638.40 465.74
Temperatura (K) 293(2) 293(2) 100(2)
Radiagio, A (A) 0.71073 0.71073 0.71073
Sistema cristalino / Grupo Monoclinic, Clcl Monoclinic, P21 Triclinic, P1
espacial
a(A) 12.5296(10) 7.4208(3) 5.2976(2)
b (A) 20.2016(10) 8.7002(3) 9.7839(4)
c(A) 8.7847(4) 17.1528(7) 10.0899(5)
a (9 90 90 103.0870(10)
B () 102.473(2) 95.8700(10) 96.0160(10)
Y (©) 90 90 100.2540(10)
Volume (A% 2171.1(2) 1101.62(7) 495.47(4)
Z/ peaic.(Mmg.m) 4, 1.418 2, 1.322 2;1.555
Coef. de absorcdo linear (hm™) 0.500 0.482 1.138
F (000) 956 460 239
Tamanho do cristal (mm) 0.50 x 0.45 x 0.08 0.27 x 0.10 x 0.09 0.28 x 0.12 x 0.05
Regido de varredura angular 6 (°) 1.95 to 30.02 2.76 10 27.42 4.10 to 30.48
Regido de varredura dos indices 17<h<17,-28<k< | -9sh<9,-10sk<11, -7<h<7,-13<k<
28,-12<1<9 -22 <122 13,-14<1<14
N° de reflexdes coletadas/ 21776 /5222 23710/ 4762 13645 /2999
independentes
Integralidade da medida 99.8% 99.7% 99.6%

Correcdo de absorgéo

Semi-empirico de
equivalentes

Semi-empirico de
equivalentes

Semi-empirico de
equivalentes

Tmin/ Tmax 0.9711/0.79880 0.8184/0.6294 0.94530.7412
Dados/restri¢des/parametros 5222/2/281 4762 /11265 2999/0/142
Goodness-of-fit em F2 1.086 1.073 1.071
indice Rint 0.0690 0.0336 0.0191
R [I>20'(|)] e WR2 [|>20(|)] 0.0643/ 0.1634 0.0309/0.0736 0.0191/0.0224
Rie WR» (todos 0S dadOS)* 0.0866 /0.1772 0.0373/0.0765 0.0236 /0.0606

pmax (€7 A3)/ Pmin (€7 A3)

0.509 and -0.493 e-A®

0.259 and -0.193 e-A’3

0.453 and -0.353
e-A3
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Parametros / Complexo C2P C3P C4P C5P
Férmula Empirica C26H24N202S2Cu | Ci17H22N202 | C28H28N204S2Cu | C26H2aCuN204S2
Cu

M M (g.mol?) 524.13 414.03 584.18 556.13

Temperatura (K) 110(2) 100(2) 110(2) 120(2)

Radiagdo, A (A) 0.71073 0.71073 0.71073 0.71073

Sistema cristalino / Grupo Triclinic, P1 Monoclinic, Orthorhombic, Triclinic, P1

espacial P2i/n Pbca

a(A) 8.7513(15) 9.5953 (4) 19.1106(11) 5.1997(18)

b (A) 11.1557(19) 6.2265 (2) 6.0512(3) 10.474(3)

c (A) 12.137(2) 17.7017 (7) 22.4801(12) 11.099(4)

a (°) 103.297 (5) 90 90 99.676(13)

F10) 93.710 (5) 95.227(2) 90 91.067(18)

Y () 90.125 (5) 90 90 102.816(13)

Volume (A3 1150.5(3) 1053.19(7) 2599.6(2) 580.0 (3)

Z/ peac. (Mmg.m=) 2;1.158 2;1.567 4;1.493 1; 1.592

Coef. de absorcéo linear (nm™?) 1.158 1.245 1.039 1.160

F (000) 542 430 1212 287

Tamanho do cristal (mm) 0.40 x 0.39 x 0.26 x 0.23 x 0.35x0.31 x 0.44x 0.19x 0.18

0.21 0.18 0.18

Regido de varredura angular 9 2.24 a33.08 2.31a28.72 2.80a29.20 2.50 a29.16

©)

Regido de varredura dos indices | -10=sh=<13,-16 | -12<h<12,- | -26<h=<24,-8 | -7<h=<7,-14<Kk
<k<17,-15<| | 8<k<8,-23< | <k<8,-30<I< | <14,-15<1<15

<17 1<23 30

N° de reflexdes coletadas/ 17095/7634 12366/2731 32585/3506 10994/3075

independentes

Integralidade da medida 99.8% 99.8% 99.7% 99.7%

Correcdo de absor¢édo Semi-empirico Semi- Semi-empirico | Semi-empirico de
de equivalentes empirico de de equivalentes equivalentes

equivalentes

Trmin/ Tmax 0.7930/0.6544 | 0.8051/0.7402 | 0.9211/0.8874 0.8184/0.6294
Dados/restri¢des/parametros 7634/0/301 2731/0/142 3506/0/169 3075/0/ 160
Goodness-of-fit em F? 1.099 2.717 1.206 1.109
indice Rin 0.0628 0.0262 0.0334 0.0190
Ri[I>26(1)] e WR; [1>24(1)] 0.1734/0.4496 | 0.0863/0.3131 | 0.0481/0.1133 0.0388/0.1247
Rie wR: (todos os dados)* 0.1926 0.1013/ 0.0556/0.1171 0.0402/0.1307
0.3241
pmax (€ A3 pmin (67 AD) 1.234 and - 1.198 and - | 0.698 and -.764 | 1.489 and -0.964
1.776 e-A® 2.235e-A3

e-A3

e-A3
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ANEXO 3 — ESPECTROS DE ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO
ELETRONICA NA REGIAO UV/VIS EM SOLUCAO DOS COMPLEXOS

C1AS
1.0

0.6

Absorvancia
o
T

0.5 T T T 1
0.00005 0.00006 0.00007 0.00008 0.00009

Concentragao

—_— ?\.1

0.0 1 | 1 | T |
400 600 800

Comprimento de onda (nm)

[ Jinicial = 0,002957 mol.L"

T =25°C
nm Equag3o da reta Absortividade Molar €
A1 326.2 |Y =11104*X + 0,009662 11104 mol. L
A2 4036 | Y =6743*X + 00,2043 6743 mol. L
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C2AS

)\42 0.9

m -
1) 0.8 R? = 0.9965
<§ 0.6 2
£ 0.7
e - 2
o 2 0.6
0 W < 2.
2 0.4 0.5 R?=0.9786
04 T T T T 1
0.2 0.000040 0.000045 0.000050 0.000055 0.000060 0.000065
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—
—

" | ' |
400 600 800
Comprimento de onda (nm)

[ 1inicial = 0,003662mol.L1

T =25°C

nm Equago da reta Absortividade Molar €
A1 325.2 | Y =12628*X +(0,07395 12628 mol. L
A2 403,6 | Y =7856"X +0,1500 7856 mol. L
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C3AS
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ANEXO 4 - ESPECTROS DE ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO DOS COMPLEXOS
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